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ENSAYOS CUANTITATIVOS PARA RAS P21 EN FLUIDOS CORPORALES
DESCRIPCION

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion esta en el area general de genéticas médicas y en los campos de
la oncologia e inmunologia. Mas especificamente, la invencién se dirige a la deteccién y
cuantificacion de ras p21 total en fluidos corporales, particularmente cambios seriales de los niveles

ras p21 totales en los fluidos corporales de un sujeto. Adicionalmente, la invencion se dirige a detectar
y cuantificar ras p21 total en conjunto con una o mas de otras proteinas, tal como, oncoproteinas,
factores angiogénicos, marcadores de tumor, inhibidores, receptores del factor de crecimiento,
proteinas de metastasis, y supresores de tumor.

ANTECEDENTE

[0002] La familia ras de oncogenes (homoélogos al virus sarcoma de rata) pertenece a la
familia de la proteina G de proteinas celulares vinculadas en la transduccion de sefial. Los genes ras
codifican proteinas que se ubican en la superficie interna de la membrana de plasma y tienen actividad
GTPasa. Normalmente, cuando se activa mediante el factor de crecimiento que se une a los receptores
de membrana de plasma, las proteinas ras se unen al GTP, que resulta en activacién de la sefial ras. La
familia del gen ras tiene tres miembros principales (H-ras, K-ras, y N-ras) que estan entre los
oncogenes mas comunmente activados encontrados en cancer humano. Otros miembros de la familia
del gen ras incluyen las subfamilias Rho/Rac, Rab, Arf y Ran.

[0003] Los tres genes ras principales (H-ras, K-ras, y N-ras) codifican las proteinas de lamina
alfa/beta de 21 kD de 189 aminoacidos que se encuentran en todas las células eucariéticas en la
superficie interna de la membrana de plasma. Las isoformas (denotadas H-Ras, N-Ras y K-Ras)
codificadas por los tres genes ras se conocen colectivamente en la técnica como "p21" o "ras p21," y
presentan un alto grado de homologia (>90%) asi como también efectores en la direccion 3' comunes
y factores de intercambio de guanina-nucleoétido en la direccion 5' (GEFS). Como es cierto para los
otros miembros de la familia del gen ras, el ras p21 estd en una proteina G de union GDP/GTP
intracelular en transduccion de sefial celular, que convierte sefiales del receptor tirosina quinasa en la
membrana celular al nicleo para regular la proliferacién y diferenciacion celular normal [Pruitt y Der
(2002)]. Las proteinas ras p21 activadas mediante sustituciones en las posiciones de aminoacido 12,
13, 0 61 pueden actuar como oncoproteinas con una capacidad de transformacién incrementada. Las
formas mutadas de ras p21 se aseguran en un estado constitutivamente activo al reducir la hidrdlisis de
GTP, que resulta en sefiales no controladas para crecimiento celular. Cuando se mutan o
sobreexpresan, las proteinas p21 son oncogénicas. Las proteinas ras p21 se sobreexpresan en 50-60%
de los canceres de mama y se mutan en aproximadamente 30% de todos los canceres, notablemente
cancer pancreatico y cancer de colon.

[0004] La activacion mutacional de ras oncogenes ha sido identificada en una variedad de
canceres asi como también lesiones precursoras. Los genes ras mutacionalmente activados no son
comunes en tumores de estdbmago, esofago, ovario, prostata y mama pero se reportan en 20-40% de
los carcinomas de pulmon, 30% de leucemia mielogenosa aguda, 40-50% de tumores colorectales y
tumores de tiroide y > 80% de tumores pancreéticos. En general, aproximadamente 30% de todos los
neoplasmas humanos se han reportado que contienen una mutacién de gen ras. [Adjei (2001); Bos
(1989).] Las mutaciones H-ras son comunes en carcinomas de vejiga, rifion y tiroides; las mutaciones
K-ras ocurren en carcinomas de células macrociticas, colorectales y pancreaticos; y las mutaciones N-
ras se encuentran en melanoma, carcinoma hepatocelular, y malignidades hematolédgicas. [Adjei
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(2001).] La transformacion de las células mediante mutantes ras oncogénicos puede incrementar la
expresién de metaloproteinasas, tal como gelatinasa y estromelisina, que puede mejorar la metastasis
de tumor. Adicionalmente, la expresién del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) se
incrementa en K-ras- y H-ras que transforma células epiteliales a través de la ruta Raf.

[0005] Existe alguna controversia en la técnica a cerca de la significancia del diagnéstico de
ras p21 mutado versus sobreexpresado. Por ejemplo, Watson et al. [Cancer breast Res. Treat., 17(3):
161-169 (Jan-Feb 1991)] reporta que los niveles p21 elevados detectados por Western blot
semicuantitativo son un indicador diagndstico importante en pacientes con cancer de mama temprano.
En 2001, sin embargo, Karelia et al. [Int. J. Biol. Markers. 16(2): 97-104 (2001)] investiga la
expresién de oncoproteina ras p21 en cancer colorectal utilizando estudios inmunohistoquimicos, y
concluye que la alteracién genética de ras p21, no ras p21 positivo, es importante en determinar la
agresividad biolégica del cancer colorectal.

[0006] Los anticuerpos que se utilizan frecuentemente para detectar ras en tumores son
anticuerpos reactivos pan, que se unen a todas las tres formas de ras p21 (H-, N- y K-ras), mutadas y
tipo natural. Por ejemplo, Sun et al., [Eur. J. Cancer, 27(12): 1646-1649 (1991)] utiliza el Ras 11 Mab
reactivo pan en estudios inmunohistoquimicos para examinar la significancia de ras p2l1 en
adenocarcinoma colorectal, y encuentra ras p2l positivo para correlacionarse con actividad
proliferativa y por tener valor de prondstico independiente.

[0007] Aunque estan disponibles ensayos cuantitativos de ras p21 en tejidos humanos, los
ensayos descritos anteriormente de ras p21 en fluidos corporales humanos son semi-cuantitativos.
Como el ras se expresa normalmente, seria Gtil tener un indicador de una ruta de oncoproteina ras
activada (regulada por aumento y/o mutacionalmente estimulada), tal como un ensayo cuantitativo de
cambios seriales o elevados en circular niveles ras p21, en donde los niveles elevados o cambios en
niveles ras p21 se puede utilizar para detectar la oncogenia dirigida a ras o cambios en el estado de un
tumor dirigido a ras.

[0008] Carney, W.P., la Patente Estadounidense No. 5,443,956 (1995) describe
inmunoensayos semicuantitativos de ras p21 total en plasma humano normal pero no en el suero
correspondiente. La patente de Carney también describe el uso del Ras 17 Mab reactivo pan para
detectar ras p21 total en ensayos ELISA de plasma humano normal. La EP 0 214 520 describe un
inmunoensayo intercalado para RAS p21 que es de naturaleza cuantitativa.

[0009] En el 2000, por lo menos dos investigadores han reportado la presencia de las proteina
ras en el suero de pacientes con cancer de pulmén. En 1991, Brandt-Rauf, P.W., [J. Occup. Med.,
33(9): 951-955 (Sept. 1991)] detecta ras en el suero de cinco de 11 pacientes con cancer de pulmoén y
dos de 21 pacientes con enfermedades de pulmén no malignas utilizando inmunotransferencias, y
sugiere el uso de ras como un marcador para la deteccién temprana del cancer de tubo respiratorio.
Anderson et al. También analiza niveles ras en el plasma de pacientes humanos con cancer de pulmén
utilizando Western blots. [Anderson et al., Mutat. Res. 349: 121-126 (1996); Anderson et al., Mutat.
Res 403(1-2): 229-235 (1998); Anderson et al., Int. J. Hyg. Environ. Health. 204(1): 55-60 (Oct.
2001).] En el estudio de Anderson et al. 1996, se incrementan niveles ras en 45% de los pacientes vs.
6% de controles normales. En algunos de los estudios de Anderson et al., se utiliza el anticuerpo
primario Ras 10, que detecta la proteina ras total (reactivo con ras normal y mutante). Los niveles ras
no se cuantifican (en picogramas) en los estudios de Brandt-Rauf (1991) o Anderson et al..

[0010] Schneider et al. [Clin. Chem. Lab. Med., 38(4): 301-305 (2000)] reporta que el ras
p21 no se puede detectar en suero de pacientes con cancer de pulmén, o en suero de cualquiera de los
grupos de estudio, y por lo tanto el ras no se puede considerar Util como un marcador para la deteccion
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temprana del cancer de pulmén. Schneider et al. (2000) evalla el suero de 65 pacientes macho con
cancer de pulmoén, 29 con enfermedad de pulmén no maligno, y 44 controles, utilizando Ab-1 (Mabs
de rata anti-ras p21 reactivos pan del clon Y13-259) que reacciona con H, K y N-ras, en tres diferentes
métodos Western blot. Sin embargo, el no puede detectar ras en aquellas muestras de suero, aunque la
proteiona ras de 1 ng se mide en los estandares.

[0011] Rundle et al. [Cancer Lett. 185(1): 71-78 (Nov. 8, 2002)] examina los niveles de ras
p21 en plasma de pacientes con cancer de mama, utilizando Western blots, analisis de imagen asistida
por computador (unidades de pixel integradas), y un anticuerpo anti-ras reactivo pan. Rundle et al.
(2002) encuentra niveles detectables de ras tipo intacto en 53% de los pacientes con cancer de mama,;
los promedios del nivel en pacientes con cancer de mama son cuantitativamente mas grandes que los
niveles ras tipo intacto promedio en sujetos de control positivo (27% de pacientes con enfermedad de
mama benigna y 26% de controles saludables). Perera et al. [Arch. Toxicol., 64(5): 401-406 (1990)]
los cambios seriales estudiados en niveles de suero de 9 productos de proteina de encogen diferentes,
incluyendo ras, antes de y a través del curso de la quimioterapia. De nuevo, los ensayos de
determinacion de ras de Rundle et al. (2002) y Perera et al. (1990) son solo semicuantitaticos.

[0012] Puede ser critico para evaluar el ras p21 mutado y sobreexpresado aun en aquellos
canceres que no se asocian con ras mutado, cuando el ras sobreexpresado también puede ser indicador
de una ruta ras activada. Por ejemplo, aunque se sobreexpresa el ras en 50-60% y mutado en menos de
5% de los canceres de mama, existe evidencia experimental considerable que el ras mutacionalmente
activado puede promover el crecimiento y desarrollo del cancer de mama, posiblemente debido a la
activacion de HER-2/neu u otros oncogenes. [Eckert et al., Cancer Research, 64: 4585 - 4592 (2004).]

[0013] Los inventores han descubierto un inmunoensayo cuantitativo que se puede utilizar
para medir los cambios seriales en los niveles ras p21 totales en fluidos corporales, cuyos cambios son
Utiles como un indicador de una ruta ras activada (regulada por aumento y/o mutacionalmente
estimulada). El inmunoensayo novedoso comprende el uso de los anticuerpos monoclonales reactivos
pan (Mabs) Ras 17 y Ras 10 o Ras 10.2, cada uno de los cuales une a la proteina ras p21 total (ras p21
normal y activado por mutacién). Los Mabs Ras 17 y Ras 10 se han descrito previamente [Carney,
W.P., Patente Estadounidense Nos. 5,262,523, 5,443,956, 5,081,230 y 6,200,764]; sin embargo, no se
ha descrito previamente el uso de la combinacibn de Mabs Ras 17 y Ras 10 en una
inmunotransferencia.

[0014] La presente invencion describe ensayos cuantitativos para detectar cambios en los
niveles de ras p21 totales en muestras de fluido corporal para detectar rutas ras activadas, si se
sobreregula o se estimula mutacionalmente. Tales ensayos solos o en combinacién con los niveles de
marcadores de cancer en la direccién 5’ de ras (tal como TIMP-1), o con niveles de otras proteinas, se
pueden utilizar para seleccionar terapias de pacientes objetivo en la ruta ras. Debido a la importancia
de ras en la tumorogenia, se han tomado varios métodos para desarrollar terapias anticancer objetivo
de ras, tal como inhibiciobn de la expresidbn de proteina ras (por ejemplo, oligonucleétidos
anticodificantes), prevencién de localizacion de membrana esencial para la activacion RAS (por
ejemplo utilizando inhibidores de farnesilacién Ras) [Kohl et al. (1995); Lerner et al. (1995)], o
inhibicion de efectores en direccién 3’ de ras (por ejemplo, quinasas serina/treonina Raf) que evitan
por lo tanto la activacion constitutiva de la cascada de sefial MAPK. [Pruitt y Der (2002).] Un
candidato promisorio para una terapia objetivo de ruta ras es la bis-aryl urea sorafenib (BAY-43-9006)
[Wilhelm et al., Cancer Research, 64: 7099-7109 (Oct. 1, 2004)], que se conoce por inhibir la quinasa
raf y VEGFR.
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[0015] Hasta la presente invencidn, no existe la prueba de suero de rutina, cuantitativa y
sensible para determinar si un paciente con cancer tiene un tumor dirigido a ras p21. Los ensayos de
esta invencién proporcionan tales ensayos cuantitativos y sensibles que se pueden utilizar
rutinariamente, no solo para suero, sino para plasma, y otros fluidos corporales.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0016] La invencién se relaciona con el uso de inmunoensayos cuantitativos de acuerdo con
la reivindicacion 1 y 11 para medir los cambios seriales en los niveles de proteina ras p21 totales en
fluidos corporales humanos. Dichos cambios seriales son particularmente Utiles como un indicador del
estado de activacion de la ruta de transduccién de sefial ras, en donde se define "activacion" por
incluir la regulacién por aumento y la activacién mutacional. De acuerdo con las teorias destacadas en
el métodos de la invencién, el incremento de la proteina ras p21 total (detectado por cambios seriales
en los niveles de ras p21 totales) se considera que es un indicador de una ruta de transduccion de sefal
ras activada, que significa la presencia de enfermedad preneoplasica/neoplasica en un sujeto humano.
Los inmunoensayos de la invencion se pueden utilizar clinicamente - diagnésticamente y/o
pronésticamente, para detectar precancer y/o cancer (enfermedad preneoplasica/neoplasica) y como
una ayuda terapéutica para la seleccién de terapia de un paciente, monitorear el estado de una
enfermedad preneoplasica/neoplasica en un paciente, 0 monitorear a un paciente con una enfermedad
preneoplasica/neoplasica que responde a una terapia. Un uso preferido para los inmunoensayos de la
invencion es monitorear el estado de los pacientes, y para tomar decisiones a cerca del método optimo
para la terapia del paciente.

[0017] Las muestras preferidas en las que se evallan cambios seriales en ras p21 total
mediante inmunoensayo son muestras de fluidos corporales humanos, que pueden incluir, entre otros
fluidos corporales: sangre, suero, plasma, orina, saliva, semen, exudado de mama, fluido
cerebroespinal, lagrimas, esputo, mocos, plasma, citosoles, ascitis, efusiones pleurales, fluido
amniético, lavados de vejiga y lavados bronquioalveolares. Los fluidos corporales preferidos para
evaluar son sangre, suero, y plasma, mas preferiblemente, suero o plasma. Particularmente las
muestras de fluidos corporales preferidas incluyen muestras de pretratamiento y muestras tomadas de
un paciente quien no ha respondido al tratamiento.

[0018] En un aspecto, la invencién se relaciona con métodos de diagndstico/prondstico para
detectar una enfermedad preneoplasica/neoplasica asociada con una ruta ras activada. Un método para
detectar una enfermedad preneoplasica/neoplasica asociada con una ruta ras activada en un sujeto
humano comprende las etapas de:

(d) detectar y cuantificar inmunoldégicamente el nivel promedio de proteina ras p21
total en muestras de un fluido corporal tomado de individuos de una poblacién de control;

(e) detectar y cuantificar inmunolégicamente cambios seriales en los niveles de
proteina ras p21 totales en muestras equivalentes del fluido corporal tomado del sujeto
durante el tiempo; y

(f) comparar los niveles de proteina ras p21 totales en las muestras del sujeto con el
nivel promedio de proteina ras p21 total en las muestras de control;

[0019] En donde un nivel de proteina ras p21 total en las muestras del sujeto que esta por
encima del nivel promedio de proteina ras p21 total en las muestras de control es indicador de una ruta
ras activada y la presencia de enfermedad preneoplasica/neoplasica en el sujeto. Los individuos de una
poblacion de control de la etapa (a) puede ser de cualquier género, o puede ser del mismo género
como el sujeto.
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[0020] Dicho método para detectar una enfermedad preneoplasica/neoplasica asociada con
una ruta ras activada en un sujeto humano puede ser pronéstico adicional para dicha enfermedad
preneoplasica/neoplasica, en donde los niveles de proteina ras p21 totales en las muestras del sujeto
que se relacionan con el nivel promedio de ras p21 total en las muestras de control son indicadores de
un mejor diagnostico o diagnostico mas pobre para dicho sujeto. Preferiblemente, dicho diagnostico es
un resultado clinico seleccionado del grupo que consiste de velocidad de respuesta (RR), beneficio de
respuesta clinica completa (CR), beneficio de respuesta clinica parcial (PR), beneficio de enfermedad
clinica estable (SD), progresion en el tiempo (TTP), y muerte con el tiempo (TTD).

[0021] Dichos métodos son en la forma de una inmunotransferencia intercalada,
preferiblemente un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima intercalada (ELISA) o un ensayo
equivalente. Un formato preferido es un ELISA intercalado. De acuerdo con la invencién el
anticuerpo monoclonal de captura es Ras 17 que se secreta desde el hibridoma HB 10054 depositado
en the American Type Culture Collection (ATCC), y el anticuerpo monoclonal detector es Ras 10 que
se secreta desde el hibridoma HB 9426 depositado en el ATCC, o Ras 10.2, que se secreta desde un
subclon del Ras 10 del hibridoma HB 9426. Mas preferiblemente, se biotinila el anticuerpo
monoclonal detector Ras 10 o Ras 10.2.

[0022] Dichos métodos pueden ser diagnésticos y/o prondsticos para enfermedades
cancerosas o precancerosas, en donde dicha enfermedad se asocia con una ruta ras activada. Ejemplos
de tales enfermedades precancerosas o cancerosas son aquellas seleccionadas del grupo que consiste
de cancer colorectal, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de células macrociticas, cancer de
pulmén de célula pequefia, leucemia mielogenosa aguda, cancer tiroide, cancer pancreatico, cancer de
vejiga, cancer de higado, melanoma, cancer de mama, cancer de préstata, cancer de ovario, cancer
cervical, cancer de cabeza y cuello, carcinoma hepatocelular y malignidades hematoldgicas, y
precanceres que conduce a tales canceres. Canceres de colon, colorectal, cancer de pulmén y cancer
de mama, y precanceres que conducen a estos, se consideran objetivos particulares para los métodos
de ensayo de diagndstico/prondstico que detectan cambios seriales en ras p2l1 total en fluidos
corporales humanos.

[0023] Un segundo aspecto de la invencién se relaciona con el uso de un inmunoensayo
cuantitativo de acuerdo con la reivindicacion 1 para medir cambios seriales en los niveles de proteina
ras p21l totales en fluidos corporales humanos, como un método de seleccién de terapia para un
paciente humano con una enfermedad preneoplasica/neoplasica. Un tal método de seleccién de terapia
comprende las etapas de:

() detectar y cuantificar inmunolégicamente el nivel promedio de proteina ras p21
total en muestras de un fluido corporal tomado de individuos de una poblacién de control;

(b) detectar y cuantificar inmunolégicamente cambios seriales en los niveles de
proteina ras p21 totales en muestras equivalentes del fluido corporal tomadas del paciente
durante el tiempo;

(c) comparar los niveles de proteina ras p21 totales en las muestras del paciente con
el nivel promedio de proteina ras p21 total en las muestras de control; y

(d) decidir si se utiliza terapia de cancer convencional y/o terapia de cancer dirigida
a ras para tratar el paciente con base en las diferencias entre los niveles de proteina ras p21
totales en las muestras del paciente y el nivel promedio de proteina ras p21 total en las
muestras de control, y en vista de los cambios seriales entre los niveles de proteina ras p21
totales en las muestras del paciente. Por ejemplo, si un nivel de proteina ras p21 total en una
muestra del paciente se encuentra que esta por encima del nivel promedio de proteina ras p21
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total en las muestras de control, y si los cambios seriales en los niveles de proteina ras p21

totales en las muestras del paciente reflejan que los niveles tienen tendencia a estar por

encima del nivel promedio de proteina ras p21 total en las muestras de control, se puede sacar
la conclusion de que el paciente tiene una enfermedad preneoplasica/neoplasica controlada
por el oncogen ras, y se puede tomar la decisién de utilizar terapia dirigida a ras para tratar el
paciente, sola 0 en conjunto con una o mas de otras terapias antineoplasicas.

[0024] Preferiblemente, dicha terapia dirigida a ras se selecciona del grupo que consiste de
inhibidores de farnesiltransferasa (FTI), inhibidores de tirosina quinasa, ureas bis-arilo e inhibidores
anticodificantes de ras. Mas preferiblemente, dicha terapia dirigida a ras es la sorafenib bis aril-urea
(BAY 43-9006).

[0025] Otro aspecto de la invencion se relaciona con el uso de una inmunotransferencia de
acuerdo con la reivindicacion 11 como un método para monitorear el estado de una enfermedad
preneoplasica/neoplasica en un paciente, y/o monitorear cd6mo un paciente con una enfermedad
preneoplasica/neoplasica responde a una terapia, que comprende detectar inmunolégicamente y
cuantificar cambios seriales en los niveles de proteina ras p21 totales en muestras de un fluido
corporal tomado de dicho paciente durante el tiempo; en donde los niveles incrementados de proteina
ras p21 totales durante el tiempo indican progresion de la enfermedad o una respuesta negativa a dicha
terapia, y en donde los niveles reducidos de proteina ras p21 totales indican remisién de enfermedad o
una respuesta positiva a dicha terapia. Dicha terapia puede ser terapia anticAncer convencional, terapia
anticancer no convencional, y/o una terapia dirigida a ras. Una muestra de fluido corporal preferida,
entre otros tipos de muestras, puede ser una muestra de pretratamiento, 0 una muestra de un paciente
con cancer quien no ha respondido al tratamiento.

[0026] Todavia otro aspecto de esta invencién se relaciona con el uso de inmunoensayos
cuantitativos de acuerdo con la reivindicacién 1 para detectar cambios en los niveles de ras p21 totales
en combinacion con los niveles de una o mas de otras proteinas, en los métodos de esta invencion
como en los métodos de diagndstico/prondstico, en los métodos de seleccion de terapia para pacientes
con una enfermedad preneoplasica/neoplasica, en los métodos para monitorear el estado de una
enfermedad preneoplasica/neoplasica en un paciente, y para monitorear cOmo un paciente con una
enfermedad preneoplasica/neoplasica responde a una terapia dirigida a ras u otra terapia.
Preferiblemente, dichas otras proteinas que serian (tiles para cuantificar junto con ras p21 en los
ensayos de esta invencién son inhibidores, oncoproteinas, receptores del factor de crecimiento,
factores angiogénicos, proteinas de metastasis, marcadores de tumor y supresores de tumor.
Preferiblemente, dicho inhibidor es inhibidor de tejido de metaloproteinasa-1 (TIMP-1), dicha
oncoproteina es HER-2/neu, dichos receptores del factor de crecimiento se seleccionan del grupo que
consiste de receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y receptor del factor de crecimiento
derivado de plaqueta (PDGFR), dicho factor angiogénico es factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF), dicha proteina de metéastasis es activador de plasminégeno del tipo uroquinasa (uPA), dicho
marcador de tumor es antigeno carcinoembriogénico (CEA), y dicho supresor de tumor es p53.

[0027] Mas preferiblemente, dichas otras proteinas son proteinas que activan la ruta ras, tal
como TIMP-1 y HER- 2/neu/c-erbB-2 ("HER-2/neu"). Por ejemplo, los niveles incrementados de ras
p21 totales y/o HER-2/neu pueden ser indicadores de una mayor probabilidad de recurrencia temprana
de un tumor o metastasis de tumor. Seria ventajoso probar pacientes con cancer para cambios seriales
en ras p21 total y tales otras proteinas, especialmente proteinas que activan la ruta ras, para agrandar
la perspectiva clinica, las fuentes terapéuticas y los parametros de diagnéstico/pronéstico para recoger
las combinaciones terapéuticas Gptimas para los resultados de tratamiento mas promisorios.
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Abreviaturas

[0029] Se utilizan las siguientes abreviaturas aqui:

ATCC -
BSA-
°C -
CEA -
CV -
EDTA -
EGFR -
ELISA -
FTI -
GDP -

American Type Culture Collection

albdmina de suero bovino

grados centigrados

antigeno carcinoembriogénico

coeficiente de variacion
etilenodiaminatetraacetato

receptor de factor de crecimiento epidérmico
ensayo inmunoabsorbtente ligado a enzima
inhibidor farnesiltransferasa

difosfato guanosina
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GEFS - factores de intercambio de guanina-nucledtido
GTP - trifosfato guanosina
Proteina G - proteina dependiente de nucleétido guanilo
HRP - peroxidasa de rabano
kD - kilodalton
M - molar
Mab - anticuerpo monoclonal
MAP - proteina activada por mitégeno
ml - mililitro
mM - milimolar
N - normal o nimero (dependiendo del contexto)
ND - no detectado
NED - no evidencia de enfermedad
Ng - nanograma
nm - nanémetro
oD - densidad Gptica
pg - proteoglicano
PDGFR - receptor del factor de crecimiento derivado de plaqueta
P.Resp - respuesta del paciente
Prog - enfermedad progresiva
Recur - recurrencia
DE - Desviacion estandar
Stab - estable
Stg - etapa
TIMP-1 - inhibidor de tejido de metaloproteinasa-1
TMB - tetrametilbenzidina
Mg - microgramo
pl - microlitro
uUnk - desconocido
uPA - activador de plasminégeno del tipo uroquinasa
VEGF - factor de crecimiento endotelial vascular
VEGFR - factor de crecimiento endotelial vascular receptor

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0030] La Figura 1 es una curva estandar ilustrativa construida al hacer reaccionar un
estandar ras p21 recombinante tipo intacto en 6 diferentes concentraciones de 0, 40, 150, 300, 500 y
700 pg/ml en una realizacién preferida de los ensayos de esta invencién, un ELISA ras p21, como se
describe en detalle en los Materiales y Métodos, y en el Ejemplo 1, adelante.

DESCRIPCION DETALLADA

[0031] La presente invencion se dirige a inmunoensayos cuantitativos que miden cambios
seriales en los niveles de proteina ras p21 totales en fluidos corporales humanos, cuyos ensayos son
Utiles  diagnésticamente/prondsticamente para detectar o0 monitorear una enfermedad
preneoplasica/neoplasica en un humano, o para seleccionar una terapia para un paciente con dicha
enfermedad preneoplasica/neoplasica, en donde dicha enfermedad se asocia con una ruta ras activada.
Como se utiliza aqui, una "ruta ras activada" se define como una ruta ras activada por la
sobreexpresion o mutacién de la proteina ras p21, y por lo tanto abarca rutas ras reguladas por
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aumento y/o mutacionalmente estimuladas. Adicionalmente, como se utiliza aqui, "proteina ras p21
total" comprende la proteina p21 normal (tipo intacto) y activada por mutacion (que incluye proteinas
H-ras, K-ras, y N-ras).

[0032] Ejemplos de enfermedades preneoplasicas/neoplasicas asociadas con una ruta ras
activada son los siguientes, asi como también precanceres que conducen a los siguientes: cancer
colorectal, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de células macrociticas, cancer de pulmén de
célula pequefia, leucemia mielogenosa aguda, cancer tiroide, cancer pancreatico, cancer de vejiga,
cancer de higado, melanoma, cancer de mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer cervical,
cancer de cabeza y cuello, carcinoma hepatocelular y malignidades hematolégicas. En particular, los
niveles de proteina ras p21 totales, solos o en combinaciéon con los niveles de otras proteinas,
particularmente otras oncoproteinas, se pueden utilizar para predecir el resultado clinico y/o como una
ayuda en la seleccién de la terapia.

[0033] Los ensayos de esta invencion pueden ser diagnésticos y/o pronésticos, es decir,
diagnésticos/pronésticos. El término "diagnéstico/prondstico” definido aqui abarca los siguientes
procesos individualmente o acumuladamente dependiendo del contexto clinico: determinar la
presencia de enfermedad, determinar la naturaleza de una enfermedad, distinguir una enfermedad de
la otra, pronosticar el resultado probable de un estado de enfermedad, determinar el prospecto para la
recuperacion de una enfermedad segun se indica por la naturaleza o los sintomas de un caso,
monitorear el estado de enfermedad de un paciente, monitorear un paciente para la recurrencia de la
enfermedad, y/o determinar el régimen terapéutico preferido para un paciente. Los métodos de
diagnéstico/ prondstico de esta invencion son Utiles, por ejemplo, para detectar poblaciones para la
presencia de enfermedad neoplasica o preneoplasica, determinar el riesgo de desarrollar enfermedad
neoplasica, diagnosticar la presencia de enfermedad neoplasica y/o preneoplasica, monitorear el
estado de enfermedad de los pacientes con enfermedad neoplasica, y/o determinar el prondstico del
curso de la enfermedad neoplasica.

[0034] La presente invencién es Util para detectar la presencia de una amplia variedad de
enfermedades preneoplasicas/neoplasicas como se indicé anteriormente. Tal un ensayo se puede
utilizar para detectar tumores, monitorear su crecimiento, y ayudar en el diagndstico y prondstico de la
enfermedad. También se pueden utilizar ensayos para detectar la presencia de metastasis de cancer, asi
como también confirmar la ausencia de tejido de tumor luego de quimioterapia de cancer y/o terapia
de radicacion. Se puede utilizar adicionalmente para monitorear la quimioterapia de cancer y la
reaparicion del tumor.

[0035] Los métodos incluyen cuantificar la proteina ras p21 total, si cualquiera, esta presente
en las muestras de fluido corporal seriales tomadas de un sujeto humano diagnosticado con, o que se
sospecha de tener, una enfermedad preneoplasica/neoplasica. Los niveles de proteina cuantificados de
ras p21 totales se comparan con los promedios del nivel en muestras de fluido corporal tomadas de
individuos de una poblacién de control, en donde un nivel promedio anterior de la proteina ras p21
total es indicador de una ruta ras activada. Como se utiliza aqui, un nivel "promedio anterior" de
proteina ras p21 total indica un nivel mayor de dos desviaciones estandar (DE) por encima del nivel
medio encontrado en las muestras de control. Los individuos de la poblacién de control pueden ser de
cualquier género, o se pueden restringir a aquellos quienes son del mismo género como el sujeto.

[0036] Como se utiliza aqui, "canceroso" y "neoplasica” tienen significados equivalentes, y
"precanceroso” y "preneoplasica” tienen significados equivalentes. El uso de deteccion de productos
de expresiéon de gen de oncogenes como indicadores de diagnéstico/ pronéstico para enfermedad
preneoplasica/neoplasicas se considera convencional por aquellos expertos en la técnica. Sin embargo,
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es nueva la aplicacion de tales métodos para medir cambios cuantitativamente seriales en niveles ras
en fluidos corporales, particularmente al circular niveles ras, para detectar o monitorear una
enfermedad preneoplasica/neoplasica, en donde dicha enfermedad se asocia con una ruta ras activada.

Muestras Seriales de Fluidos Corporales

[0037] En una realizacion preferida de la invencion, se cuantifica la proteina ras p21 total en
muestras de fluido corporal humanas retiradas en serie durante el tiempo. Tales muestras de fluido
corporal pueden ser muestras de sangre, suero, plasma, orina, saliva, semen, exudado de mama, fluido
cerebroespinal, lagrimas, esputo, mocos, plasma, citosoles, ascitis, efusiones pleurales, fluido
amnidtico, lavados de vejiga y lavados bronquioalveolares, entre otras muestras de fluido corporal.
Los fluidos corporales preferidos, por ejemplo, incluyen muestras de suero, o plasma tratadas con
heparina, citrato o EDTA, entre otras muestras de fluido corporal, y pueden ser frescas o congeladas.
Tales especimenes de fluido corporal pueden ser tomados del pretratamiento, durante el tratamiento, o
post-tratamiento, 0 se pueden tomar de un paciente quien no ha respondido a la terapia. Como se
utiliza aqui, "cambios seriales durante el tiempo" o "muestras seriales" denota prueba secuencial de las
muestras tomadas durante los periodos de tiempo que se puede considerar relevante para el sujeto, que
depende del contexto y las circunstancias. Por ejemplo, para deteccidn de pacientes con cancer, las
muestras seriales se pueden retirar luego de una visita inicial del paciente, después de diagndstico,
precirugia y/o postcirugia; mientras que para la deteccion de la poblacién para una enfermedad
preneoplasica, las muestras seriales se pueden retirar anualmente.

Inmunoensayos

[0038] Un inmunoensayo preferido y de ejemplo de acuerdo con los métodos de la invencion
es un ELISA intercalado descrito adelante en la seccion de Materiales y Métodos, y se utiliza para
obtener los datos mediante los ejemplos 1 a 8. Se puede apreciar que los métodos alternos, en adicion
a aquellos descritos aqui, se pueden utilizar para cuantificar la proteina ras p21 total en fluidos
corporales humanos. Se pueden utilizar otros ensayos intercalados preferidos con otros medios de
visualizacion, tal como marcas luminescentes. Otras marcas se detallan adelante bajo las etiquetas
marcadas en la subseccion.

[0039] Se pueden adaptar muchos formatos para uso con los métodos de la presente
invencion. Se puede desarrollar deteccion y cuantificacion de la proteina ras p21 total en los fluidos
corporales humanos, por ejemplo, mediante ensayos inmunoabsorbentes ligados por enzimas,
radioinmunoensayos, ensayos intercalados de anticuerpo, ensayos de aglutinacién, inmunoensayos
fluorescentes, microscopia de deteccidn e inmunoelectron utilizando inmuno-oro, entre otros ensayos
conocidos cominmente en la técnica. La cuantificacion de la proteina ras p21 total en tales ensayos se
puede adaptar mediante métodos convencionales conocidos en la técnica. En realizaciones preferidas,
los cambios seriales en circular los niveles de proteina ras p21 totales, o tales niveles en otros fluidos
corporales, se detectan y cuantifican mediante un ensayo de intercalado en el que el anticuerpo de
captura se ha inmovilizado, utilizando técnicas convencionales, en la superficie del soporte.

[0040] Los soportes adecuados utilizados en los ensayos incluyen entre otros soportes,
soportes de polimero sintéticos, tal como polipropileno, poliestireno, poliestireno sustituido,
poliacrilamidas (tal como poliamidas y polivinilcloruro), glébulos de cristal, agarosa, y nitrocelulosea,
entre otros soportes.

Inmunoensayo de Ejemplo

[0041] Un inmunoensayo intercalado ELISA preferido y de ejemplo se describe en la seccién
de Materiales y Métodos y en los Ejemplos 1-8. El ELISA de ejemplo utiliza Mab Ras 17 como el
anticuerpo de captura y Mab 10.2 biotinilado (producido por un subclon del hibridoma Ras 10) como
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el anticuerpo detector. EI Mab Ras 17 de captura se inmoviliza en pozos de placa de microtitulo;
muestras de suero/plasma humano diluidas o estandares ras p21 (proteina H-ras tipo intacto
recombinante) se incuban durante tres horas a 37°C en los pozos para permitir la unién de antigeno ras
p21 total mediante Mab 17. Después del lavado de los pozos, el antigeno ras p21 inmovilizado se
expone a un anticuerpo detector biotinilado Mab Ras 10.2 durante 30 minutos a temperatura ambiente
(20-27°C), después de que se lavan de nuevo los pozos. Luego se agrega un conjugado de peroxidasa
de rabano estreptavidina (30 minutos a temperatura ambiente). Después de un lavado final, se agrega
el Sustrato Azul TMB a los pozos (y se incuba durante 30 minutos a temperatura ambiente) para
detectar actividad de peroxidasa vinculada. La reaccién se detiene mediante la adicién de 2.5N de
acido sulfdrico, y se mide la absorbancia a 450 nm. Correlacionar los valores de absorbancia de las
muestras con los estandares ras permite la determinacién de un valor cuantitativo de ras p21 total en
pg/ml de suero o plasma.

Ensayos de Combinacién: Niveles Ras y Otras Proteinas

[0042] Se puede apreciar que otras proteinas, tal como inhibidores, oncoproteinas, receptores
del factor de crecimiento, factores angiogénicos, proteinas de metastasis, marcadores de tumor, y
supresores de tumor, particularmente aquellos asociados con la ruta ras, pueden ser adecuadas para
deteccion y cuantificacién junto con ras p21, dependiendo de la enfermedad preneoplasica/neoplasica
del sujeto. Otras proteinas preferidas y de ejemplo adecuadas para prueba junto con ras p21 incluyen
inhibidor de tejido de metaloproteinasa- 1 (TIMP-1), HER-2/neu, receptor de factor de crecimiento
epidérmico (EGFR), receptor del factor de crecimiento derivado de plagueta (PDGFR), factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF), activador de plasmindgeno del tipo uroquinasa (uPA),
antigeno carcinoembriogénico (CEA), y p53. Se conocen ensayos para detectar otras proteinas
preferidas adecuadas para los métodos de la invencién por un experto en la técnica. Por ejemplo, los
inmunoensayos para la cuantificacion de HER-2/neu y TIMP-1 en fluidos corporales humanos estan
disponibles comercialmente, tal como el ELISA TIMP-1 Oncogene Science [Oncogene Science,
Cambridge, MA (USA), www.oncogene.com], que puede determinar los valores ng/ml de los niveles
TIMP-1 en suero o plasma humano. Como se describe en el Ejemplo 8, las muestras de suero de
cancer colorectal seriales y las muestras de suero normal se evalUan para los niveles ras p21 total y
TIMP-1.

Prondstico

[0043] Monitorear los niveles de ras p2l y/o otras proteinas puede ser indicador de los
resultados clinicos para enfermedades preneoplasicas/neoplasicas. Un método preferido para evaluar
un resultado clinico es uno basado en la velocidad de respuesta (RR), beneficio clinico [incluyendo
respuesta completa (CR), respuesta parcial (PR), y enfermedad estable (SD)], progresion en el tiempo
(TTP), y muerte con el tiempo (TTD). Se conocen en la técnica y se pueden utilizar otros métodos
para evaluar el pronéstico.

Anticuerpos

[0044] Los anticuerpos utilizados en el inmunoensayo de la invencién son los anticuerpos
Ras 17 y Ras 10, o anticuerpos producidos por subclones de los hibridomas Ras 17 y Ras 10 (tal como
el Ras 10.2 Mab de un subclon del hibridoma Ras 10 padre), cuando ellos exhiben la actividad
biolégica deseada.

[0045] Los "fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcién de un anticuerpo de longitud
completa, generalmente la unién a antigeno o su dominio variable. Ejemplos de fragmentos de
anticuerpo incluyen fragmentos Fab, Fab’, F(@b}) Fv, dianticuerpos, anticuerpos lineales, y
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moléculas de anticuerpo de cadena Unica, asi como también anticuerpos multiespecificos, que
incluyen anticuerpos biespecificos, formados de fragmentos de anticuerpo.

[0046] EI término "anticuerpo monoclonal" como se utiliza aqui se refiere a un anticuerpo
obtenido de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos
individuales que comprenden la poblacion son idénticos excepto para mutaciones posiblemente de
ocurrencia natural que pueden estar presentes en cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales
gue son altamente especificos, se dirigen contra un Unico sitio antigénico. Adicionalmente, en
contraste a preparaciones de anticuerpo convencionales (policlonal) que incluyen tipicamente
diferentes anticuerpos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo
monoclonal se dirige contra un Unico determinante en el antigeno. El modificador "monoclonal”
indica el caracter del anticuerpo cuando se obtiene de una poblacion sustancialmente homogénea de
anticuerpos, y no se construye cuando se requiere la produccion del anticuerpo mediante cualquier
método particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales a ser utilizados de acuerdo con la
presente invencion se pueden hacer mediante el método de hibridoma descrito primero por Kohler et
al., Nature 256:495 (1975), o se puede hacer mediante métodos de ADN recombinantes (ver, por
ejemplo, Pat. Estadounidense No. 4,816,567). Los "anticuerpos monoclonales" también se pueden
aislar de las colecciones de anticuerpo de fago utilizando las técnicas descritas en Clackson et al.,
Nature. 352: 624-628 (1991) y Marks et al., J. Mol. Biol., 222: 581-597 (1991), por ejemplo.

[0047] Los anticuerpos monoclonales especificamente incluyen aqui anticuerpos
"quiméricos" (inmunoglobulinas) en las que una porcién de la cadena pesada y/o liviana es idéntica
con o homologa a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de una especie
particular o pertenece a una clase o subclase de anticuerpo particular, mientras que el resto de la
cadena es idéntica con u homdloga a las secuencias correspondientes en los anticuerpos derivados de
otras especies 0 que pertenecen a otra clase o subclase de anticuerpo, asi como también fragmentos de
tales anticuerpos, cuando ellos exhiben la actividad biolégica deseada [Pat. Estadounidense No.
4,816,567; y Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 81: 6851-6855 (1984)].

[0048] Formas "humanizadas" de anticuerpos no humanos (por ejemplo, murino) son
anticuerpos quimeéricos que contienen la secuencia minima derivada de inmunoglobulina no humana.
Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo
receptor) en las que los residuos de la regién hipervariable del receptor se reemplasan por los residuos
de la regién hipervariable de especies no humanas (anticuerpo donante) tal como ratén, rata, conejo o
primate no humano que tiene la especificidad, afinidad y capacidad deseada. En algunos casos, los
residuos de regién de estructura (FR) de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los residuos
no humanos correspondientes. Adicionalmente, los anticuerpos humanizados pueden comprender
residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el anticuerpo donante. Se hacen tales
modificaciones para refinar adicionalmente el desarrollo del anticuerpo. En general, el anticuerpo
humanizado comprendera sustancialmente todo de por lo menos uno, y tipicamente dos, dominios
variables, en los que todas o sustancialmente todas las regiones hipervariables corresponden a aquellas
de inmunoglobulina no humana y todos o sustancialmente todos los FR son aquellos de una secuencia
de inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado también comprendera opcionalmente por lo
menos una porcion de una regidn constante de inmunoglobulina (Fc), tipicamente que de una
inmunoglobulina humana. Para detalles adicionales, ver Jones et al., Nature. 321:522-525 (1986);
Reichmann et al., Nature, 332: 323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol., 2: 593-596 (1992).

[0049] Los fragmentos de anticuerpo "Fv de cadena Unica" o "sFv" comprenden los dominios
de anticuerpo VH y VL, en donde estan presentes estos dominios en una cadena Unica de polipéptido.



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 349 660 T3

14

Generalmente, el polipéptido Fv comprende adicionalmente un ligador de polipéptido entre los
dominios VH y VL que permiten el sFv para formar la estructura deseada para la unién de antigeno.
Para una revisién de sFv ver Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol. 113,
Rosenburg and Moore eds. Springer- Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

[0050] El término "dianticuerpos” se refiere a fragmentos de anticuerpo pequefios con dos
sitios de unién a antigeno, cuyos fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH)
conectado a un dominio variable de cadena liviana (VL) en la misma cadena de polipéptido (VH-VL).
Al utilizar un ligador que tan corto para permitir la formacion de pares entre los dos dominios en la
misma cadena, los dominios son forzados a formar pares con los dominios de complementariedad de
otra cadena y crean dos sitios de unién a antigeno. Se describen dianticuerpos mas completamente en,
por ejemplo, EP 404,097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 90: 6444
6448 (1993).

[0051] La expresién "anticuerpos lineales" se refiere a los anticuerpos descritos en Zapata et
al., Protein Eng., 8(10): 1057-1062 (1995). En resumen, tales anticuerpos comprenden un par de
segmentos Fd tandem (VH-CH1-VH-CH1) que forman un par de regiones de unién a antigeno. Los
anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

[0052] Los anticuerpos monoclonales representativos Utiles de acuerdo con esta invencion
incluyen Mabs Ras 17 y Ras 10 descrito en las patentes de Carney et al. Mas tempranas [Pat.
Estadounidense No. 5,081,230; Pat. Estadounidense No 5,443,956; Pat. Estadounidense
No0.6,200,764]. Los anticuerpos monoclonales Utiles de acuerdo con esta invencién sirven para
identificar proteinas ras p21 total en varias pruebas de prondstico de laboratorio, por ejemplo, en
muestras clinicas.

[0053] Los textos en general describen técnicas biol6gicas moleculares adicionales Utiles
aqui, que incluyen la preparacion de anticuerpos incluyendo Berger and Kimmel, Guide to Molecular
Cloning Techniques, Methods in Enzymology, Vol. 152, Academic Press, Inc., Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, (Segunda edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press;
Cold Spring Harbor, N.Y.; 1989) Vol. 1-3; Current Protocols in Molecular Biology, F. M. Ausabel et
al. [Eds.], Current Protocols, a joint venture between Green Publishing Associates, Inc. y John Wiley
& Sons, Inc. (complementado en 2000), Harlow et al., Monoclonal Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988), Paul [Ed.]; Fundamental Immunology, Lippincott
Williams & Wilkins (1998), y Harlow et al., Using Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory Press (1998).

Marcas

[0054] Los anticuerpos Utiles de acuerdo con esta invencién para identificar proteinas ras p21
totales se pueden marcar en cualquier forma convencional. Una marxa preferida, de acuerdo con esta
invencion es peroxidasa de rabano, y un método preferido de marcar los anticuerpos es al utilizar
complejos de biotina-estreptavidina.

[0055] Segun sea apropiado, los anticuerpos utilizados en los inmunoensayos de esta
invencion que se utilizan como trazadores se pueden marcar en cualquier forma, directamente o
indirectamente, que resulta en una sefial que es visible o se puede hacer visible. Las sustancias de
marcador detectables incluyen radionuclidos, tal como 3H, 125I, y 131I; fluorescentes, tal como,
isotiocinanato fluoresceina y otros fluorocromos, ficobiliproteinas, dicoeritina, quelatos de tierras
raras, rojo Texas, dansil y rodamina; reactivos colorimétricos (cromdgenos); materiales opacos de
electrén, tal como dorado coloidal; bioluminiscentes; quimioluminiscentes; tintes; enzimas, tal como,
peroxidasa de rabano, fosfatasas alcalinas, oxidasa glucosa, deshidrogenasa de glucosa-6-fosfato,
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acetilcolinesterasa, alfa -, beta-galactosidasa, entre otros; coenzimas; sustratos de enzima; cofactores
de enzima; inhibidores de enzima; subunidades de enzima; iones de metal; radicales libres; o cualquier
otra sustancia inerte o inmunoldgicamente activa que proporciona un medio para detectar o medir la
presencia o la cantidad de inmunocomplejo formado. Ejemplos de combinaciones de sustrato de
enzima son peroxidasa de rabano y benzidina tetrametilo (TMB), y fosfatasas alcalinas y fosfato
paranitrofenilo (pNPP).

[0056] Otros sistemas de cuantificacion, deteccién o deteccion preferida de acuerdo con esta
invencion producen sefiales luminescentes, bioluminiscentes (BL) o quimioluminiscentes (CL). En
ensayos quimioluminiscentes (CL) o bioluminiscentes (BL), se mide la intensidad o la emisién de luz
total y se relaciona con la concentracion del analito desconocido. Se puede medir la luz
cuantitativamente utilizando un luminémetro (tubo fotomultiplicador como el detector) o dispositivo
acoplado a carga, o cuantitativamente por medio de pelicula de rayos X o fotografica. Las ventajas
principales de utilizar tales ensayos son su simplicidad y sensibilidad analitica, permitiendo la
deteccion y/o cuantificacion de cantidades muy pequefias de analito.

[0057] Las marcas luminescentes de ejemplo son ésteres acridinio, carboxamidas sulfonil
acridinio, luminol, umbeliferona, derivados isoluminol, fotoproteinas, tal como aecuorin, y luciferasas
de luciérnagas, bacterias marinas, Vargulla y Renilla. Se puede utilizar luminol opcionalmente con
una molécula mejoradora, preferiblemente seleccionada del grupo que consiste de acido 4-yodofenol o
4-hidroxi-cinamico. Los ésteres acridinio son de uno de los tipos preferidos de las marcas CL de
acuerdo con esta invencion. Tipicamente, se genera una sefial CL mediante tratamiento con un
oxidante bajo condiciones basicas.

[0058] También los sistemas de deteccion luminescentes preferidos son aquellos en donde se
produce la sefial (marcador detectable) por una reaccidon enzimatica luego de un sustrato. Los
esquemas de deteccion CL y BL se han desarrollado para evaluar fosfatasas alcalinas (AP), oxidasa de
glucosa, deshidrogenada de 6-fosfato glucosa, peroxidasa de rdbano (HRP), y marcas de xantina
oxidasa, entre otros. El AP y HRP son dos marcas de enzima preferidas que se pueden cuantificar
mediante un rango de reacciones CL y BL. Por ejemplo, el AP se puede utilizar con un sustrato, tal
como un sustrato aril fosfato 1,2-dioxetano adamantilo (por ejemplo AMPPD o CSPD; [Kricka, L.J.,
"Chemiluminescence and Bioluminescence, Analysis by," at p. 167, Molecular Biology y
Biotechnology: A Comprehensive Desk Reference (ed. R.A. Meyers) (VCH Publishers; N.Y., N.Y.;
1995)]; preferiblemente una sal disodio de 4-metoxi-4-(3-fosfatefenil) spiro [1,2-dioxetano-3,2’
adamantano], con o sin una molécula mejoradora, preferiblemente, bicloruro de 1-(trioctilfosfonio
metil)-4- (tributilfosfonio metil) benceno. El HRP se utiliza preferiblemente con sustratos, tal como,
2',3',6'- trifluorofenil 3-metoxi-10-metilacridan- 9-carboxilato.

[0059] Las reacciones CL y BL se pueden adaptar para analisis no solo de enzimas, sino
también de otros sustratos, cofactores, inhibidores, iones de metal y similares. Por ejemplo, luminol,
luciferasa de luciérnaga, y reacciones de luciferasa bacteriana marina son reacciones indicadoras para
la produccién o consumo de peréxido, ATP, y NADPH, respectivamente. Ellos se pueden acoplar con
otras reacciones que involucran oxidasas, quinasas, y deshidrogenasas, y se pueden utilizar para medir
cualquier componente de la reaccién acoplada (enzima, sustrato, cofactor).

[0060] EI marcador detectable se puede unir directamente o indirectamente a un anticuerpo
utilizado en un ensayo de esta invencién. Ejemplos de un ligado indirecto de la marca detectable es el
uso de un par de union entre un anticuerpo y un marcador o el uso de un sistema de amplificacién de
sefial.
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[0061] Ejemplos de pares de union que se pueden utilizar para los ligar los ensayos de
anticuerpo de esta invencion para marcadores detectables son biotina/avidina, estreptavidina, o anti
biotina; avidina/anti-avidina; tiroxina/globulina unida a tiroxina; antigeno/anticuerpo; anticuerpo/ anti
anticuerpo; carbohidrato/lectinas; hapteno/anti-anticuerpo hapteno; tintes y moléculas hidréfobas
/sitios de unién de proteina hidréfoba; inhibidor de enzima, coenzima o cofactor/enzima; secuencia de
acido polinucleico/acido polinucleico homoélogo; fluoresceina/anti- fluoresceina; dinitroferol/anti
dinitrofenol; vitamina B12/ factor intrinseco; cortisona, cortisol/ proteina de unién a cortisol; y
ligandos para proteina receptora especifica/proteinas de receptor especifico asociadas a membrana.
Los pares de union preferidos de acuerdo con esta invencidn son biotina/avidina o estreptavidina, mas
preferiblemente biotina/estreptavidina.

[0062] Se conocen en la técnica varios medios para marcas de ligado directamente o
indirectamente a anticuerpos. Por ejemplo, las marcas se pueden unir covalentemente o no
covalentemente. Se describe métodos de conjugacion de anticuerpo en: Avarmeas et al., Scan. J.
Immunol., 8 (Suppl. 7): 7 (1978); Bayer et al., Meth. Enzymol., 62: 308 (1979); Chandler et al., J.
Immunol. Meth., 53: 187 (1982); Ekeke and Abuknesha, J. Steroid Biochem., 11: 1579 (1979);
Engvall y Perlmann, J. Immunol., 109: 129 (1972); Geoghegan et al., Immunol. Comm., 7: 1 (1978); y
Wilson and Nakane, Immunofluorescence and Related Techniques, p. 215 [Elsevier/North Holland
Biomedical Press; Amsterdam (1978)].

[0063] Dependiendo de la naturaleza de la marca, se pueden emplear varias técnicas para
detectar y cuantificar la marca. Para fluorescentes, estan disponibles una gran cantidad de
fluorébmetros. Para quimioluminiscentes, estan disponibles luminémetros o peliculas. Con enzimas, un
producto fluorescente, quimioluminiscente, o de color se puede determinar o medir
fluorométricamente, luminométricamente,e spectrofotométricamente o visualmente.

[0064] Varios tipos de compuestos quimioluminiscentes que tienen un tipo acridinio,
benzacridinio, o acridano de sistemas de anillo heterociclicos son marcas preferidas. Los ésteres
acridinio y benzacridinio son actualmente los compuestos quimioluminiscentes mas preferidos, con
ésteres acridio preferidos que incluyen aquellos compuestos que tienen anillos heterociclicos o
sistemas de anillo que contienen el heteroatomo en un estado de oxidacion positivo que incluye tales
sistemas de anillo como acridinio, benz [a]acridinio, benz[b]acridinio, benz[c]acridinio, un cation
benzimidazol, quinolinio, isoquinolinio, quinolizinio, un quinolinio sustituido ciclico, fenantridinio, y
quinoxalinio, como se conocen bien en la técnica.

[0065] EI trazador se puede prepara al adherir al anticuerpo seleccionado directamente o
indirectamente un grupo funcional reactivo presente en el éster acridinio o benzacridinio, como se
conoce bien por aquellos expertos en la técnica, por ejemplo Weeks et al., Clinical Chemistry, 29(8),
1474-1479, (1983). Particularmente los compuestos preferidos son ésteres acridinio y benzacridinio
con un grupo saliente de anillo arilo y el grupo funcional reactivo presente en la posicion para o la
posicion meta del anillo arilo. Ver, Patente Estadounidense No. 4,745,181 y WO 94/21823.]

Terapias Dirigidas a Ras

[0066] Como se utiliza aqui, "terapias dirigidas a ras" incluyen cualesquier terapias que se
objetivan a la ruta ras, que incluyen la inhibicion de la expresion de la proteina ras (por ejemplo,
oligonucleétidos anticodificantes), prevencién de localizacion de membrana esencial para la
activacion RAS (inhibidores de farnesilacion ras), o inhibicién de efectores en direccion 3’ de ras (por
ejemplo, quinasas serina/treonina Raf). Las terapias dirigidas a ras preferidas incluyen inhibidores
farnesiltransferasa (FTI), inhibidores tirosina quinasa, o ureas bis-arilo. Los FTI de ejemplo son BMS
214662 [un no peptidomimético que contiene imidazol FTI; Cortes et al., J. Clin. Oncol. 23 (12):
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2805-2812 (Abril 20, 2005); Bristol-Myers Squibb, Princeton, NJ (USA)], FTI-2153 y FTI-277 [EMD

Biosciences, www.emdbiosciences.com (Cat. No. 3444555); Lerner et al. (1995); Sun et al., Cancer
Res., 59: 4919-4926 (1999)], R115777 [metilquinolone; Janssen Research Foundation, Titusville, NJ
(USA)], y Sch66336 [Sarasar® o Lonafarnib ®; un benzocicloheptapiridil FTI; Taveras et al., Curr.
Topics Med. Chem., 3(10): 1103-1114 (Junio 2003); Schering Plough, Kenilworth, NJ (USA)].

[0067] Un inhibidor tirosina quinasa de ejemplo es AZD3049 [inhibidor prenil transferasa;
AstraZeneca, www.astrazeneca. com]. Un inhibidor anticodificante de ejemplo de ras es ISIS 2503
[ISIS Pharmaceuticals, Inc., Carlsbhad, CA (USA)]. [Ver también, por ejemplo,
hftp://www.webtie.org/sots/html/LungAgents.htm, para otras terapias dirigidas a ras objetivadas a ras
o0 en efectores relevantes en direccion 3’ de ras.]

[0068] Una terapia dirigida a ras preferida de acuerdo con la invencion es la bis-aril urea
sorafenib (BAY 43-9006) [Onyx Pharmaceuticals, Richmond, CA (USA), y Bayer Corporation, West
Haven, CT (USA); Lyons et al., Endocrine-Related Cancer, 8:219-225 (2001) y Wilhelm et al.
(2004)], una molécula pequefia que inhibe la enzima quinasa raf. El Sorafenib objetiva la quinasa
RAF/MEK/ERK [MEK: MAP/ERK; ERK: quinasa relacionada con la sefial extracelular] ruta de
sefializacion para inhibir la proliferacién celular, y la ruta de sefializacion VEGFR-2/PP @&if-
inhibir la angiogenia de tumor. El Sorafenib entonces seria una terapia anticancer particularmente
preferida para un paciente que se encuentra que tiene una ruta ras activada y una ruta de sefializacion
VEGFR-2/PDGFRB activada.

EJEMPLOS

[0069] Los siguientes ejemplos son solo para propdsitos de ilustracion y no significa que
limiten la invencion en ninguna forma.

Materiales y Métodos

ELISA de Microtitulo Intercalado de Fase Sélida para Suero y Plasma Humano

Preparacioén de la Muestra

[0070] Las muestras adecuadas para analisis por el ELISA ras p21 incluyen plasma humano
tratado con heparina, citrato, o0 EDTA, y suero humano. Debido a posibles factores que interfieren, se
debe tener especial cuidado en la preparacion y evaluacion del suero y plasma humano. Cualquier
material floculante se debe remover de las muestras mediante microcentrifugacion antes de dilucion.
La concentracion inicial del espécimen de suero o plasma a ser examinado no debe exceder una
concentracién de 50% (una dilucion 1:2 del espécimen en el diluyente de muestra). Por ejemplo, se
puede diluir 0.150 ml de la muestra en 0.150 ml de diluyente de muestra, y se agrega 100 pl a los
pozos de microplaca.

Procedimiento de Ensayo de Ejemplo

[0071] Los Mabs Ras 17 purificados [secretados del hibridoma Ras 17 depositado en el
ATCC bajo HB 10054] se diluyen en 1 pg/ml en amortiguador de recubrimiento (0.03 M carbonato de
sodio anhidro y 0.07 M de bicarbonato de sodio, pH 9.6) y se adsorben en los pozos (a 100 ul por
pozo) de microplacas de 96 pozos [Nunc MaxiSorp™ F8 Immuno Module, Part#1001; Nalge Nunc
International Corp., Naperville, IL (USA)]. Se lleva a cabo adsorcion durante la noche (por lo menos
12 horas) a temperatura ambiente (20°-27°C). Al final del periodo de incubacion, se agrega solucion
de bloqueo a los pozos (0.002M fosfato de sodio monobdsico, 0.008M heptahidrato de fosfato de
sodio dibasico, 0.15M cloruro de sodio, 0.29M beta D-lactosa y 2% grado de reactivo BSA; pH 7.45)
y se aspira utilizando un Recubrimiento de Microplaca Oyster Bay (Modelo MPCS-3) [Oyster Bay
Pump Works, Hicksville, N.Y. (USA)]. Las microplacas recubiertas se secan utilizando un Secador-
Congelador LyoStar® [FTS Systems, Stone Ridge, N.Y. (USA)] a 22°C y se almacenan a 2-8°C.
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[0072] Las muestras de suero humano y los estandares ras p21 [Invitrogen Corporation,
Catalogo # P2138; Carlsbad, CA (USA)] se diluyen serialmente con diluyente de muestra [4% BSA
Proteasa Libre (Producto Serolégico #82-045; www.serologicals.com), 10 pug/ml de IgG de Ratdn
Purificado (Scantibody Laboratories Product #3BM222; Santel, CA, USA) y 0.09% azida de sodio].
Se pueden utilizar muestras de plasma tratadas con heparina, citrato o EDTA en lugar de suero. Luego
se agregan muestras diluidas a los pozos de microplaca (100 ul por pozo) y las placas selladas
incubadas durante 3 horas a 37°C. Cada pozo se lava seis veces con 300 pL por pozo de placa lavada,
pH 7.4 [0.137M cloruro de sodio, 2.7 mM cloruro de potasio, 1.45 mM fosfato de potasio
monobasico, 0.08 M heptahidrato de fosfato de sodio dibasico, y 0.05% Tween 20]. A cada pozo
luego se agrega 100 pl de Mabs Ras 10.2 biotiniliados [cuyo hibridoma Ras 10 padre esta en un
deposito en el ATCC bajo HB 9426] diluido en el diluyente detector [0.4% caseina, 1.7 mM fosfato de
sodio monobasico, 8.1 mM heptahidrato de fosfato de sodio dibasico, 0.15M cloruro de sodio, y 0.1 %
azida de sodio, pH 7.15 _0.1] (concentraciéon final Mab 0.5-3.5 pg/ml; concentracién 6ptima
determinada mediante la titulacion y la prueba funcional del detector Mab).

[0073] Las placas se incuban durante 30 minutos a temperatura ambiente. Cada pozo se lava
seis veces como anteriormente, y se agrega a cada pozo 100 pl de estreptavidina-HRP [Zymed
Laboratories, Inc., Catalogo # 43-8323; www.zymed.com] diluido con 1 pg/mL o menos en diluyente
conjugado [1.7 mM fosfato de sodio monobasico, 8.1 mM heptahidrato de fosfato de sodio dibasico,
0.145M cloruro de sodio, 0.1% 2-cloroacetamida, 1% BSA Proteasa Libre, y 0.05% Tween 20; pH
7.3]. Las placas se incuban a temperatura ambiente durante 30 minutos. Cada pozo se lava de nuevo
seis veces como anteriormente, y se agrega 100 pl de una solucién de sustrato que produce color
[Sustrato Azul TMB, DakoCytomation, Catalogo # S1601; www.dakocytomation. com] a cada pozo
para detectar actividad peroxidasa vinculada. Las placas se incuban 30 minutos a temperatura
ambiente, y la reaccidon se detiene mediante la adicion de 100 pl de 2.5N &cido sulfdrico. La
absorbancia se mide en 450 nm utilizando un lector de placa espectrofotométrica de Molecular
Devices (Modelo #Vmax; www.moleculardevices.com) y se analiza utilizando un programa de
software Softmax Pro™ (Molecular Devices Corporation; www.moleculardevices.com).

Muestras de Suero y Plasma Humano

[0074] Se obtienen muestras de plasma y suero congeladas de pacientes humanos con cancer
y normales de Bioclinical Partners, Inc. [Franklin, MA (USA); ahora Zeptometrix
(www.zeptometrix.com)].

Ejemplo 1

Curva Estandar Ras

[0075] Se hacen andlisis cuantitativos al construir una curva estandar utilizando ras p21 Ha
[ras p 21 tipo intacto recombinante de Invitrogen Corporation, Catalogo # P2138]. La Figura 1
presenta la curva estandar que se construye al hacer reaccionar varias concentraciones de la proteina
Ha-ras p21 con anticuerpo Ras 17 monoclonal reactivo anti-p21 pan inmovilizado y se detecta la
proteina ras p21 capturada utilizando anti-anticuerpo Ras 10.2 monoclonal p21 total biotinilado. El
procedimiento de inmunoensayo es como se describié anteriormente en Materiales y Métodos.

Ejemplo 2

Suero humano Normal

[0076] Se recubren pozos de microplaca con anticuerpo de captura anti-ras p21 (Mab Ras
17), como se describié anteriormente. Un total de 82 sueros humanos normales (42 femeninos, 40
masculinos; obtenidos de Bioclinical Partners, Inc.) se prueban individualmente en las microplacas
recubiertas mediante ELISA, y ras p21 presente en el suero se detecta utilizando anticuerpo Ras 10.2
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monoclonal biotinilado. El indice de absorbancia a 450 nm se utiliza para determinar el nivel de ras
p21 total en muestras de suero. Los resultados muestran que, en general, se encuentran niveles
mayores de proteina ras p21 totales en mujeres normales que en hombres normales (promedio de
122.4pg/ml en mujeres vs. 33.1 pg/ml en homhres)

Tabla 1: Muestras de Suero de Punto Unico de Humanos Nermale

Mujeres Normales Hombres Normales
Muestras de Suero Muestras de Suero
Muestra Ras p21 {pg/mL) Muestra Ras p21 (pgfmL)

3666 204.4 3552 54.3
3668 148.4 3553 54.5
3669 119.7 3554 73.8
3670 137.5 3555 40.6
3671 235.6 3556 36.2
3672 134.8 3557 46.3
3673 223.0 3558 41.9
3674 146.8 3559 3ar.o
3675 916 3560 22
3676 75.2 3561 7.0
3677 100.7 3562 5.0
3678 3ar.e 3563 5.6
3679 908.7 3564 0.8
3680 303.8 3565 1.5
Jea1 136.5 3566 5.4
3682 76.1 3567 20
3683 64.6 3568 4.6
3684 806 3569 6.4
3685 168.1 3570 4.0
3686 85.9 3571 10.2
3687 120.2 3572 1.1
3688 138.9 3573 98.8
3689 127.0 3574 37
3680 57.6 3575 4.8
3681 68.0 3576 358
3682 49.4 3577 ar.e
3693 183.1 3578 5.4
3694 50.1 3579 10.8
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Mujeres Normales Hombres Normales
Muestras de Suero Muestras de Suero
Muestra Ras p21 (pg/mL) Muestra Ras p21 (pg/mL)

3685 625 3580 5.0
3606 49.2 3581 5.1
3687 48.6 3582 47
3688 58.1 3583 356
3699 68.8 3584 4.4
3700 63.6 3585 8.9
3T 395.1 3586 10.6
3702 49.7 3587 16.5
3703 476 3588 6.6
3704 60.8 3589 19.3
3705 56.4 3580 453.1
3706 62.8 3501 150.5
3vor 228.0

Tabla 1 Resumen

Niveles RAS en Suero Humano Normal {(pg/ml)
Género | N Rango | Media | Media+ 2DE (95%Cae debajo:

Masculino| 40 ND - 453.1 aa1 182.5 101.4
Femenino | 41 ND-3951 | 1224 289.7 3038
Ejemplo3
5 Plasma vs. Suer

[0077] Se evallan dieciséis coincidencias de muestras de plasma y suero humano normales
para niveles de proteina de ras p21 totales mediante ELISA, como se describié anteriormente en
Materiales y Métodos. Niveles de plasma promediados aproximadamente 24% mayores que los
niveles de suero, como se demuestra en la Tabla 2 adelante.

10 Tabla 2

Coincidencia Suero/Plasma Humano Normal (pg/ml)

Muestra# Plasma Suero  |% de Diferencial
1602 166.659 | 146.964 11.8
1603 131.963 | 121.974 7.6
1604 111.289 87.124 217
1605 116.629 87.124 25.3
1606 171.328 | 102.388 40.2
1607 167.74 102.398 39.0
1608 178.863 | 106.667 40.4
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Coincidencia Suero/Plasma Humano Normal (pg/ml)
Muestra# | Plasma Suero  |% de Diferencial

1600 477.054 | 147.325 69.2
1610 147.328 140.53 4.6
1611 149.834 85.351 43.0
1612 154.124 | 127.678 17.2
1613 73.658 79.324 -T.7
1614 116.634 | 110.937 4.9
1615 125.182 | 117.3M1 6.3
4029 256.486 | 160.924 373
4031 132.319 98.486 256
Mean 167.37 113.91 24.14

sD 91.9 25.0 19.8

Ejemplo 4

Caracteristicas del Ensayo

[0078] La sensibilidad, especificidad, precisién y paralelismo del ensayo ELISA para ras p21
total en suero o plasma se caracteriza (en todos los casos, utilizando Mab Ras 17 como el anticuerpo
de captura 'y Mab Ras 10.2 como el anticuerpo detector).

1. Sensibilidad Analitica

[0079] Se determina una concentracion detectable minima del analito mediante la medicion
repetida de una muestra de dosis cero (Nivel Estandar 1) y el calculo de desviaciones estandar media
+ 2. El ensayo ELISA ras detectara 4.6 picogramas/ml de proteina ras p21 total.

2. Especificidad

[0080] Reactividad cruzada: el Rab 3A, Rac-1, y Ran son otros miembros de la familia de
proteina G. Se expone el ELISA RAS p21 de Oncogene Science con altos niveles de cada analito.
Solo el Rab-3A muestra alguna reactividad cruzada en un minimo de 1.22%.

3. Precision

[0081] Precision Interensayo: La reproducibilidad de la prueba ELISA para determinar la
proteina ras p2l total en muestras humanas se confirma al repetir la prueba del mismo suero en
diferentes ocasiones (Tabla 3). El plasma y suero humano normal se afiaden con ras p21 tipo intacto
recombinante [Invitrogen] en tres diferentes concentraciones y se prueba en 8 ensayos con 8
replicados por punto de prueba. La variabilidad entre el ensayo es menos de o igual a 10.0%.

Tabla 3
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Precision Interensayo
Alto Medio Bajo
n 64 64 64
Suero Medio (pg/ml) 4729 | 320.0 118.7
Plasma Medio (pg/ml} 3713 | 167.8 715
Suero de Interensayo? Cv | 7.1 8.6 10.0
n 64 64 64
Plasmade Interensayo® CV| 8.7 7.5 8.0

[0082] Precision Interensayo: El suero y plasma humano normal se afiaden con proteina ras
p21 en tres diferentes concentraciones y se prueba en 8 ensayos con 8 replicados por punto de prueba.

La variabilidad intraensayo medio es menor de 7% (Tabla 4).

Precision Interensayo
Alto | Medio | Bajo
n 64 64 64
Suero Medie (pg/mi) 4729 | 3200 115.7
Plasma Medio (pg/ml) 3’3 (1678 |5
Suero de Interensayo% Cv | 5.8 | 6.6 6.9
Plasma de Interensayo% c\{ 6.5 | 6.0 6.6

4. Paralelismo

[0083] Se diluyen inicialmente muestras de suero y plasma afadidas 1:2, se hacen diluciones
de 2 veces posteriores, y se prueban todas las diluciones en el ELISA ras p21. Se calculan
recuperaciones (pg/ml) para cada dilucion al corregir con el factor de dilucion apropiado. Los

10 resultados muestran que las muestras de suero y plasma afiadidas diluidas en el diluyente de muestra

resultan en recuperacion exacta de la proteina ras p21 (Tabla 5).
Tabla 5
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Paralelismo
Plasma (EDTA) Suero
Dilucién oD pg/ml oD pg/mi
1:2 1516 | 485809 | 1.707 | 549.869
1:4 0.860 | 538.608 | 0.937 | 554.674
1:8 0486 | 577.219 | 0470 | 564.503
1:16 0.264 | 534.753 | 0.237 | 524.047

Plasma (Citrato) | Plasma (Heparina)
Dilucién oD pg/mi oD pg/ml

1:2 1.726 | 666.734 | 1.689 | 5H43.841
1:4 0.832 | 580.448 | 0.883 | 547645
1:8 0.475 | 549.780 | 0455 | 522.341
1:16 0.279 | 573.564 | 0.262 | 528.400

Ejemplo 5
Niveles Ras en Muestras Seriales de Suero Normal
[0084] Se evallan muestras seriales de suero de quince humanos normales (trece hombres,
5 dos mujeres) mediante ELISA para los niveles de ras p21 totales como se describié anteriormente bajo
Materiales y Métodos. En general, las muestras se retiran por lo menos tres semanas aparte.
Tabla 6
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Muestras Seriales de Individuos Normales (Miveles Ras)

Muestra | Ras p21 (pg/mL) Fecha Bosquejo| Género
36511 159.0 5/20/2001 Masculino
3651-2 221.1 6/12/2001

3651-3 141.3 TH14f2001

36521 50.6 3/20f2001 Masculing
3652-2 56.0 5/8/2001

3652-3 58.8 6/19f2001

3653-1 248.7 141212001 Masculino
3653-2 560.0 47412001

3653-3 244 4 9/17f2001

3654-1 1139 175f2001 Masculino
3654-2 127.9 1/31/2001

3654-3 170.2 212112001

3654-4 126.7 9/6/2001

36551 101.0 32212001 Masculino
3655-2 99.6 5/9/2001

36553 1323 6/7/2001

3656-1 150.3 5/30/2001 Masculino
3656-2 100.4 8/20f2001

3656-3 100.7 9/12f2001

36571 163.8 6712001 Masculino
3657-2 122.3 6/6/2001

3657-3 100.7 T7H0f2001

3658-1 75.8 41712001 Masculino
3658-2 74.0 5M8f2001
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Muestras Seriales de Individuos Mormales (Niveles Ras)
Muestra | Ras p21 (pg/mL) Fecha Bosquejo| Género
3658-3 708 62112001
3658-4 79.0 91312001
3659-1 82.7 71612001 Masculino
3659-2 109.2 8192001
3659-3 997 9/24/2001
3660-1 06.3 91232001 Masculino
3660-2 148.3 10162001
3660-2 115.0 11/21£2001
36611 172.0 8712001 Masculing
3661-2 178.1 83012001
3661-2 149.5 10£10/2001
3662-1 120.6 91172001 Masculino
3662-2 116.7 104112001
3662-3 164.3 124312001
36631 755 82212001 Masculino
3663-2 167.4 9/2012001
3663-3 124.2 10/24/2001
3664-1 67.6 512000 Femenino
3664-2 69.7 7112000
3664-3 40.2 892000
3664-4 105.5 THM112001
36651 86.4 3M3r2001 Femenino
3665-2 121.4 41262001
3665-2 86.1 6202001

Ejemplo 6
Punto Unico y Niveles Seriales Ras en Pacientes con Cancer de colon
[0085] EI Ras se muta en aproximadamente 20% de todos los canceres, particularmente en
5 cancer de colon y cancer pancredtico. Con base en la hipdtesis de la invencién, que una ruta ras
activada mediante mutacion o sobreexpresion puede resultar en niveles elevados de proteina ras p21
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total, se evallan 48 sueros de pacientes con cancer de colon para los niveles de ras p21 totales (Tabla
7). Los ultimos cuatro sueros de pacientes con cancer de colon (muestras # 2004, #2065, #2784 y
#2785) muestran niveles ras p21 totales extremadamente altos.

Tabla 7

Muestras de Suero de Pximfénﬂgimr Colorectal de Punto Unico
Muestra Etapa Grado Muestra | Rasp21(pg/mL)
2000 c2 G3 Prog 135.09
2001 C1 3 Stab 62.86
2002 D G4 Recur 57.86
2003 C1 3 Prog 75.80
2004 c2 G2 Recur 1147.18
2005 B2 G1 MED 24,00
2006 B2 G1 Prog 38.39
2007 Cc1 4 P. Resp 39.44
2008 c2 G3 Prog 121.38
2010 c2 3 Prog 65.14
2011 c2 3 Prog 105.74
2012 c2 3 Stab 40.04
2013 D 4 Prog 118.44
2014 C1 4 P. Resp 57.85
2015 c2 3 P. Resp 98.02
2016 D G3 Prog 63.02
2017 D 4 Prog 113.46
2019 c2 3 Prog 61.04
2020 C1 G1 Prog 49.69
2021 D G3 Prog 4351
2022 C1 G1 Prog 84.97
2025 D G4 Prog 96.02
2026 c2 G2 P. Resp 54.98
2027 D G3 Recur 47 42
2028 B2 G2 Stab 73.05
2030 C1 G1 P. Resp 70.46
2034 D G3 P. Resp 76.25
2035 Cc1 G1 Prog 64 .53
2036 1] 2 MNED 38.24
2038 1] 2 NED 38.24
2052 1] 2 NED 69.24
2054 \ 2 Prog 150.49
2055 I\ 3 Stab 56.65
2056 1] 2 NED 168.35
2057 1] 2 Prog 137.91
2058 v 3 Prog 90.18
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Muestras de Suero de Pacimf&nnc‘ﬂmer Colorectal de Punto Unico
Muestra Etapa Grado Muestra Rasp21 (pg/mL)
2050 v 3 Stab 48.03
2061 v Unk Stab 198.64
2064 v 4 Prog 107.74
2065 v 4 Prog 319.91
2066 v 4 Prog 138.55
2772 1]} Unk Unk 622
2773 1]} Unk Unk 157.8
2778 1]} Unk Unk 928
2781 1]} Unk Unk 200.4
2784 1]} unk Unk 664.9
2785 1]} Unk Unk 1032.2
2786 1]} Unk Unk 137.5

[0086] Sin embargo, los cambios seriales en la proteina ras p21 total puede ser un indicador
mas util de enfermedad preneoplasica/neoplasica que un ensayo de Unico punto. Los niveles
incrementados de ras p21 pueden ser indicadores de recurrencia o progresion de recurrencia de cancer
colorectal e identificar pacientes quienes deben ser tratados con terapias convencionales o terapias
objetivo de la ruta ras. Se pueden utilizar niveles incrementados de oncoproteina ras en conjunto con
otras pruebas de oncologia, tal como antigeno carcinoembriogénico (CEA).

[0087] Como se muestra en la Tabla 8, las muestras de suero seriales de sietes pacientes con
cancer de colon se evalGan para los niveles de ras p21 totales utilizando el formato de inmunoensayo
ELISA descrito en Materiales y Métodos. En un paciente particular con cancer de colon en etapa IV,
los inventores hacen las siguientes observaciones: el nivel ras permanece inicialmente relativamente
estable (Tabla 8, muestras #3766-2 a #3766-4), pero como el cancer progresa los niveles ras
incrementados a 69 pg/ml y luego a 124 pg/ml. Aquel paciente muestra cancer progresivo en terapia
convencional. El inmunoensayo de la invencidon se puede utilizar por lo tanto para identificar un
paciente que no responde a la terapia convencional quien puede responder a las terapias
especificamente objetivadas por inhibir la ruta de oncogen ras o componentes de la ruta. Los
inmunoensayos de la invencion también se pueden utilizar para monitorear la respuesta o carencia de
respuesta para las terapias objetivo de ruta ras.

[0088] Otro ejemplo es aquel de un paciente con cancer de colon en etapa Il, cuyo nivel ras
p21 permanece inicialmente relativamente estable (Tabla 8, muestras #3767-1 a #3767-4). Cuando el
cancer progresa, sin embargo (muestras #3767-5 y #3767-6), el nivel ras se incrementa a 142 pg/ml y
permanece elevado a 95 pg/ml, aunque el nivel CEA del paciente se reduce a 1.8 ng/ml normal. Como
se muestra en este caso de paciente, el CEA se reduce al frente de la enfermedad progresiva, mientras
se incremental los niveles ras, un patron que es consistente con enfermedad progresiva. Los niveles
elevados de ras se pueden utilizar por lo tanto para identificar pacientes elegibles para terapias de
inhibidor RAS, o un paciente que no responde a terapia convencional que puede responder a terapias
especificamente objetivadas por inhibir la ruta encogen ras.

Tabla 8
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Mucstras Suero Serial de Pacientes con Céncer Colon (niveles Ras p21]

Muestra Ras p21({pg/mL) CEA (ng/mL})
3766-2 59.4

3766-3 437

37664 5238

3766-5 69.3

3766-6 124.8

are7-1 391 9.1
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Mucstras Suero Serial de Pacientes con Cancer Colon (niveles Ras p\Zli
Muestra Ras p21(pa/mL) CEA (ng/mL)
3767-2 48.5 6.5
3767-3 51.2 8.7
37674 38.5 6.4
37675 142.1 1.8
37678 95.6 1.8
37681 50.1 3.8
3768-2 76.6 45
3768-3 534 29
3768-4 62.7 25
3768-5 63.3 2.7
3768-6 103.3 2.8
3769-1 133.3
3769-2 100.1 <0.7
3769-3 83.4 <0.7
37694 81.6 0.8
3769-5 75.4
3769-6 87.1 <0.7
377041 81.6 6.8
3770-2 97.5 7.4
3770-3 927 7.5
37704 61.5 9.2
37705 93.1 10.0
3770-8 117.0 100
37T 43.5 26.7
arr-2 70.8 £0.1
3773 509 21.0
37714 44.5 171.6
37715 41.3 268.7
37716 94.7 £99.6
377241 74.0 1.8
3772-2 50.8 5.8
3772-3 154.8 71
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MucstrazSucro Serial de Pacientes con Cancer Colon (niveles Ras "Zd.
Muestra | Rasp21(pg/mL) CEA(ngimi) |
37724 50.2
37725 834
37726 158.0 200

Ejemplo 7

Niveles de Suero Ras p21 en Cancer de Mama Etapa I/Etapa Il

[0089] El Ras p21 se sobreexpresa en 50-60% de los canceres de mama. Los niveles de
pretratamiento elevados de la oncoproteina ras circulante en pacientes con cancer de mama
metastasicos (MBC) pueden indicar aquellos pacientes elegibles para terapias anti-ras objetivo o
convencionales.

[0090] Adicionalmente, los niveles reducidos o reducidos de ras p21 solo, 0 en conjunto con
niveles de HER-2/neu, en pacientes con cancer de mama pueden ser un indicador temprano de cancer
de mama recurrente. Los niveles circulantes elevados de pretratamiento de oncoproteinas ras o HER-
2/neu en pacientes con cancer de mama metastasico (MBC) pueden indicar aquellos pacientes
elegibles para terapias anti-ras y/o anti-HER-2/neu, terapias convencionales u objetivo.

[0091] La Tabla 9 muestra los niveles de ras p21 totales encontrados por el inmunoensayo
(como se describe bajo Materiales y Métodos) de muestras de suero Unicas de pacientes con cancer de
mama en etapa | o etapa Il. Los pacientes con cancer de mama individuales muestran altos niveles de
ras p21 totales comparado con niveles normal en el rango 100-200 pg/ml. Varios pacientes muestran
niveles ras p21 extremadamente altos en el rango 2600-2800 pg/ml (ver, por ejemplo, muestras #1323,
#1357 y #1432).

Tabla 9
Muestras Suero de Pacientes con Cancer M Etapa I/T Punto Unico (niveles Ras pzl'.ll
Etapa | Etapa Il
Sueros de Cincer de Mama Sueros de Cincer de Mama
Muestra Ras p21 (pg/mL) Muestra Ras p21 (pg/mL)

1318 3129 1406 99.6
1320 471.8 1407 113.3
1321 2642.0 1408 171.0
1322 53.0 1409 826
1323 2646.0 1410 76.2
1324 2648.0 1411 140.2
1325 452 1412 53.5
1326 60.0 1413 83.6
1327 45.2 1414 207.6
1328 3246 1415 76.7
1330 2660.0 1416 291.3
1332 66.9 1417 0.0
1333 745 1418 50.5
1334 106.8 1419 114.7
1335 89.6 1420 2840.0
1336 2672.0 1421 2842.0
1337 2674.0 1422 50.2
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Mucstras Suero de Pacientes con Gancer Mama Etapa /I Punto Unico (niveles Ras p21)
Etapa | Etapa Il
Sueros de Cincer de Mama Sueros de Cancer de Mama
Muestra | Ras p21(pg/mL) Muestra Ras p21 (pg/mL)
1338 90.4 1423 50.0 '
1339 56.3 1424 106.3
1340 97.7 1425 110.4
1341 66.9 1426 51.0
1342 542 1427 51.0
1343 503 1428 2856.0
1344 65.1 1429 138.6
1345 205.9 1430 529
1346 72 1431 2862.0
1348 615 1432 2864.0
1349 261.6 1433 4.9
1350 403 1434 63.0
1351 2702.0 1435 159.4
1352 62.8 1436 111.7
13563 588 1437 528
1354 2708.0 1438 77.5
1365 505 1439 745
1356 443
1357 2714.0
1358 2716.0
1350 2718.0
1362 101.6
1365 2324
1366 181.0
1367 85.1

Ejemplo 8

Coexpresion de Ras y TIMP-1 en Suero Humano

[0092] Medir los niveles ras p21 en combinacion con otras proteinas asociadas a tumor puede
ayudar en la seleccién de terapias para canceres especificos. Por ejemplo, al medir los niveles de ras y
proteinas en la direcciébn 5 de ras, uno puede determinar la terapia mas apropiada para una
enfermedad neoplasica asociada con una ruta ras activada.

[0093] Una tal proteina en la direccibn 5 es TIMP-1 (inhibidor de tejido de
metaloproteinasa-1). El TIMP-1 es una proteina multifuncional que se encuentra en la mayoria de
tejidos y fluidos corporales; esta inhibe la actividad proteolitica de metaloproteasas de matriz y evita
por lo tanto la invasién de cancer. Sin embargo, el TIMP-1 también posee otras funciones tal como
inhibicién de apoptosis, induccion de transformacion maligna n y estimulacién de crecimiento celular,

y activa evidentemente el ras. El TIMP-1 se eleva en la sangre de pacientes con cancer colorectal, y
altos niveles de TIMP-1 predicen pobre prondstico [38]. Monitorear los niveles de ras y TIMP-1
proporcionaria informacion valiosa para la seleccion de terapia de un paciente con cancer, respuesta o
carencia de respuesta a la terapia, asi como también determinar si ocurre la progresion del tumor.

[0094] Las muestras seriales de ras p21 y TIMP-1 en pacientes con cancer colorectal pueden
ser Utiles para redecir 0 monitorear la respuesta a terapias objetivo (a ras y/o TIMP-1). Puede existir
una utilidad en medir ras y TIMP-1 para predecir la respuesta a terapias anti-cancer tradicionales.

[0095] Se pueden utilizar niveles ras p21 y TIMP-1 elevados de pretratamiento para
seleccionar pacientes para tratamiento por medio de farmacos para inhibir las proteinas ras-y/o TIMP
1, o para predecir la respuesta del paciente al tratamiento con tales farmacos. Tal tratamiento incluye
farmacos que inhiben varios componentes de la ruta de oncogen ras, tal como, la quinasa raf, y se
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aplicaria a los farmacos inhibidores de quinasa raf o a inhibidores farnesiltransferasa (FTI). Tal
tratamiento también incluye terapias convencionales utilizadas contra tumores que conducen ras, 0 por

medio de farmacos que inhiben la funcion TIMP-1.
Niveles de Ras y TIMP-1 en Muestras Seriales Normales

[0096] Se evallian muestras de suero seriales de quince controles humanos normales (trece
hombres, dos mujeres) mediante ELISA para ras niveles de p21 total y TIMP-1 como se describiod
anteriormente bajo Materiales y Métodos (mostrado en la Tabla 10). En general, las muestras se
retiran por lo menos tres semanas aparte. En el suero normal, los niveles de ras p21 totales varian
entre 50.6 pg/ml y 560 pg/ml; los niveles normales de TIMP-1 varian entre 167.8 ng/ml y 614.4

ng/ml.

Tabla 10

Muestras de suero normal serial evaluadas para niveles ras p21 y TIMP-1
Muestras Normales Seriales
Ras p21 (pg/mL) | TIMP-1 {(ng/mL) Ras p21 | TIMP-1
Muestra: Muestra | (pg/mL) | (ng/mL)

3651-1 158.0 3429 3659-1 82.7 218.7
3651-2 2211 368.5 3659-2 1008.2 167.8
3651-3 141.3 214.4 3669-3 98.7 2474
3652-1 50.6 330.7 3660-1 96.3 563.5
3652-2 56.0 3085.0 3660-2 146.3 5321
3652-3 58.8 279.8 2660-3 115.0 6144
3653-1 248.7 2014 3661-1 172.0 4815
3653-2 560.0 162.9 3661-2 179.1 3495
3653-3 244.4 269.0 3661-3 149.5 300.7
3654-1 1139 354.7 3662-1 130.6 2585
3654-2 127.9 324.1 3662-2 116.7 446.4
3654-3 170.2 3089.2 3662-3 154.3 2618
3654-4 126.7 471.9

3655-1 101.0 465.0 3663-1 75.5 219.6
3655-2 99.6 4459 2663-2 167.4 195.7
3655-3 132.3 430.8 3663-3 124.2 343.2
3656-1 150.3 368.6 3664-1 67.6 270.3
3656-2 109.4 398.3 3664-2 69.7 279.2
3656-3 108.7 336.2 J664-3 40.2 2394
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Muestras de suero normal serial evaluadas para niveles ras p21 y TIMP-1

Muestras Normales Seriales

Ras p21 (pg/mL) | TIMP-1 (ng/mL) Ras p21 | TIMP-1
Muestra: Muestra | (pg/mL) | {(ngfmL)
3664-4 105.5 328.3
3657-1 153.8 351.5
3657-2 122.3 375.3 3685-1 86.4 318.8
3657-3 100.7 238.4 3665-2 121.4 357.0
3665-3 86.1 4111
3658-1 75.8 282.3 3665-4 369.5
3658-2 74.0 380.5
3658-3 70.8 348.0
3658-4 79.0 346.9

Niveles Ras p21, TIMP-1y CEA en Muestras Seriales de Cancer de Colon

[0097] Como se muestra en la Tabla 11, se evalla el suero retirado serialmente de siete
pacientes con cancer de colon mediante ELISA para niveles de ras p21 total y TIMP-1 como se
describioé anteriormente bajo Materiales y Métodos. El suero de seis de aquellos pacientes también se
evallia para CEA.

[0098] En un paciente con cancer colorectal en etapa IV particular (Tabla 11, paciente
#3766), el nivel ras incrementado de 59 pg/ml a 125 pg/ml, mientras se incrementa el nivel TIMP-1 de
263 a 703 ng/ml. El paciente muestra enfermedad progresiva mientras recibe terapia convencional.
Estos datos sugieren que se puede utilizar los niveles ras p21 totales y TIMP-1 en el manejo de tales
pacientes con cancer colorectal.

Tabla 11
Muestras de Suero de Cincer Colorectal Serial Evaluadas para niveles ras p21 y TIMP-1

Muestra | Ras p21 (pg/mL) | CEA (ng/mL) | TIMP-1({nq/mL) | Etapa Grado. | Estado
3766-2 59.4 263.2 \ 3 Prog
3766-3 43.7 258.6 \ 3 Prog
3766-4 52.8 323.3 v 3 Prog
3766-5 69.3 4301 \ 3 Prog
3766-6 124.8 702.7 v 3 Prog
37671 39.1 9.1 383.4 1l 1 Prog
3767-2 48.5 6.5 415.3 1l 1 Prog
3767-3 51.2 8.7 423.6 1l 1 Prog
37674 38.5 6.4 438.2 1l 1 Prog
3767-5 142.1 1.8 430.1 1l 1 Prog
3767-6 85.6 1.8 534.5 1l 1 Prog
3768-1 50.1 .8 300.2 1] 2 Stab

3768-2 76.8 45 311.8 ]l 2 Stab
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Muestras de Suero de Cincer Colorectal Serial Evaluadas para niveles ras p21 y TIMP-1

Muestra | Ras p21 (pg/mL) | CEA (ng/mL) | TIMP-1(ngimL) | Etapa | Grado. | Estado
3768-3 53.4 29 4095 m 2 Stab

37684 62.7 25 2627 n 2 Stab

3768-5 63.3 27 302.1 m 2 Stab

3768-6 103.3 28 200.0 I 2 Stab
3769-1 133.3 2127 I 1 Stab
3769-2 100.1 <07 197.6 m 1 Stab
3769-3 83.4 <07 219.6 m 1 Stab
37694 81.6 08 1815 m 1 Stab
3769-5 75.4 181.8 m 1 Stab
3769-6 87.1 <07 188.6 n 1 Stab
3770-1 81.6 6.8 488.4 I 3 Prog
3770-2 97.5 74 527.7 I 3 Prog
3770-3 92.7 75 609.9 T 3 Prog
37704 615 92 7249 I 3 Prog
3770-5 93.1 10.0 1210.8 I 3 Prog
3770-6 17.0 10.0 959.9 m 3 Prog
37711 435 26.7 208.7 T 3 Prog
3771-2 70.8 50.1 2822 I 3 Prog
3771-3 50.9 81.0 2615 I 3 Prog
37714 445 171.6 3226 I 3 Prog
3771-5 413 368.7 4153 I 3 Prog
3771-6 94.7 699.6 468.8 T 3 Prog
3772-1 74.0 18 265.8 I 2 Prog
37722 50.8 58 3235 T 2 Prog
37723 154.8 74 4711 I 2 Prog
37724 50.2 460.5 I 2 Prog
3772-5 834 4915 T 2 Prog
37726 158.0 20.0 4902 m 2 Prog

Depésito de Estirpes Celulares de Hibridoma

[0099] Depésitos ATCC. El material listado adelante se deposita con the American Type
Culture Collection (ATCC) ahora en 10801 University Boulevard, Manassas, Va., 20110-2209 (USA).
Se hacen depésitos bajo las consideraciones del Tratado de Budapest en el Reconocimiento
Internacional de Microorganismos Depositados para los Propésitos de Procedimiento de Patente y
Regulaciones bajo esto (Tratado de Budapest). El mantenimiento de un cultivo viable se asegura
durante treinta afios desde la fecha de depdésito. Se haran hibridomas y plasmidos disponibles por el
ATCC bajo los términos del Tratado de Budapest, y el objeto para un acuerdo entre los Solicitantes y
el ATCC que asegura disponibilidad no restringida de los hibridomas depositados y su progenia para
el publico luego de la presentacion de una Patente Estadounidense pertinente.
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[0100] El cesionario de la presente solicitud ha acordado que si un cultivo de los materiales
en el depdésito debe morir o se pierde o se destruye cuando se cultiva bajo condiciones adecuadas,
reemplace el material(s) prontamente luego de notificacién con otro de los mismos.

i. Hibridoma Fecha de Depésito #ATC
ii. Ras 10 Mayo 12, 1987 HB 942
iii. Ras 17 Mayo 29, 1989 HB 10054

[0101] Se ha presentado la descripcion de las anteriores realizaciones de la invencion para
propositos de ilustracion y descripcion. No esta destinada a ser exhaustivo o a limitar la invencién con
la forma precisa descrita, y obviamente son posibles muchas modificaciones y variaciones en claridad
de las ensefianzas anteriores. Las realizaciones se seleccionan y describen con el fin de explicar los
principios de la invencién y su aplicacién practica para permitir utilizar la invencion en varias
realizaciones por otros expertos en la técnica y con varias modificaciones cuando son adecuadas para
el uso particular contemplado.
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REIVINDICACIONES

Un método para detectar una enfermedad preneoplasica/neoplasica asociada con una

ruta ras activada en un sujeto humano que comprende:

(a) detectar y cuantificar inmunolégicamente el nivel promedio de proteina ras p21 total
que comprende ras activado de mutacion y normal en muestras de un fluido
corporal tomado de individuos de una poblacion de control;

(b) detectar inmunoldgicamente y cuantificar cambios seriales en los niveles de proteina
ras p21 totales que comprende ras activado de mutacion y normal en muestras
equivalentes del fluido corporal tomado del sujeto durante el tiempo; y

(c) comparar los niveles de la proteina ras p21 totales en las muestras del sujeto con el
nivel promedio de proteina ras p21 total en las muestras de control;
en donde un nivel de proteina ras p21 total en las muestras del sujeto que esta
por encima del nivel promedio de proteina ras p2l total en las muestras de
control es indicador de una ruta ras activada y la presencia de enfermedad
preneoplasica/neoplasica en el sujeto, y en donde dicha deteccién inmunoldgica
y cuantificacién de las etapas (a) y (b) es mediante una inmunotransferencia en la
forma de una inmunotransferencia intercalada utilizando una combinacion de el
Ras 17 de anticuerpo monoclonal que se secreta desde el hibridoma HB 10054
depositado en the American Type Culture Collection (ATCC), y el Ras 10 de
anticuerpo monoclonal que se secreta desde el hibridoma HB 9426 depositado en
el ATCC.

El método de la reivindicacién 1 que es diagnéstico adicional para dicha enfermedad

preneoplasica/neoplasica, en donde dichos niveles de proteina ras p21 totales en las

muestras del sujeto que se relacionan con el nivel promedio de ras p21 total en las
muestras de control, son indicadores de un mejor diagnostico o diagnostico mas pobre
para dicho sujeto.

El método de la reivindicacion 1 para uso en seleccién de terapia para un paciente

humano con una enfermedad preneoplasica/neoplasica que comprende adicionalmente:

(d) decidir si se utiliza terapia de cancer convencional y/o terapia de cancer dirigida a
ras para tratar el paciente con base en las diferencias entre los niveles de proteina
ras p21 totales en las muestras del paciente y el nivel promedio de proteina ras
p21 total en las muestras de control, y en vista de los cambios seriales entre los
niveles de proteina ras p21 totales en las muestras del paciente.

El método de la reivindicacion 3, en donde si un nivel de proteina ras p21 total en una
muestra del paciente se encuentra que esta por encima del nivel promedio de proteina
ras p21 total en las muestras de control, y si los cambios seriales en los niveles de
proteina ras p21l totales en las muestras del paciente reflejan que los niveles tienen
tendencia a estar por encima del nivel promedio de proteina ras p21 total en las
muestras de control, que concluyen que el paciente tiene una enfermedad
preneoplasica/neoplasica controlada por oncogen ras , y decide utilizar una terapia
dirigida a ras para tratar el paciente.

El método de la reivindicacién 3 que es diagnéstico adicional para dicha enfermedad

preneoplasica/neoplasica, en donde dichos niveles de la proteina ras p21 total en las

muestras del sujeto que se relacionan con el nivel promedio de ras p21 total en las
muestras de control son indicadores de un mejor diagndstico o diagnéstico mas pobre
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para dicho sujeto, y en donde dicha decision en la etapa (d) se basa en dicho
diagnostico.

El método de la reivindicacién 3, en donde dicha terapia dirigida a ras se selecciona del
grupo que consiste de inhibidores farnesiltransferasa (FTI), inhibidores tirosina quinasa,
ureas bis-arilo, e inhibidores anticodificantes de ras.

El método de la reivindicacion 6, en donde dicha terapia dirigida a ras es la sorafenib
bis aril-urea (BAY 43-9006).

El método de la reivindicacion 1, en donde dichos individuos de la poblacion de control
de la etapa (a) son del mismo género como el sujeto.

El método de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo monoclonal detector Ras 10 se
biotinila.

El método de la reivindicacion 3, en donde las muestras de fluido corporal son de un
paciente con cancer quien no ha respondido al tratamiento.

Un método para monitorear el estado de una enfermedad preneoplasica/neoplasica en un
paciente, y/o monitorear a un paciente con una enfermedad preneoplasica/neoplasica
responde a una terapia, que comprende detectar y cuantificar inmunolégicamente
cambios seriales en los niveles de proteina ras p21 totales que comprende ras activado
de mutacion y normal en muestras de un fluido corporal tomado de dicho paciente
durante el tiempo;

en donde los niveles incrementados de proteina ras p21 total durante el tiempo indican
progresiéon de la enfermedad una respuesta negativa a dicha terapia, y en donde los
niveles reducidos de la proteina ras p21 total indican remision de enfermedad o una
respuesta positiva a dicha terapia,

en donde dicha deteccion inmunolégica y cuantificacién de las etapas es mediante una
inmunotransferencia en la forma de una inmunotransferencia intercalada utilizando una
combinacion del Ras 17 de anticuerpo monoclonal que se secreta desde el hibridoma
HB 10054 depositado en the American Type Culture Collection (ATCC), y el Ras 10 de
anticuerpo monoclonal que se secreta desde el hibridoma HB 9426 depositado en el
ATCC.

El método de la reivindicacion 11, en donde dicha terapia es una terapia dirigida a ras.

El método de la reivindicacién 11 que es diagnéstico adicional para dicha enfermedad
preneoplasica/neoplasica, en donde dichos niveles de proteina ras p21 totales en las
muestras del sujeto son indicadores de un mejor diagnoéstico o diagndstico mas pobre
para dicho sujeto.

El método de las reivindicaciones 2, 5y 13, en donde dicho diagnostico es un resultado
clinico seleccionado del grupo que consiste de velocidad de respuesta (RR), beneficio
de respuesta clinica completa (CR), beneficio de respuesta clinica parcial (PR),
beneficio de enfermedad clinica estable (SO), progresion en el tiempo (TTP), y muerte
con el tiempo (TTO).

El método de las reivindicaciones 2, 3y 11, en donde dichas muestras tomadas de dicho
sujeto o de dicho paciente son muestras de pretratamiento.

El método de las reivindicaciones 1, 3 y 11, que comprende adicionalmente el uso de
una inmunotransferencia para detectar o detectar y los niveles cuantificados de una o
mas de otras proteinas en las muestras del paciente.
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El método de la reivindicacion 16, en donde dicha otra proteina es o dichas otras
proteinas se seleccionan del grupo que consiste de inhibidores, oncoproteinas,
receptores del factor de crecimiento, factores angiogénicos, proteinas de metéastasis,
marcadores de tumor, y supresores de tumor.

El método de la reivindicacion 17, en donde dicho inhibidor es inhibidor de tejido de
metaloproteinasa-1 (TIMP-1), dicha oncoproteina es HER-2/neu, dichos receptores del
factor de crecimiento se seleccionan del grupo que consiste de receptor de factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y receptor del factor de crecimiento derivado de
plagueta (POGFR), dicho factor angiogénico es factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), dicha proteina de metastasis es activador de plasminégeno del tipo
uroquinasa (uPA), dicho marcador de tumor es antigeno carcinoembriogénico (CEA), y
dicho supresor de tumor es p53.

El método de la reivindicacion 11, en donde las muestras de fluido corporal son de un
paciente con cancer quien no ha respondido al tratamiento.

El método de la reivindicacion 19, en donde los niveles incrementados de ras p21 total
y/o HER-2/neu son indicadores de una mayor probabilidad de recurrencia temprana o
metéstasis.

El método de las reivindicaciones 1, 3 y 11, en donde dicho fluido corporal se
selecciona del grupo que consiste de sangre, suero, plasma, orina, saliva, semen,
exudado de mama, fluido cerebroespinal, lagrimas, esputo, mocos, plama, citosoles,
ascitis, efusiones pleurales, fluido amniético, lavados de vejiga y lavados
bronquioalveolares.

El método de las reivindicaciones 1, 3 y 11, en donde dicho fluido corporal es suero o
plasma.

El método de las reivindicaciones 1, 3 y 11, en donde dicha enfermedad
preneoplasica/neoplasica asociada con una ruta ras activada se selecciona del grupo que
consiste de cancer colorectal, cancer de colon, cancer de pulmén, cancer de células
macrociticas, cancer de pulmon de célula pequefia, leucemia mielogenosa aguda, cancer
tiroide, cancer pancredtico, cancer de vejiga, cancer de higado, melanoma, cancer de
mama, cancer de prostata, cancer de ovario, cancer cervical, cancer de cabeza y cuello,
carcinoma hepatocelular y malignidad hematolégica.
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