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FACTOR INDUCIBLE POR RETINOIDES NOVEDOSO Y USOS DEL MISMO

DESCRIPCION
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a un método in vitro segun la reivindicacion 1.
Antecedentes de la invencién

Los retinoides tienen propiedades anticancerigenas en muchos tejidos humanos. Estos agentes han demostrado
particularmente su eficiencia en el tratamiento de leucemia promielocitica aguda (APL), una enfermedad neoplasica
que puede usarse como modelo de capacidad de respuesta a estos agentes. De manera importante, aunque se han
identificado bien receptores de retinoides (RAR, RXR, PML-RAR) y estudiado extensamente en las dos ultimas
décadas, aun no se han identificado la mayor parte de sus genes diana responsables de sus propiedades
antiproliferativas y anticancerigenas. Mediante un enfoque de microlineamientos, se ha identificado un nuevo gen de
retinoides diana, CXXC5, que codifica para un factor nuclear que se ha caracterizado funcionalmente por primera
vez y denominado RINF (Retinoid-Inducible Nuclear Factor, factor nuclear inducible por retinoides).

Parece requerirse la expresion de RINF para la diferenciaciéon terminal de células leucémicas desencadenada por
retinoides. En efecto, la expresion de RINF no sélo se correlaciona con la diferenciaciéon inducida por retinoides de
células leucémicas y con mielopoyesis inducida por citocinas de células progenitoras CD34+ normales, sino que
ademas, interferencias de ARN de horquilla corta (ARNhc) sugieren para este gen una funcion reguladora tanto en
mielopoyesis normal como tumoral. Ademas, RINF podria desempefiar un papel importante en el cancer. De manera
interesante, el gen de RINF se localiza en 5931.3, una region pequefia delecionada a menudo en la leucemia
mieloide (leucemia mieloide aguda [AML]/mielodisplasia [MDS]).

Se conoce CXXC55 / RINF a partir de Katoh Masuko et al., Internat. J. Oncol. vol. 25, 2004, pag. 1193-1199. Este
documento menciona que CXXC5 es un paralogo de CXXC4, y perteneciente a una familia de proteinas implicadas
en carcinogénesis y diferenciacion. Sin embargo, no se da a conocer el uso de CXXC5 en el diagnéstico de cancer.

También se conocen ejemplos para el uso de un gen marcador de diagndstico para cancer. Por ejemplo, Rochefort
et al., Cancer Meatastasis, vol. 9, 1990, pags. 321-331 dan a conocer catepsina D como marcador de diagndstico
para cancer de mama. Sin embargo, de nuevo no se da a conocer el uso de CXXC5 en el diagndstico de cancer.

La diferenciacion de células madre hematopoyéticas para dar granulocitos terminalmente maduros es un proceso de
multiples fases que requiere la expresion coordinada de genes orquestados por factores de transcripcion limitados
por linaje. Hasta el momento, se ha demostrado que un numero relativamente pequefio de factores de transcripcion
es esencial para la hematopoyesis. La desregulacion o mutaciones de estos factores pueden cambiar el destino
celular de diferenciacién a proliferacion y contribuyen a la leucemia mieloide aguda (ALM), un grupo de hemopatias
malignas caracterizadas por una detencién de la maduracion y una acumulacion de blastos inmaduros en la médula
Osea, la sangre y otros tejidos.

El subtipo ALM-M3 (segun la clasificacion franco-americano-britanica (FAB)) también conocido como leucemia
promielocitica aguda (APL), corresponde a la expansion clonal de blastos leucémicos bloqueados en la fase
promielocitica de la diferenciacion granulocitica. Esta patologia cuyo distintivo genético es la translocacion t(15;17),
representa el primer cancer tratado mediante una terapia basada en transcripcion que restablece la diferenciacion
terminal. En efecto, en esta patologia, las dosis farmacoloégicas de acido todo-trans-retinoico (ATRA) desencadenan
la maduracion terminal de blastos leucémicos. A nivel molecular, se sabe que ATRA actia como ligando para
receptores del acido retinoico (RARa, PML-RARG...) en células de APL y regula la activacion transcripcional de
genes diana posteriores. A pesar de extensos estudios que usan un modelo experimental, la linea celular NB4, sélo
unos pocos genes diana que codifican para factores de transcripcion han mostrado hasta el momento que son
realmente esenciales para la diferenciacion inducida por retinoides de células promielociticas.

Sumario de la invenciéon

Al usar un enfoque de microalineamientos, se han identificado varios genes novedosos inducidos de manera
temprana por retinoides en células NB4 y que codifican para factores de transcripcion implicados potencialmente en
el restablecimiento de la diferenciacion terminal por ATRA. Uno de estos genes inducidos mediante tratamiento con
retinoides codifica para un factor nuclear que se denomindé RINF (factor nuclear inducible por retinoides). La
invalidacién de RINF mediante interferencia de ARN suprime la accién de diferenciacién de ATRA en células NB4
imponiendo un fenotipo de resistencia a retinoides y retarda la diferenciacion granulocitica inducida por citocinas de
células progenitoras mieloides CD34+ normales, sugiriendo de ese modo un papel regulador general y clave para
RINF en la diferenciacién mieloide.

Descripcion detallada de la invenciéon



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 542 866 T3

En el presente documento, se describe acido nucleico de respuesta a retinoides, caracterizado porque comprende la
secuencia de SEQ ID NO 1 y SEQ ID NO 2 o un fragmento funcional o variante del mismo, o una secuencia de ADN
aislada funcionalmente equivalente que puede hibridarse al mismo, o un ARNm correspondiente del mismo.

Ademas, se describe una proteina o un derivado de proteina, caracterizado porque comprende la secuencia de SEQ
ID NO 3 (CXXC5) o un fragmento funcional o variante del mismo.

Se describe el uso de dicha proteina o una secuencia de proteina, o dicho acido nucleico, para la fabricaciéon de una
composicion farmacéutica para la prevencion y/o el tratamiento de diversas enfermedades.

Ademas, se describe la prevencion y/o el tratamiento de una enfermedad hematopoyética, o mejora de la
diferenciacion de una célula hematopoyética en un mamifero. Una realizacion adicional se refiere al deterioro o
bloqueo de la diferenciacion y/o a la mejora de la proliferacion de una célula hematopoyética in vitro o en un
mamifero.

La célula hematopoyética puede ser una célula de médula 6sea, una célula de sangre periférica, una célula de
sangre de corddn umbilical, y la célula puede ser o bien tumoral o bien no tumoral.

Un uso preferido es para restablecer la diferenciacién en células, tales como células linfoides o células de leucemia
mieloide aguda.

La enfermedad hematopoyética puede ser mielodisplasia (MDS, sindrome mielodisplasico), leucemia mieloide aguda
(ALM), leucemia linfoide aguda (LLA), sindrome mieloproliferativo (MPS), leucemia mieloide crénica (CML) o
leucemia linfoide cronica (CLL).

Dicho cancer puede ser uno de los tipos de cancer seleccionados del grupo que comprende leucemia,
(mielodisplasia (MDS, sindrome mielodisplasico), leucemia mieloide aguda (ALM), leucemia linfoide aguda (ALL),
sindrome mieloproliferativo (MPS), leucemia mieloide cronica (CML), leucemia linfoide crénica (CLL) y tumores
soélidos (cancer de mama, melanoma, cancer de pulmdn, cancer de tiroides, cancer de prostata, neuroblastoma y
carcinoma renal).

Un aspecto adicional se refiere al uso de un retinoide para activar la expresiéon de dicho acido nucleico, y/o para
potenciar la expresion de dicha proteina o secuencia de proteina en un mamifero que lo necesita. Una realizacion
preferida es ATRA.

Un aspecto adicional se refiere a un método de regulacion de la expresion de CXXC5 mediante vectores retrovirales
o lentivirales (sobreexpresion) o mediante moléculas de ARNhc (represion).

La invencion se refiere a un método para el diagndstico de una enfermedad neoplasica o una enfermedad
hematopoyética tal como se define en la reivindicacion 1. Una realizacion se refiere al diagndstico de estas
enfermedades, usando un anticuerpo para el diagnostico.

Definiciones
Hematopoyesis:

Hematopoyesis (del griego antiguo: haima, sangre; poyesis, producir), algunas veces también denominada
hemopoyesis, es la formacién de componentes celulares de la sangre (eritrocitos, trombocitos, granulocitos
(neutrdfilos, basdfilos, eosindfilos), monocitos, macrofagos y linfocitos (B, T y NK). Todos los componentes de la
sangre celulares se derivan de células madre hematopoyéticas.

Célula hematopoyética:

Cualquier célula del tejido hematopoyético (incluyendo célula mieloide, linfoide). Esta célula puede ser una célula
madre (HSC), una célula progenitora (célula progenitora comun para mieloide o linfoide), una célula comprometida o
una célula de la sangre terminalmente diferenciada.

Mielopoyesis: Formacién de células mieloides a partir de las células madre hematopoyéticas pluripotentes en la
médula ésea a través de células madre mieloides. Mielopoyesis se refiere en general a la produccion de leucocitos
en la sangre, tales como monocitos y granulocitos. Este proceso también produce células precursoras para
macrofagos y células dendriticas que se encuentran en el tejido linfoide. En hematologia, el término “célula mieloide”
se usa para describir cualquier leucocito que no es un linfocito y entonces también incluye eritrocitos (glébulos rojos)
y trombocitos (plaquetas) ademas de granulocitos, monocitos, macréfagos y células dendriticas.

Leucemia mieloide aguda (ALM):
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Leucemia mieloide aguda (ALM), también conocida como leucemia mielégena aguda, es un cancer de la linea
mieloide de glébulos blancos, caracterizado por la rapida proliferacion de células anémalas que se acumulan en la
médula désea e interfieren en la produccion de células sanguineas normales. Los sintomas de ALM estan provocados
por el reemplazo de médula 6sea normal por células leucémicas, dando como resultado una disminucién de los
glébulos rojos, las plaquetas y los glébulos blancos normales. Estos sintomas incluyen fatiga, dificultad para respirar,
aparicion de hematomas y hemorragias con facilidad y aumento del riesgo de infeccion. ALM se caracteriza por un
reloj de maduracion. Segun la clasificacion franco-americano-britanica (FAB), pueden distinguirse 8 subtipos de ALM
(desde MO hasta M7) basados en la fase en la que se bloquea la diferenciacion, el compartimiento hematopoyético
de que se trate y el grado de madurez de las células leucémicas.

El “estado” de un gen o una proteina significa el analisis de secuencia o el nivel de expresion del gen o la proteina, y
el numero de copias de un gen y el estado de metilacion.

Retinoides: Una clase de compuestos quimicos que estan relacionados estructural o funcionalmente con la vitamina
A. En la presente solicitud, el término retinoide significa cualquier compuesto que puede unirse a y activar receptores
del acido retinoico. Estos receptores se unen a elementos de respuesta a acido retinoico (RARE) presentes en los
promotores de sus genes diana directos y habitualmente activan su transcripcion tras unirse con su ligando (por
ejemplo, acido retinoico).

En el presente documento, una proteina o un gen de respuesta a retinoides, es un gen o una proteina cuyo nivel de
expresion se induce tras el tratamiento con un retinoide (como acido retinoico).

Prondstico de capacidad de respuesta a retinoides:

Solo un pequefio porcentaje de células cancerosas o leucémicas responden a la terapia con retinoides. Ademas, la
respuesta clinica a esta terapia requiere habitualmente dias o semanas de tratamiento antes de tener algun efecto
beneficioso para el paciente. La existencia de un biomarcador de proteina o gen de expresion temprana de
capacidad de respuesta a retinoides, que podria predecir este Ultimo desenlace del tratamiento de la enfermedad
con estos agentes, constituiria un importante indicador de pronéstico que ayudaria a los médicos clinicos a decidir si
sus pacientes deben emprender un tratamiento de ese tipo u otro.

Seccion experimental

Materiales y métodos

Cultivo celular, tratamientos y preparaciéon de ARN.

Se cultivaron células de carcinoma de mama humano (MCF7) y células mieloides (NB4, NB4-LR1, NB4-LR2, K562,
LAMA-84 y HL60) en medio RPMI 1640 (Invitrogen) complementado con suero bovino fetal al 10% (Biochrom AG),
L-glutamina 2 mM, 50 unidades/ml de penicilina G y 50 pug/ml de estreptomicina (Invitrogen) y se incubaron a 37°C
en la oscuridad, en una atmosfera humidificada del 5% de CO,. Para la expansién in vitro de células CD34+
primarias de médula 6sea humana (StemCell technologies), se complementd el medio anterior con 20 ng/ml de
interleucina 3 (IL3), 20 ng/ml de factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y 50 ng/ml de factor de
células madre (SCF) adquirido de Peprotech. Se evalu6 la maduracion mediante la morfologia con tincién de May-
Grinwald-Giemsa (MGG) y mediante el ensayo de reduccién con azul de nitrotetrazolio (NBT) tal como se describio
previamente en Duprez E, Ruchaud S, Houge G, et al. A retinoic acid 'resistant’ t(15;17) acute promyelocytic
leukemia cell line: isolation, morphological, immunological, and molecular features. Leukemia. 1992; 6:1281-1287. Se
determind la densidad celular usando un contador Coulter (Beckman). Se representd la proliferacion celular como
duplicaciones de poblacién (PD) calculado mediante la férmula: PD = Log (N/No)/Log2, en la que N es el nimero de
células contadas y No el numero de células sembradas en el dia 0. Se recogieron conjuntamente células tratadas o
no con ATRA (Sigma) y se almacenaron directamente a -80°C para la preparacion de ARN con Trizol (Invitrogen) o
minikit RNeasy (Qiagen). Se evaluaron el rendimiento y la calidad del ARN extraido mediante un espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies).

Hibridacién de microalineamientos

Se realizaron todos los experimentos con microalineamientos usando el sistema de alineamientos de expresion de
Applied Biosystems (AB), que se basa en la deteccidon de quimioluminiscencia. El microalineamiento humano de AB
contiene 31.700 sondas de oligonucledtidos (60 meros) que representan 27.868 genes humanos individuales. Antes
del marcaje, se verificaron la cantidad y la calidad del ARN extraido mediante un espectrofotometro NanoDrop® ND-
1000 y un bioanalizador Agilent 2100 (Agilent technologies). Se convertieron dos ug de ARN total de cada muestra
en ARNc marcado con digoxigenina (DIG) (con DIG-dUTP) usando el kit de marcaje de RT-IVT quimioluminiscente
de AB version 2.0 (PN 4363252, Roche). Se controlaron la cantidad (50-70 pg) y la calidad del ARNc marcado con
DIG mediante un espectrofotémetro NanoDrop y un bioanalizador Agilent 2100. Se hibridaron veinte ug de ARNc
marcado con DIG con el microalineamiento AB Human Genome Survey version 1.0 segun las instrucciones del
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fabricante. Se realizaron la deteccién de sefial quimioluminiscente, la adquisicién de imagenes y el analisis de
imagenes de los microalineamientos en el analizador de microalineamientos quimioluminiscentes AB 1700 (PN
4338036) siguiendo el protocolo del fabricante (PN 4339629). Se autocuadricularon las imagenes y se cuantificaron
las sefiales quimioluminiscentes, corregidas para el fondo, y finalmente, se normalizaron espacialmente y con
respecto a las manchas usando el software del analizador de microalineamientos quimioluminiscentes AB 1700,
v1.03 (PN 4336391). Se usaron un total de 6 microalineamientos para el analisis. Se generaron dos duplicados
(procedimiento de marcaje independiente e hibridacion independiente) para muestras de NB4 a las 3 horas. Para la
normalizacion entre alineamientos, se aplic6 normalizacion global por mediana a través de todos los
microalineamientos para lograr las mismas medianas de intensidad de sefial para cada alineamiento. La
documentacién conforme a MIAME de los experimentos con microalineamientos se ha depositado en Array Express
en el Instituto Europeo de Bioinformatica (www.ebi.ac.uk/arrayexpress) con el numero de registro E-BASE-7.

Analisis de datos de microalineamientos v clasificacién de genes

Se uso el software del sistema de expresion de Applied Biosystems para extraer sefiales y razones sefial/ruido
(S/N). Se incluyeron sélo los microalineamientos que muestran una intensidad de sefial normalizada promedio por
superior a 5.000 y una mediana de fondo inferior a 600 en el estudio. Se importaron las intensidades de sefial al
software J-Express Pro V2.7 (MolMine, Bergen, Noruega) de acuerdo con Dysvik B, Jonassen I. J-Express: exploring
gene expression data using Java. Bioinformatics. 2001;17:369-370., en el que se realizé normalizacion intercuartilica
de alineamientos con el fin de minimizar el efecto de variables externas introducidas en los datos. Cuando fue
relevante, se realizo filtrado de calidad de manchas no fiables (S/N<3) antes de la normalizacién. Se clasificaron
todos los genes identificados usando PANTHER™ (Protein ANalysis THrough Evolutionary Relationships, analisis de
proteinas a través de relaciones evolutivas) y Gene Ontology™ (GO).

RT-PCR cuantitativa

Se llevo a cabo la sintesis de ADNc de primera hebra (RT) partiendo de ARN total (de 0,1 a 1 pug) en un volumen de
20 pl usando cebadores de oligo-dT con transcriptasa inversa Transcriptor (Roche) segun las instrucciones del
fabricante. Se realizaron PCR cuantitativas usando el kit de deteccion de SYBRgreen en una maquina Light Cycler
480 (Roche) segun las instrucciones del fabricante. Para cada gen (cxxc5, cd34, gcsfr y cd11b), se normalizaron las
expresiones relativas de ARNm con respecto a la expresion del gen rpP2. Los cebadores para la deteccion de cxxc5
(5’-tccgctgctectggagaag-3’ y 5'-cacacgagcagtgacattgce-3’), rpP2 (5’-atgcgctacgtcgee-3’ y 5'-ttaatcaaaaaggccaaatcccat-
3’), ¢d34 (5-cagctggagccccacag-3° 'y 5’-gaggtcccaggtcctgage-3’), gcesfr (5-gtgcccacaatcatggaggag-3° 'y 5-
catcctcctccagceactgtg-3’) y cd11b (5’-ctgctectggcecctcate-3' 'y 5'-gacccccttcactcatcatgtc-3') se disefiaron todos para
usarse en las mismas condiciones de amplificacion por PCR en tiempo real: desnaturalizacion a 95°C, 10 segundos;
hibridacién a 58°C, 10 segundos; elongacién a 72°C, 12 segundos.

Para los resultados facilitados en las figuras 12, 13 y 14, la RT-PCR cuantitativa usa materiales de pacientes.

Se recogieron una serie de 105 muestras de médula 6sea o sangre de 94 pacientes que presentan diversas
hemopatias y 13 donantes sanos. Se clasificaron las diversas patologias segun las clasificaciones franco-americano-
britanica (FAB. Bennet et al. 1982) y de la OMS (Vardiman ef al. 2002) tal como sigue: 5 MDS con delecion del
cromosoma 5q, 14 MDS sin delecién del cromosoma 5q, 20 ALM (muestras de médula 6sea) y 37 ALM (muestras de
sangre), 14 ALL B (sangre) y 2 ALL T (sangre). Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado.

RT-PCR cuantitativa de RINF en muestras de pacientes (figuras 12, 13 y 14)

Se llevo a cabo la sintesis de ADNc de primera hebra (RT) partiendo de ARN total (de 0,1 a 1 pg) en un volumen de
20 pl usando cebadores de oligo-dT y cebadores de hexameros al azar con transcriptasa inversa Transcriptor
(Roche - 05 531 287 001) segun las instrucciones del fabricante. Se realizaron PCR cuantitativas usando sondas de
hibridacién especificas que seleccionan como diana el gen CXXC5 en una maquina Light Cycler 480 (Roche) segun
las instrucciones del fabricante del kit Lightcycler® 480 ProbesMaster (04 707 494 001). Se normalizaron las
expresiones relativas de ARNm con respecto a expresion del gen rpP2. Los cebadores para la deteccion de cxxch
(5’-tccgctgctctggagaag-3’, 5'-cacacgagcagtgacatige-3 'y 6FAM-AACCCAAAgCTgCCCTCTCC-BBQ), P2 (5-
atgcgctacgtcgcc-3’, 5'-ttaatcaaaaaggccaaatcccat-3° 'y Cy5-AgCTgAAT-ggAAAAAACATTgAAgACGTC-BBQ), se
disefiaron todos para usarse en las mismas condiciones de amplificacion por PCR en tiempo real tras una
desnaturalizacion inicial a 95°C durante 5 min, y entonces se procedié durante 44 ciclos tal como sigue:
desnaturalizacion durante 10 segundos a 95°C; y elongacion a 55°C durante 20 segundos.

Secuenciacion de CXXC5

Antes de la secuenciacion, se sometieron los productos de PCR a purificacion usando el kit ExoSAP - IT (GE
healthcare - 78201) segun las instrucciones del fabricante. Se realizd la secuenciacion usando el kit de
secuenciacion de ciclos BigDye® v3.1 (ABI - 4337456) con cebadores de secuenciacion especificos directo (5'-
gcacaaaagtggtgctgtg-3’) e inverso - (5-gcgtggtgcaggagcat-3’) en un volumen total de 10 ul con las siguientes
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condiciones de reaccion: desnaturalizacion a 96°C, 10 segundos; hibridacion a 50°C, 5 segundos; elongacion a
60°C, 4 minutos y pase por 25 ciclos.

Tumores solidos

Con respecto a los tumores solidos, se ha investigado el nivel de expresion de ARNm de RINF en 35 muestras de
pacientes que presentan cancer de mama (y 7 controles sanos), 40 muestras de pacientes que presentan melanoma
metastasico (y 8 controles con nevus sanos) y 28 muestras de cancer de tiroides que contienen par de coincidencia
tanto de tumor como benigno.

Experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina

Se reticularon veinte millones de células NB4 con formaldehido (al 1% v/v) en medio RPMI (Invitrogen) durante 10
minutos a 37°C, se enjuagaron dos veces con PBS enfriado con hielo, se resuspendieron en tampodn de lisis celular
hipoténico (Triton X-100 al 0,25%, Na-EDTA 10 mM, Na-EGTA 0,5 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, y coéctel de
inhibidores de proteasa). Se rompieron las membranas plasmaticas usando un homogeneizador Dounce (20
sacudidas) y se recogieron los nucleos (centrifugacion durante 5 minutos a 650 g, 4°C) se resuspendieron en
1200 pl de tampodn ChIP (SDS al 0,1%, desoxicolato de Na al 0,1%, Triton x-100 al 1%, EDTA 1 mM, NaCl 140 mM,
Tris 10 mM pH 8 y céctel de inhibidores de proteasa), y entonces se sonicaron para obtener fragmentos de ADN de
500-1000 pb de longitud. Para cada IP, se recogieron 200 pl del producto de sonicacién y se diluyeron 10 veces en
el tampodn de dilucion (Tris 20 mM pH 8, EDTA 2 mM, NaCl 150 mM, Triton x-100 al 1%). Para reducir la union no
especifica, se realizé una etapa de aclarado previo antes de la hibridacion afiadiendo 70 ul de suspension espesa de
ADN de esperma de salmon/proteina A-agarosa al 50% (Upstate) durante 2 h a 4°C sobre una placa giratoria. Se
realizd la hibridacion (durante la noche a 4°C) afadiendo 4 pg de un anticuerpo anti-RARa (Abcam-H1920) o
anticuerpo anti-PML (Santa Cruz, sc-966) a la mezcla de cromatina fragmentada para inmunoprecipitacion (IP). Se
realizé la inmunoprecipitacion afiadiendo 70 pl de suspension espesa de ADN de esperma de salmon/proteina A-
agarosa al 50% (Upstate) durante 4 h a 4°C sobre una placa giratoria. Se recuperd el inmunocomplejo mediante
centrifugacién y se eluy6 en 200 pl de tampén de elucion (SDS al 1%, NaHCO3 100 mM) tras lavado extenso. Para
retirar las reticulaciones de ADN-proteina, se afiadieron 8 ul de NaCl 5 M a los eluatos, seguido por calentamiento a
65°C durante la noche. Entonces se trataron las fracciones con ARNasa A (10 ug/ml) y proteinasa K a 42°C durante
2 h. Se purifico el ADN resultante de cada IP mediante extraccion con fenol/cloroformo y se resuspendié en 40 pl de
TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, EDTA 1 mM, pH 8,0). Para la fracciéon de entrada, se guardaron 20 pl de la cromatina
reticulada tras la etapa de aclarado previo, se diluyé 10 veces en H2O y se sometié a las mismas etapas para retirar
las reticulaciones de ADN-proteinas. Se analizaron las fracciones de entrada, IP y No Ab mediante PCR usando
pares de cebadores que abarcan los elementos de respuesta a acido retinoico ubicados en regiones promotoras de
RINF o RARb2. Cebadores para el promotor de RINF (105 pb) 5-gcagtctgagatggticccagg-3'/5'-
tgcatgtaccattccctctgcc-3° 'y para el promotor de RARb2 (247 pb) 5-tcctgggagttggtgatgtcag-3'/5'-
aaaccctgctcggatcgctc-3'.

Preparacion de fracciones citoplasmaticas y nucleares.

Se realizé fraccionamiento celular a 4°C. Se recogieron las células NB4 mediante centrifugacion a 200 g, se lavaron
dos veces con PBS, se suspendieron en el tampon de lisis hipotonico que contenia inhibidores de fosfatasas y
proteasas (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, NaF 12,5 mM, ortovanadato de sodio 0,2 mM, coctel de inhibidores de proteasa
al 1%, Sigma P8340) y se dejé que se hincharan durante 40 minutos. Se rompieron las membranas plasmaticas
mediante homogeneizacién de la suspension celular con una mano de almirez coénica en un tubo para
microcentrifuga (Eppendorf). Se afiadié Triton-X 100 a una concentracién final del 0,1% justo antes de la
centrifugacion a 1.000 g durante 3 minutos. Se separa el sobrenadante que consiste en la fraccion citoplasmatica,
del sedimento que consiste en los nlcleos. Se lavaron los nlcleos dos veces con el tampoén de lisis que contenia
inhibidores de fosfatasas y proteasas, se recuperaron mediante centrifugacion a 1.000 g y se extrajeron con tampon
de muestra 4x (Laémmli 1970) durante 8 minutos a 100°C.

Inmunotransferencia de tipo Western.

Se llevé a cabo inmunotransferencia de tipo Western tal como se describié previamente por Wu YL, Dudognon C,
Nguyen E, et al. Immunodetection of human telomerase reverse-transcriptase (hTERT) re-appraised: nucleolin and
telomerase cross paths. J Cell Sci. 2006;119:2797-2806.

Se produjo anticuerpo especifico de péptido policlonal de conejo personalizado contra RINF por Biogenes GmBH. El
péptido inmunoégeno corresponde a los aminoacidos 45-58 de la proteina RINF. Se confirmé la especificidad del
anticuerpo mediante inhibicion competitiva de la sefial de inmunotransferencia de tipo Western mediante la adicion
del péptido inmundgeno a la disolucion de anticuerpo primario. Brevemente, se incubaron inmunotransferencias con
anticuerpo primario contra RINF (anticuerpo policlonal), PARP (IgG de ratéon monoclonal, Calbiochem, n.° AM30) o
actina (IgG de conejo policlonal, Sigma, n.° A2066) y entonces con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa apropiado. Se realizé la deteccién de proteinas usando un sistema de deteccién quimioluminiscente
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(Amersham Pharmacia Biotech). Se adquirid inmunotransferencia con extractos de tejido humano de Millipore
(TB300).

Preparacion de fracciones citoplasmaticas y nucleares.

Se realizo fraccionamiento celular a 4°C. Se recogieron las células NB4 mediante centrifugacion a 200 g, se lavaron
dos veces con PBS, se suspendieron en el tampoén de lisis hipotonico que contenian inhibidores de fosfatasas y
proteasas (Tris-HCI 25 mM pH 7,5, NaF 12,5 mM, ortovanadato de sodio 0,2 mM, cdctel de inhibidores de proteasa
al 1%, Sigma P8340) y se dejé que se hincharan durante 40 minutos. Se rompieron las membranas plasmaticas
mediante homogeneizacién de la suspension celular con una mano de almirez coénica en un tubo para
microcentrifuga (Eppendorf). Se afiadié Triton-X 100 a una concentracién final del 0,1% justo antes de la
centrifugacion a 1.000 g durante 3 minutos. Se separa el sobrenadante que consiste en la fraccion citoplasmatica,
del sedimento que consiste en los nlcleos. Se lavaron los nlcleos dos veces con el tampoén de lisis que contenia
inhibidores de fosfatasas y proteasas, se recuperaron mediante centrifugacion a 1.000 g y se extrajeron con tampoén
de muestra 4x (Laémmli 1970) durante 8 minutos a 100°C.

Inmunofluorescencia.

Se construyd un plasmido que codifica para RINF etiquetado con FLAG a partir de ADNc de células NB4. Se
insertaron los productos de PCR en el vector de expresion pFLAG-CMV-4 (Sigma). Se hicieron crecer células MCF7
sobre cubreobjetos y se transfectaron con constructos de RNIF etiquetado con FLAG segun el protocolo del
fabricante de Fugene HD (Roche). Dos dias tras la transfeccion, se lavaron las células una vez en PBS y se fijaron
durante 15 minutos en paraformaldehido al 2%. Se lavaron tres veces en PBS las células fijadas, se permeabilizaron
en Triton X-100 al 0,1% durante 10 minutos y entonces se incubaron en tampoén de bloqueo (PBS, BSA al 2%)
durante 30 minutos. Entonces se incubaron las células durante la noche con el anticuerpo primario (anticuerpo anti-
Flag M2 policlonal de conejo, Sigma) diluido 1:3.000 en tampdn de bloqueo (PBS, BSA al 2%), se lavaron dos veces
en PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario (anticuerpo anti-conejo conjugado con Alexa-488 de Molecular
Probes, Invitrogen) diluido 1:1.000 (PBS, BSA al 2%), durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
lavaron las células tres veces en PBS y se montaron en medio de montaje Vectashield con 4’,6-diaminidin-2-
fenilindol (DAPI, Vector Laboratories) para la contratincion de los nucleos. Se adquirieron imagenes
inmunofluorescentes mediante microscopia confocal en un microscopio laser confocal LSM510 META de Zeiss con
un objetivo de inmersion en aceite Plan Apochromat 63X N.A.1.4 usando el software LSM510 v4.0 (Zeiss).

Plasmidos para infecciones lentivirales.

Se adquirieron los plasmidos lentivirales (pLKO.1/shRNA/RINF) que seleccionan como diana la expresion de RINF
de Sigma (MISSION® disolucion madre en glicerol de ARNhc bacteriano) y los vectores control (controles
pLKO.1/TRC y pLKO.1/shRNA/scramble) los proporcionaron amablemente David Root y David M. Sabatini a través
de un acuerdo de transferencia de materiales (plasmidos de Addgene 10879 y 1864). Brevemente, se realizaron la
produccion de particulas lentivirales mediante cotransfeccion transitoria (Fugene HD, Roche) de células HEK 293T
con el sistema de empaquetamiento de 2° generacion (por ejemplo, plasmido de empaquetamiento psPAX2 y
plasmido de la envuelta pMD2.G) desarrollado por Trono’s lab (plasmidos de Addgene 12260 y 12259). Se
recogieron los sobrenadantes virales y se filtraron dos dias tras la transfeccion y entonces se aplicaron a células en
crecimiento para infeccion por centrifugacion (2400 rpm, 1 h a temperatura ambiente), que se llevé a cabo en
presencia de sulfato de proteamina (5ug/ml). Dos dias tras la infeccidn, se seleccionaron las células NB4 durante al
menos 2 dias con puromicina (Sigma) a 1 pg/ml.

Plasmidos e infecciones retrovirales

El vector retroviral del virus de células madre murino Mig-R1, que contiene la secuencia de entrada al ribosoma
interna del virus de la encefalomiocarditis y la proteina fluorescente verde (GFP) como gen indicador, lo proporciono
amablemente W. S. Pear (Universidad de Pensilvania, Filadelfia, PA). Se inserté RINF en Mig-R1 de modo que el
promotor con repeticiones terminales largas (LTR) viral en 5 dirige su expresion. Se transfectaron los constructos
Mig-R1 (Mig-R1/empty y Mig-R1/RINF) en la linea celular de empaquetamiento retroviral Phoenix para producir
sobrenadantes virales (pseudotipado VSV-G) que se recogieron 2 dias tras las transfecciones. Entonces se llevaron
a cabo infecciones en presencia de 4 pg/ml de sulfato de proteamina. Se clasificaron las células infectadas nueve
dias tras la infeccion para la fluorescencia de GFP.

URL

Se realizaron la organizacion gendmica y estructura exon-intrén de gen Cxxc[delta] usando fast DB (www.fastdb.
com) de acuerdo con la Grange P, Dutertre M, Martin N, Auboeuf D. FAST DB: a website resource for the study of
the expression regulation of human gene products. Nucleic Acids Res. 2005; 33:4276-4284. Se calculo la masa
molecular tedrica de la proteina RINF en el sitio web del servidor protedmico ExPASYy (sistema experto de analisis de
proteinas) (www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). Se realizé un analisis in silico del supuesto motivo NLS usando
PredictNLS (cubic.bioc.columbia. edu/predictNLS/).
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Resultados

A continuacion se describiran adicionalmente los resultados de los experimentos, con referencia a las siguientes
figuras:

La figura 1 muestra que CXXC5 (RINF) es una diana directa del acido retinoico. (A). Se midieron los niveles de
expresion de ARNm de RINF mediante RT-PCR cuantitativa tras 4 h de tratamiento con ATRA (1 uM). La inhibicién
de la traduccioén con cicloheximida (CHX) usada a 10 ug/ml no bloqued el aumento inducido por ATRA en el nivel de
ARNm de RINF, demostrando que este proceso no requiere sintesis de novo de la proteina, y sugiere fuertemente
que Rinf es una diana primaria del acido retinoico. El histograma representa las medias de dos tratamientos de
cultivo celular independientes (+/- e.e.m). (B). Unién in vivo de RARa y PML-RARGa al promotor de RINF en células
NB4. Se prepard cromatina reticulada a partir de células NB4 tratadas o no con ATRA 1 uM durante 3 h y se
inmunoprecipitdé con anticuerpos anti-RARa o anti-PML. Se sometieron los precipitados a analisis de PCR usando
pares de cebadores que abarcan los promotores del gen RINF o RARb2 humano. Se disefiaron los cebadores para
abarcar el supuesto elemento de respuesta a retinoides encontrado en el promotor de RINF (ggagttcatgaggtgagc) o
EL RARE bien establecido (ggttcaccgaaagttca) en el promotor de RARb2 (usado en el presente documento como
control positivo). Entrada: PCR realizadas con cromatina total a partir de células NB4 antes de IP. No Ab (sin control
de anticuerpo): PCR realizadas con la muestra obtenida tras IP con un anticuerpo irrelevante o sin ningun
anticuerpo.

La figura 2 muestra la estructura del gen Cxxc5 y el producto de proteina (RINF). (A) El gen Cxxc5 (Rinf) se localiza
en el cromosoma 5g31.3. El gen empieza 139.008.130 pb desde pter y termina 139.043.651 pb desde pter. Esta
orientado en el sentido de la hebra positiva y tiene 35.522 kpb de largo. (B) Organizacion genémica del gen Cxxc5
(Rinf). El gen esta organizado en 4 exones y el 95% del marco de lectura abierto estd ubicado en el ex6n 3. Un
supuesto elemento de respuesta a acido retinoico (RARE) de tipo de repeticion directa 2 (DR2) esta situado a -3116
pb en el sentido de 5’ del sitio de inicio de la transcripcion del exon 1. (C) Secuencia de aminoacidos predicha de
RINF segun una representacion de aminoacidos de una letra. El marco de lectura abierto predice una secuencia de
proteina de 322 residuos de aminoacido y un peso molecular tedrico de 32,98 kDa
(www.expasy.ch/tools/pi_tool.html). EI dominio de dedo de zinc esta subrayado. (D) Excepto el dominio de dedo de
zinc de CXXC, no se encontré ningun dominio estructural conservado. Se presenta una alineacion del motivo CXXC
de la proteina RINF con sus paralogos humanos. Los aminoacidos que son invariantes entre motivos CXXC estan
en color gris y los residuos de cisteina conservados estan en color rojo. La secuencia consenso para el dedo de zinc
de tipo CXXC puede definirse mediante Cx2Cx2Cx4-5Cx2Cx2C9-15Cx2Cx4cC.

La figura 3 muestra la expresion de RINF y la localizaciéon subcelular en células NB4 y otros tejidos y lineas celulares
mieloides. (A) Expresion relativa de niveles de ARNm de RINF (medidos mediante RT-PCR cuantitativa) durante el
tratamiento con ATRA (1 uM) de células NB4. (B) Expresion de proteina RINF en extractos totales de células NB4
tratadas o no con ATRA (1 uM). Se detecté RINF con anticuerpo de conejo policlonal personalizado (véase Métodos)
que detecta una banda especifica a 33 kDa. Se us6 actina como control de carga. (C) Expresion de proteina RINF
en fracciones citosdlicas y nucleares de células NB4 tratadas o no con ATRA (1 uM). Se detecté RINF con el
anticuerpo policlonal. En este experimento, se usaron PARP y actina como controles para evaluar la calidad, pureza
y carga de los extractos nucleares y citosdlicos. (D) RINF etiquetado con FLAG (verde; anticuerpo monoclonal anti-
FLAG conjugado con Alexa Fluor 488) se localiza en el nucleo (tefiido de azul con DAPI) de células MCF7
analizadas mediante microscopia confocal y de contraste por interferencia diferencial (DIC). Barra de escala, 10 pm.
(E) Expresion de ARNm de RINF en diversas lineas celulares mieloides medida mediante RT-PCR cuantitativa con o
sin ATRA a las 4 h de tratamiento (véase Métodos). Expresion de proteina RINF en diversas lineas celulares
mieloides (F) tratadas o no con ATRA (1 uM, durante 4 h), y en diversos tejidos humanos (G). Se cargaron las
mismas cantidades de proteina (determinadas con la prueba de ensayo BCA) para cada una de la linea celular
mieloide (20 ng) y extractos de tejido humano (65 pg, véase Métodos). Se usé actina como control de carga.

La figura 4 muestra que el silenciamiento mediado por ARNhc de Rinf confiere resistencia a la diferenciacion
terminal inducida por ATRA de células NB4. (A) Vectores de ARNhc lentivirales y sus secuencias diana de ARNm
usadas para silenciar la expresion de Rinf. Tras la infeccion y seleccion de células NB4 (véase Métodos) con los
constructos de vector lentiviral, se monitorizaron sus eficiencias para seleccionar como diana la expresion de Rinf
basal mediante RT-PCR cuantitativa midiendo los niveles de expresién de ARNm de RINF basal (indicados en % de
control simulado, el vector pLKO.1/Empty). Se obtuvieron los silenciamientos mas eficaces con los constructos
shRNA/RINF-3 y shRNA/RINF-4 (el 61% y el 85% respectivamente, en ausencia de ATRA). (B) Crecimiento celular
(duplicaciones de poblacion) de células NB4, que expresan de manera estable los constructos de ARNhc, en
presencia de ATRA (1 uM). El experimento cinético presentado (en este caso durante 12 dias de tratamiento con
ATRA) es representativo de tres experimentos independientes (realizados a partir de diferentes grupos de
infecciones). La muerte celular tras maduracion de células control se indica mediante una 1. (C) Expresion de ARNm
de RINF evaluada mediante RT-PCR cuantitativa (% de control simulado no tratado a las 12 horas de cultivo) y
diferenciacion terminal evaluada mediante la morfologia celular en el dia 4 (barra de escala, 25 um) y ensayo de
reduccion con NBT en el dia 2 (barra de escala, 25 um) de células NB4 infectadas con vectores Empty,
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shRNA/Scramble, shRNA/RINF-3 y shRNA/RINF-4. Se trataron o no células con ATRA (1 uM) durante cuatro dias
(primera tanda de ATRA, d0-4, panel izquierdo). Tras 2 semanas mas de cultivo en ausencia de ATRA,
shRNA/RINF-3 y shRNA/RINF-4, se trataron de nuevo las células que escaparon a la primera tanda de ATRA
(segunda tanda de ATRA, dias 20 a 24, panel derecho) durante cuatro dias con ATRA (1 uM).

La figura 5 muestra la expresion de RINF durante mielopoyesis normal. (A) Diferenciacién granulocitica inducida por
citocinas (IL3 y G-CSF a 20 ng/ml, SCF a 50 ng/ml) de células CD34+ mieloides (de un donante sano). Para la
morfologia celular (barra de escala, 25 um), se propagaron células sobre un portaobjetos de vidrio mediante la
centrifuga Cytospin, se secaron al aire y se tifieron con tincion de May-Grinwald Giemsa (MGG) en diferentes
puntos de tiempo de cultivo (desde el dia 2 hasta el dia 10). Para cada dia de cultivo registrado, se indica las fases
principales de la mielopoyesis observadas. En el dia 10, se diferenciaron terminalmente la mayor parte de las células
para dar granulocitos neutrdfilos polinucleares. En las condiciones experimentales, también se observaron unas
pocas células monociticas (no mostradas). (B) Expresion relativa de ARNm de diversos genes (medida mediante
RT-PCR cuantitativa) durante diferenciacion granulocitica inducida por citocinas de células progenitoras CD34+ (+/-
e.e.m).

La figura 6 muestra la implicacion funcional de RINF durante mielopoyesis normal. Se infectaron células progenitoras
mieloides CD34+ de tres donantes sanos (A, B y C) con constructos de ARNhc lentivirales que seleccionan como
diana la expresion de RINF (shRNA/RINF-3 y -4) o vectores control (empty y shRNA/scramble) y se trataron con
citocinas (IL3 y G-CSF a 20 ng/ml, SCF a 50 ng/ml) para dirigirlos a granulocitos. Para cada donante, se evalué la
diferenciacion mieloide cada dos-tres dias de cultivo mediante analisis de morfologia celular tras someterse a la
centrifuga Cytospin y tincion con MGG (barra de escala, 25 um). Diferenciacion celular de células progenitoras
cultivadas desarrolladas con diferentes cinéticas. La figura muestra la morfologia de las poblaciones celulares tras
14, 30 y 18 dias, respectivamente. Obsérvese que los cultivos celulares infectados con los constructos ShRNA-
RINF-3 o shRNA-RINF-4 presentan mas células inmaduras en la fase promielocitica/mielocitica (indicados mediante
las flechas) que los controles (cultivos celulares infectados con vectores empty o scramble). Para el donante A, la
cinética de la diferenciacion granulocitica fue rapida (hasta el dia 10) y sélo unos pocos macréfagos/monocitos
adherentes persistieron en los cultivo control en el dia 14.

La figura 7 muestra la expresion de proteina RINF en extractos totales de células NB4, NB4-LR1 y NB4-LR2 tratadas
con ATRA (1 uM). Se detectd RINF con el anticuerpo de conejo policlonal personalizado (véase Métodos) que revela
una banda especifica a 33 kDa. Se us6 actina como control de carga. La expresion de RINF fue mas pronunciada en
células NB4, que en los dos subclones resistentes NB4-LR1 y NB4-LR2.

La figura 8 muestra la expresion de ARNm de Cxxc5 en blastos derivados de tres pacientes con APL (positivos para
PML-RARa). Se trataron o no células con ATRA (1 uM) durante 4 h. Se han extraido datos de la base de datos
disponible para el publico Arrayexpress (E-MEXP-149). Se realizaron experimentos con microalineamientos por
Meani et al. segun Affymetrix Gene-Chip Human Genome HG-U133A y HG-U133B (2 hibridaciones representadas
para cada muestra). El tipo de cuantificacion usado para la medicion del valor de expresién es affymetrix:CHPSignal.
Las 3 sondas que seleccionan como diana la expresién de Cxxc5 eran la sonda a (222996_s_at), b(224516_s_at) y
€ (233955 x_at). Las dos lineas de puntos indican medias de grupos no tratados y tratados con ATRA. Se aplicé la
prueba de la t de Student para datos emparejados para mostrar que los valores para estos dos grupos eran
significativamente diferentes (valor de p < 0,05).

La figura 9 muestra que el silenciamiento mediado por ARNhc de Rinf retarda la diferenciacion terminal inducida por
ATRA de células HL60. Se infectaron células HL60 con los vectores lentivirales Empty, shRNA/Scramble,
shRNA/RINF-3 o shRNA/RINF-4 y se seleccionaron. Entonces se trataron o no células con ATRA (1 uM). Se evalué
la expresion de ARNm de RINF mediante RT-PCR cuantitativa (% de control simulado no tratado a las 6 horas de
cultivo). Se evalud la diferenciacion terminal mediante el ensayo de reducciéon con NBT en el dia 2 y mediante la
morfologia celular en el dia 6 y (barras de escala, 25 um).

La figura 10 muestra que la sobreexpresion de RINF no es suficiente para inducir la diferenciacion de las lineas
celulares NB4 y HL60. (A) Se usé un sistema retroviral derivado del virus de células madres murino (MSCV) para
sobreexpresar RINF en las dos lineas celulares. Se infectaron las células y se clasificaron 9 dias tras infeccion para
la expresion de GFP. (B) Para las dos lineas celulares, se midi6 la expresion de ARNm de RINF (en este caso en el
dia 10) mediante RT-PCR cuantitativa y se represento6 en el % de su control simulado respectivo (+/- e.e.m). (C) Se
sometieron las células a la centrifuga Cytospin y se tifieron con MGG para el analisis de la morfologia celular en este
caso visualizadas a dos magnitudes diferentes (barras de escala, 25 um). No se observé ninguna sefial de
diferenciacién ni siquiera tras 10 dias de sobreexpresion de RINF. Se observé de manera sistematica un pequefo
porcentaje de muerte celular (aproximadamente el 10% del total) en cultivos celulares que sobreexpresan RINF.

La figura 11 muestra la expresion de ARNm de Cxxcb en células CD34+ derivadas de 55 pacientes que presentan
mielodisplasia (MDS). Se han extraido datos de las bases de datos disponibles para el publico Arrayexpress (E-
GEO-4619) y Gene Expression Omnibus (GDS2118). Se realizaron experimentos con microalineamientos por
Pellagatti et al. de acuerdo con los microalineamientos GeneChip Human Genome U133 Plus 2.0 (Affymetrix). Cada
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punto representa 1 paciente con MDS o un individuo sano. Las tres lineas de puntos indican las medias de grupo
(998,1, 512,2 y 985,9) para donantes sanos normales (n=11), MDS con delecién 5q (n=20) o MDS sin del 5q (n=35).
Los valores para normal y MDS con del(5q) fueron significativamente diferentes segun la prueba de Wilcoxon para
dos muestras (p<0,003). URL: http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ (ArrayExpress) y http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
(Gene Expression Omnibus)

La figura 12 muestra la expresion de ARNm de RINF detectada mediante RQ-PCR en células de la médula dsea de
pacientes con diversas hemopatias

La figura 13 muestra la expresion de ARNm detectada mediante RQ-PCR en células sanguineas de pacientes con
diversas hemopatias.

La figura 14 muestra la expresion de RINF en tumores sélidos

La figura 15 muestra la expresion de RINF en tumor frente a benigno de muestras coincidentes de pacientes con
cancer de tiroides.

Resultados experimentales

Identificacién de Cxxc5, un gen inducido de manera temprana mediante acido retinoico en la linea celular NB4

En esta busqueda de nuevos genes diana de acido retinoico en APL, se realizaron experimentos con
microalineamientos usando células NB4 tratadas durante cortos periodos de tiempo (90 minutos y 3 horas) con
ATRA (1 pM). Los analisis de expresion de microalineamientos permitio identificar 35 genes regulados por
incremento de manera sistematica a los 90 minutos de tratamiento, con al menos una induccion doble en
comparacion con control no tratado, y que permanecié regulada por incremento tras 3 horas (tabla 1). Tras el
analisis y la clasificacion cuidadosos de estos 35 genes, se identificaron nueve genes que codifican para factores de
transcripcion supuestos o bien conocidos. Los demas 26 genes no cumplieron con los criterios para ser supuestos
factores de transcripcion segun la ontologia génica y/o el analisis de secuencia. Siete de los nueve genes candidatos
codifican para factores de transcripcion bien caracterizados, que se sabe que se expresan en el tejido mieloide
durante la diferenciacion granulocitica o monocitica. De manera importante, seis de estos genes se han identificado
previamente como inducidos de manera temprana por acido retinoico en células NB4, siendo cinco dianas directas.
Estas observaciones confirmaron y validaron la precision de la seleccidon con microalineamientos.

Tabla 1 Resultados de microalineamientos y procedimiento de seleccion para identificar genes diana de expresion
temprana de acido retinoico en células NB4.

Mumero de sondas " Genes Faglores
nucleares
regulado por i
detectado® incrementot regulado regulado cotlﬁic:r [Ci
por incremento por incremento po
en comuni en comun§
Tratamiento  cpontral ATRA
con células NB4 (1pM)
90 min. 15853 16299 26
3h 16062 14464 313 } 40 35 9
3h 16869 16166 240

* Numero de sondas con una sefial fiable detectadas de las 31.700 sondas presentes en el alineamiento.

T Numero de sondas con una sefial aumentada en al menos dos veces tras tratamiento con ATRA (en comparacion
con el control no tratado correspondiente). * Tras la normalizacién (véase métodos), 40 sondas presentaron una
sefial fiable regulada por incremento de manera sistematica tan pronto como a los 90 minutos y que aun estaban
reguladas por incremento de manera sistematica a las 3 horas (se han realizado experimentos con
microalineamientos por duplicado en ese tiempo). § Tras el filtrado de los genes redundantes y las manchas no
fiables (si sefal/ruido < 3 en los 6 alineamientos), se identificaron mas de 35 genes como regulados por incremento
en estas condiciones. || A partir de esta lista de 35 genes candidatos, se clasificaron 9 como genes que codifican
para “factores de transcripcion potenciales o conocidos”

Esto se refiere a Cxxch, una secuencia genodmica hasta el momento no sometida a ninguna caracterizacion
funcional.
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Se realizé la eleccion tras dos hallazgos experimentales decisivos. En primer lugar, el analisis de RT-PCR
cuantitativa (figura 1A) confirmé de manera exquisita la induccion por ATRA de la expresion de ARNm de Cxxc5 (en
este caso observada a las 4 horas de tratamiento con acido retinoico). En segundo lugar, el pretratamiento de
células NB4 con el inhibidor de la sintesis de proteinas, cicloheximida, 30 minutos antes de la adicion de retinoides y
que se continué durante 4 horas, no bloqueod la regulacion por incremento de ARNm de CXXC5 por ATRA (figura
1A). Estos experimentos indican que la transcripcion de Cxxc5 mediada por ATRA no requiere sintesis de novo de la
proteina y sugieren que Cxxc5 es una diana primaria del acido retinoico. Esto se ha confirmado mediante
experimentos de ChIP (figura 1B) que demostraron una union directa de receptores de retinoides (RAR y/o PML-
RARa al promotor del gen Cxxc5 en células NB4.

Caracterizacion in silico del gen Cxxch

En la figura 2, se resumen brevemente las principales caracteristicas gendmicas de Cxxc5 (ENSG00000171604)
disponibles de bases de datos. El gen Cxxc5 esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 5, en 5q31.3 (figura 2A).
El gen abarca 35,5 kpb y esta organizado en 4 exones (figura 2B). La regién promotora en el sentido de 5’ de este
gen aun no se ha analizado funcionalmente, pero de manera relevante para este estudio, contiene un posible
elemento de respuesta a retinoides a -3116 pb del sitio de inicio de la transcripcion. A pesar de la existencia de dos
posibles sitios de inicio de la transcripcion alternativos, uno en el exén 1 y el otro en el exén 2, las dos secuencias de
ARNmM revelan el mismo marco de lectura abierto con el codén de iniciacion en el exén 3. La traduccién conceptual
predice una proteina de 322 aminoacidos (figura 2C) y un peso molecular tedrico de 32,98 kDa. El analisis de
secuencia de proteina reveld un unico dominio conservado, un motivo de dedo de zinc CXXC tipico (Cx2Cx2Cxs-
5Cx2Cx2C9-15Cx2Cx4C) entre los aminoacidos 257 y 302, en las proximidades del extremo C-terminal. Este motivo
que se sabe que contiene ocho residuos de cisteina conservados coordinando dos iones zinc se encuentra en otras
once proteinas (a menudo proteinas asociadas con cromatina) y se supone que reconocen CpG no metilado. La
figura 2D presenta una alineacion de todos los miembros conocidos de la familia de proteinas que portan este
motivo.

Perfil de expresién génica de Cxxcb en células promielociticas tratadas con retinoides

De acuerdo con estos datos de microalineamientos, el analisis del transcurso temporal de los niveles de ARNm de
CXXC5 (mediante RT-PCR cuantitativa) demostré una inducciéon doble tan pronto como a los 90 minutos de
tratamiento con ATRA (figura 3A). El nivel de transcripto de Cxxc5 alcanzd su mayor nivel a las 12 horas de
tratamiento (aproximadamente seis veces el nivel de expresion observado en el control no tratado). Entonces, su
nivel permanecio regulado por incremento de manera estable durante al menos 48 horas (figura 3A). Para corroborar
la expresion de Cxxcb y la induccién a nivel de proteina, se personalizd un anticuerpo policlonal dirigido contra los
aminoacidos 45-58 de la cadena polipeptidica de CXXC5 predicha (véase Métodos). El nivel de expresion basal de
la proteina CXXC5 fue muy bajo en extractos de células NB4 no tratados (figura 3B) pero aparecié una banda
intensa, especifica para la proteina CXXC5 (verificada mediante competencia con el péptido inmunégeno, no
mostrado), en el peso molecular esperado de 33 kDa en el plazo de 4 horas tras el comienzo del tratamiento con
ATRA. La cinética de induccion de la proteina CXXC5 esta de acuerdo con la induccién observada a nivel de ARNm.
De manera interesante, en comparacion con células NB4, se observé sélo una induccion muy débil de la proteina
CXXCS5 tras el tratamiento con ATRA de los subclones resistentes a la maduracion NB4-LR1 y NB4-LR2 (figura 7).
Estas observaciones eran compatibles con una posible participacion de CXXC5 durante la maduracién terminal de
células de APL. Ademas, los datos extraidos de las bases de datos de microalineamientos disponibles para el
publico (figura 8), confirmaron la induccién temprana de ARNm de Cxxc5 por ATRA en células primarias de
pacientes con APL, validando los datos obtenidos con la linea celular NB4.

Localizacién subcelular del factor nuclear inducible por retinoides, RINF (CXXC5)

El analisis de inmunotransferencia de tipo Western de fracciones nucleares y citoplasmaticas de células NB4
tratadas con ATRA detecto6 claramente la expresion de CXXC5 en los extractos nucleares (figura 3C). Este nivel de
expresion aumentado duré al menos 48 horas. Debido a que el anticuerpo policlonal apenas detecté el epitopo
relevante (aminoacidos 45-58) de la proteina nativa plegada, se generd un plasmido que codifica para un CXXC5
etiquetado con FLAG para experimentos inmunoquimicos in situ. El analisis confocal in situ de células MCF7
transfectadas de manera transitoria con este constructo mostré una fuerte tincién nuclear (figura 3D) y confirmé el
patron de localizacion nuclear de la proteina CXXC5. De manera importante, de una célula a otra y segun el nivel de
sobreexpresion, el patrén de fluorescencia se asocio parcialmente a una matriz de cromatina fina, nucleoplasma y/o
estructuras puntuales diferenciadas en el ndcleo. Sin embargo, no se detectd ninguna sefial fluorescente en la
membrana nuclear o en los nucléolos.

Basandose en estas evidencias experimentales, se propuso renombrar CXXC5 como RINF, para Retinoid-Inducible
Nuclear Factor, factor nuclear inducible por retinoides. De acuerdo con este nombre propuesto, un analisis detallado
de la secuencia de RINF (CXXC5) reveld una supuesta sefal de localizacion nuclear (NLS, Nuclear Localization
Signal) entre los residuos de aminoacido 257 y 262 (KKKRKR), ubicados en la base N-terminal del dominio de dedo
de zinc.
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Patrones de expresion de RINF en diferentes lineas celulares mieloides y diversos tejidos humanos

También se evaluaron los niveles de expresion basal del gen Rinf en otras lineas celulares mieloides (figuras 3E-F) y
en diversos tejidos humanos (figura 3G) asi como su posible regulacion por retinoides. Las lineas celulares mas
inmaduras sometidas a prueba, células K562 y LAMA-84 mostraron los mayores niveles de ARNm de RINF (16 y 12
veces el nivel basal de células NB4, respectivamente) y también la mayor expresion de proteina RINF. Ni los niveles
de ARNm de RINF ni los de proteinas parecian estar regulados por incremento tras tratamiento con ATRA en estas
lineas celulares (figuras 3E-F). En comparacion, las lineas celulares HL60 (subtipo M2) y NB4 (subtipo M3) albergan
ambas bajos niveles basales de ARNm de RINF y proteina. De manera importante, el tratamiento de estas ultimas
lineas celulares con ATRA indico que las células HL60 (que se sabe que se embarcan en diferenciacion terminal tras
un tratamiento de ese tipo) se comportan de manera similar a las células NB4 con respecto a la induccion de RINF
(en este caso observada a las 4 horas), tanto en el nivel d¢ ARNm como de proteina. De manera importante, esta
induccion en HL60, una linea celular que carece de la expresion del receptor quimérico PML-RARa demuestra que
no se requiere PML-RARa para la induccion de RINF por ATRA. De acuerdo con esta observacion, se observé que
ATRA también induce la expresion de ARNm de RINF en dos otras lineas celulares con un nivel de expresion basal
similar al de las células NB4 (datos no mostrados), el carcinoma de pulmén A549 (un aumento de tres veces) y las
células de cancer de cuello uterino HelLa (un aumento de dos veces). Finalmente, para sustanciar el hecho de que
no se limitd la expresion de RINF a tejido mieloide, se ha realizado un analisis de inmunotransferencia de tipo
western con diversos extractos de proteina de diferentes érganos (figura 3G). La proteina RINF mostré diferentes
niveles de expresion en los tejidos humanos sometidos a prueba, el mayor nivel de expresion fue en la placenta y el
menor en el cerebro. Conjuntamente, estos datos indican que la expresion regulada y la supuesta funcion de RINF
no dependen de la expresion de PML-RARa y abarca un campo de interés mucho mas amplio que la patologia APL.

Se requiere expresion de RINF para la diferenciacion de células de leucemia promielocitica

Con el fin de investigar la posible implicacion de RINF en la diferenciacion terminal de células NB4 tras tratamiento
con ATRA, se realizé un enfoque de interferencia de ARN usando ARNhc administrados ,mediante vectores
lentivirales (figura 4A). Tras la infeccion y seleccion de células NB4 que expresan de manera estable cada uno de
los 5 diferentes constructos de ARNhc dirigidos contra ARNm de RINF, se comparo su eficiencia (con respecto al
nivel de expresion de ARNm de RINF basal diana) con vectores control, uno que expresa ARNhc desordenado
(scrambled) y uno que es el vector vacio (empty). Se observaron las dos mejores eficiencias de silenciamiento con
shRNA/RINF-3 (61%) y shRNA/RINF-4 (85%) con los que no se observaron cambios de proliferacion ni alteraciones
morfolégicas en células NB4 en ausencia de retinoide. Con tal eficiencia de silenciamiento (figura 4A), podria
esperarse de manera razonable el bloqueo de manera eficiente de la induccién de ARNm de RINF por ATRA en una
importante proporcion de las células, y de esta manera, evaluar la consecuencia del fenotipo celular tras tratamiento
con ATRA.

De manera sorprendente, la expresion de estos dos constructos de ARNhc proporciona a la poblacién de células
NB4 la capacidad de proliferar en presencia de doses farmacoldgicas de ATRA (figura 4B). De hecho, mientras que
las células que expresan vectores control se diferenciaron de manera ineludible y murieron en el plazo de una
semana tras tratamiento con ATRA, ambos cultivos celulares infectados con los vectores lentivirales o bien
shRNA/RINF-4 o bien shRNA/RINF-3 sortearon la detencién del crecimiento (figura 4B) y el proceso de
diferenciacion terminal (figura 4C). Se evalud la eficiencia de la estrategia de interferencia de ARN para bloquear la
expresion de ARNm de RINF inducida por ATRA mediante RT-PCR cuantitativa (figura 4C) a las 12 horas de
tratamiento, un tiempo en el que la expresion de ARNm de RINF fue maxima (véase también la figura 3A). De
manera importante, los niveles de silenciamiento obtenidos con shRNA/RINF-3 (aproximadamente el 50%) y shRNA/
RINF-4 (60%) en comparacion con vectores control tratados con ATRA, eran suficientes para rescatar
aproximadamente el 30%-50% de las células NB4 de la diferenciacion terminal tal como se evalia mediante la
reduccion de NBT y el analisis morfoldgico (figura 4C, panel izquierdo).

Cabe destacar que estas células (shRNA/RINF-3 y -4) continuaron proliferando en presencia de retinoides e, incluso
tras dos semanas de cultivo sin ATRA (desde el dia 6 hasta el 20), se confirmé su resistencia a ATRA, y permanecio
estrechamente asociada con un bloqueo eficiente en la expresién de ARNm de RINF (figura 4C, panel derecho).
Conjuntamente, estos resultados demuestran que el silenciamiento de RINF mediado por ARNhc confiere
diferenciacion terminal inducida por ATRA de células de leucemia promielocitica y sugieren fuertemente que se
requiere la expresion de RINF para la maduracién terminal inducida por retinoides de células NB4.

Entonces se evalud la contribucion de RINF en la linea celular HL60 comprometida en la ruta de diferenciacion
granulocitica con dosis farmacolédgicas de ATRA (figura 9). Tal como se observa con células NB4, los dos ARNhc
seleccionan como diana de manera €eficiente la expresion de RINF (figura 9) y retardan el proceso de maduracion
evaluado mediante NBT y analisis morfolégico, respaldando la implicacion funcional de RINF durante la
diferenciacion granulocitica. Sin embargo, a diferencia de células NB4-shRNA/RINF que continuaron creciendo en
presencia de retinoides, las células HL60-shRNA/RINF tratadas con ATRA declinaron de manera inevitable y
murieron en el plazo de 12 dias.

Finalmente, se cuestionod si la sobreexpresion de RINF seria suficiente para inducir la maduracion granulocitica de
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células NB4 o HL60 en ausencia de ATRA (figura 10). Los datos indican que la expresion de RINF ectdpica (figura
10 B) es necesaria pero no suficiente para desencadenar la diferenciacion granulocitica de células leucémicas. En
efecto, incluso tras 10 dias de sobreexpresion de RINF, no se observd ningun signo de diferenciacion ni a nivel
morfolégico (figura 10, panel C), ni a nivel molecular (usando el marcador de superficie anti-CD11b, datos no
mostrados).

Funcion y expresion de RINF durante mielopoyesis dirigida por citocinas de células progenitoras CD34+ normales

Los hallazgos anteriores indican claramente un amplio espectro de expresion de RINF en tejidos hematopoyéticos y
otros tejidos humanos. Estos datos indicaron que aunque inducible mediante concentraciones farmacolégicas de
ATRA y requerida para la diferenciacion de algunas células de leucemia mieloide, la expresion de RINF puede
regularse bien fisioldgicamente mediante citocinas durante la mielopoyesis de células progenitoras normales. En
este caso, su expresion regulada podria representar un acontecimiento mas general que también se produce
durante el desarrollo normal a lo largo del linaje granulocitico.

Para someter a prueba esta hipotesis, se examin6 la expresion de RINF durante la diferenciacion granulocitica
inducida por citocinas de células CD34+ aisladas de médula 6sea de un donante adulto sano. Se evalud la
diferenciacion mediante cambios morfolégicos (figura 5A) y andlisis de expresion de CD34, CD11b y G-CSFR de
manera comparativa con RINF (figura 5B). Se determiné el perfil de expresion de transcurso temporal de los niveles
de ARNm de RINF mediante analisis de RT-PCR cuantitativa. Tras una disminucion inicial (desde el dia 2 hasta el
4), el nivel de ARNm de RINF alcanz6 su expresion minima entre el dia 4 y 6, un tiempo en el que la mayor parte de
las células en cultivo estaban en la fase blastica y promielocitica. Mas tarde, entre el dia 6 y 8, la expresion de
ARNm de RINF aumentd aproximadamente 3,5 veces desde su nivel minimo, de manera concomitante con respecto
a la maduracion celular terminal para dar mielocitos, metamielocitos, y en ultima instancia, para dar neutrdfilos
polinucleares de corta vida (figuras 5A-B). La deteccion de ARNm de RINF en células progenitoras CD34+ y en
células hematopoyéticas normales durante la diferenciacion dirigida por citocinas confirma que su expresion no se
limita a células de APL (y, por tanto, no depende de la expresion de PML-RARa) y, de la manera mas importante,
que su induccidn no se limita a sefializacion farmacolégica de ATRA. Estos datos concuerdan con su posible papel
durante la mielopoyesis normal.

Con el fin de evaluar la relevancia funcional de la expresion de RINF durante la mielopoyesis normal, se infectaron
células progenitoras CD34+ dirigidas hacia el linaje granulocitico mediante tratamiento con citocinas, con los
constructos de ARNhc lentivirales para silenciar la expresion de RINF. Como las células no infectadas, la mayor
parte de las células infectadas con vectores control (shRNA/scramble y control simulado) maduraron para dar
granulocitos polinucleares (figuras 5A y 6) antes de morir y se disgregaron progresivamente en cultivos celulares (no
mostrado). En los tres cultivos celulares sometidos a prueba de donantes diferentes, se produjo diferenciacion
granulocitica con diferentes cinéticas (véase la figura 6), acabando todos los cultivos con maduracién celular para
dar neutrdfilos polinucleares que murieron rapidamente. Sélo unos pocos monocitos y macrofagos adherentes al
plastico, que se sabe que tienen una vida mucho mas larga, persistieron en los cultivos. De manera importante, las
poblaciones celulares infectadas en las mismas condiciones con shRNA/RINF-3 y shRNA/RINF-4 (figura 6)
mostraron una acumulacion significativa de células inmaduras (promielocitos y mielocitos). Esta diferencia en la
maduracién granulocitica, observada con los dos ARNhc en comparacién con los cultivos control, reflejaron de
manera sorprendente los resultados obtenidos con las lineas celulares leucémicas tratadas con ATRA, NB4 y HL60,
y sugiere un papel similar de RINF durante la mielopoyesis normal.

Discusién

El proceso de muiltiples fases de diferenciacion de células hemopoyéticas ha servido durante mucho tiempo como
estudio modelo para el entendimiento de la etilogia tumoral y para el disefio de estrategias terapéuticas. Las
molestias en los programas de desarrollo que rigen la produccién de células funcionales maduras resultan con
frecuencia de alteraciones genéticas o epigenéticas (deleciones génicas, mutaciones, metilacion, etc.) en un nimero
limitado de genes reguladores clave, cuyas funciones predilectas son transduccién de sefales y/o control de la
transcripcion génica. En el caso particular de tumores malignos hemopoyéticos, esta ultima década ha traido
grandes avances en el hallazgo de estos genes reguladores clave pero sigue existiendo incertidumbre acerca de su
jerarquia funcional.

En el presente estudio, se ha identificado y caracterizado un miembro novedoso de la familia del dedo de zinc,
CXXC5 (RINF), y se ha mostrado su implicacion durante la diferenciacion terminal inducida por retinoides de células
de leucemia mielocitica, pero también durante la mielopoyesis normal dirigida por citocinas. Las proteinas que
contienen dedo de zinc constituyen una de las superfamilias de proteinas mas grandes en el genoma de mamiferos
y pueden clasificarse en familias de proteinas evolutivas y funcionalmente divergentes, con dominios conservados
estructuralmente diferentes que interaccionan con ADN, ARN, lipidos u otras proteinas. El dedo de zinc de tipo
CXXC se encuentra en un pequefio subconjunto de proteinas (figura 2) implicado en la remodelacion de cromatina a
través de sus actividades histona metiltransferasa (MLL, MLL2), histona desmetilasa (FBXL-10, -11, -19), ADN-metil-
transferasa (DNMT1) o de unién a CpG (CGBP, MBD1). Se ha mostrado que los dominios de CXXC de MLL, CGBP
y MBD1 se unen a CpG no metilado y el motivo KFGG conservado (en el segundo ligador del dedo de zinc) es
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esencial para este reconocimiento. Se espera que los paralogos que carecen del motivo KFGG (CXXC-4, -5, -6 y -
10, figura 2) no compartan esta ultima propiedad y uno de los desafios futuros sera identificar la(s) diana(s)
molecular(es) reconocida(s) por este subconjunto especifico de proteinas con dominios de CXXC conservados pero
que carecen del motivo KFGG. De manera interesante, se han implicado anteriormente tres miembros de la familia
tipo CXXC (que contienen o no el motivo KFGG), MLL, MLL2 y LCX, en leucemogénesis a través de translocaciones
cromosomicas o reordenamientos internos. MLL es uno de los genes mas frecuentemente translocados en leucemia
y a pesar de mas de 30 componentes de fusion diferentes que se han descrito, el dominio de CXXC se retiene en
todas las proteinas de fusion de MLL conocidas y el dominio parece ser esencial para la transformacion mieloide,
respaldando la importancia biologica de este subtipo de dedo de zinc incluso si el mecanismo de accién esta aun por
dilucidar.

La expresion y los componentes de induccion del gen Cxxc5 (Rinf) notificados en el presente documento soportaron
una implicacién funcional de RINF tanto en mielopoyesis normal como tumoral, al menos en las Ultimas fases del
proceso de maduracion (promielocito, mielocito). Los experimentos de silenciamiento, usando direccionamiento de
ARNi especifico, demostraron adicionalmente que la expresién de RINF era necesaria para el proceso de
diferenciacion terminal de células de leucemia promielocitica. Sin embargo, y de manera importante, este estudio
apoya claramente la idea de que la fisiopatologia de Rinf no se limita a APL, sino que puede tener una implicacion
mas amplia en otros tumores malignos hemopoyéticos y la hemopoyesis normal. Por tanto, el estado de Rinf (tal
como mutaciones, expresion/induccion aberrante) puede tener valor predictivo para la capacidad de respuesta a
ATRA, y por tanto ser una importante herramienta para la toma de decisiones sobre regimenes terapéuticos para
pacientes con ALM.

En el contexto clinico, una perspectiva interesante referente a la biologia de Cxxc5 (Rinf) sera evaluar si su
expresion desregulada podria contribuir a la etiologia de algunas enfermedades hematolégicas. En efecto, la
delecion intersticial o la pérdida completa del brazo largo del cromosoma 5 son anomalias cromosémicas
recurrentes en trastornos mieloides malignos caracterizados por mielopoyesis anémala y un exceso de blastos en la
médula ésea, como mielodisplasia (MDS, a menudo descrita como trastorno preleucémico) y leucemia mieloide
aguda (ALM). A pesar de estudios extensos que han delineado la principal regién delecionada comunmente (CDR)
para la banda cromosémica 5g31, aun no se han identificado los genes supresores de tumores candidatos que se
supone que contribuyen a la leucemogénesis en esta region de 4 Mpb de tamafo. Es importante observar que,
dentro de ese segmento, Rinf se localiza a menos de 20 kpb del marcador distal D5S594 que delinea la menor CDR
(menos de 1 Mpb) descrita en su fecha. De manera sorprendente, el gen Rinf se ha escapado hasta el momento a la
investigacion funcional y genética, probablemente debido a que se ha considerado que el gen se localiza fuera de la
CDR. Aun asi, la estrecha proximidad de Rinf con la CDR puede afectar a la expresion de Rinf debido a la pérdida
de secuencias reguladoras en el sentido de 5 del gen identificado, asi como a deleciones mas distantes dentro de
5q31. Estos hallazgos combinados con datos en la bibliografia llevaron a los solicitantes a considerar que Rinf es un
fuerte candidato de gen supresor de tumores de transformacion de células mieloides. De manera interesante, la
exploracion de bases de datos de microalineamientos disponibles para el publico para patologias mieloides, ha
traido a luz una menor expresiéon de ARNm de RINF en células CD34+ de pacientes mielodisplasicos con delecion
5q en comparacién con donantes sanos normales (figura 11). Esta observacion es compatible con un supuesto
mecanismo de haploinsuficiencia y sera importante evaluar la contribucién genuina de la desregulacion de rinf en
estas hemopatias, como se ha descrito recientemente para el gen ribosémico rpS14 (ubicado en 5932 en una CDR
distinta) en otro subgrupo de MDS con anemia que no responde al tratamiento, el sindrome del 5q.

Puesto que la expresion de Rinf no se limita a tejido mieloide, este gen también puede estar implicado en el
desarrollo y/o la homeostasis de otros tejidos. Su induccion directa por retinoides, que no requiere sintesis de novo
de un regulador proteico intermedio, sugiere que Rinf podria mediar, al menos en parte, en algunos de los efectos
pleiotropicos de los retinoides, por ejemplo tales como su accién antiproliferativa en diversos tumores solidos,
incluso independientemente de cualquier diferenciacion. Tomados en conjunto, estos hallazgos apoyan la hipotesis
que la expresion de Rinf, inducible farmacolégicamente por retinoides en diferentes tejidos, pueden tener un gran
interés debido a su probable implicacion en varias patologias y procedimientos de desarrollo.

SEQ ID NO 1 - 5 274097 295972

Organizacion solicitante:

Calle:

Ciudad:

Estado:

Pais:

Cadigo postal:

Numero de teléfono:

Numero de fax:

Direccion de correo electronico:

<110> Nombre de la organizacion: Bergen Teknologioverfaring AS

14



ES 2 542 866 T3

Proyecto de solicitud

<120> Titulo: Factor inducible por retinoides novedoso y usos del mismo
<130> Referencia de expediente de sol.: P11828NO01

<140> Numero de sol. actual:

<141> Fecha de presentacion actual: __ - -

10

Secuencia

<213> Nombre de organismo: Homo sapiens
<400> Cadena de secuencia pre.:

grtttgoogg cagocococgg gcageogttca tagorcctgc cogggogogc gogoggeggo &0
ggcggcagag goggcetgago ctgagogggg atgtagagge ggoggcagea gaggoggoac 120
tggcggcaag agcagacgcc cgagccgagc gagaagagcg gcagagcctt atccoctgaa 180
gCogggocce gogtcocagc cCtgoCCagc Ccogogoccag tcatgogogoc cgoctgotoa 240
gtcCcgggogc cgcacgotga gooctcogic cgogagocgc gotcagoctcg ggggtgatta 300
gttgctitit gttgtitttt aatttgggcc goggggagdy 99agdagugd caggtgctgc 360
aggctccococ cocctococge ctcgggocag ccgoggogge gcgactcdgg ctccggacco 420
gggcactgct ggcggotgga goggagcgca cCcgoggcggt ggtgoccaga goggagcgea 480
gCttcoctgor CocgCcococtocl coctocggoct cgoggogacg doggooggtgy cgocttggac 540
gactcggaga gecggttcgg tgogogoccg gdggocggagt togotgoaag toggoggaaa 600
gtttggctac gogggttccc cogaagttca gaﬁtgaagac atttccacct ggacacctga 660
ccatgitgoct geoctgagca gogaggocca Coaggcatct ctgttgtggy cagoaggacc 720
aggtcoctggt ctgtggacce tocggcagttg gcaggctoccc toctgoagtgg ggtctgggoc T8O
teggoccoccac catgtcgagc ctoggeggty gotcccagga tgocggoggc agtagcagca B40
gCagcaccaa tggcagoggt ggcagtgoca goagtggoccc aaaggcagga goagcagaca 900
agagtgcagt ggtggctgoo googcaccag cotcagtgygc agatgacaca ccaccocccg 960
agcgtcggaa caagagoggt atcatcagtyg agcccctcaa caagagoctg cgecgotccoe 1020
goccgetocte ccactactct tocttttggca gcagtggtgg tagtggoggt ggcagcatga 1080
tgggcggaga gtctgctgac aaggocactg cggotgoage cgotgoctco ctgttggoca 1140
atgggcatga cctggoggeg goecatggogg tggacaaaag caaccctacc tcaaagcaca 1200
aaagtogrtac tgtggccage ctgetgagca aggcagageg ggccacggag ctggcageco 1260
agggacagct gacgctgeag cagttigodc agtccacaga gatgotgaaq cgogtggtgc 1320
aggagcatct cocgotgatg agogaggcgg gtgctggoct goctgacatg gaggotgtgg 1380

15
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caggtgccga
acccaggect
tggcgggect
agaagaageo
agtgcageag
aggaactcaa
ccttococggtya
ctgctogtgt
gadccaaaaa
cgtttiaaca
ttcggaagaa
gggcaaagaa
gatgcagttit
taagcactac
tttccgacca
atgn'gatgg
agggagctca
actgggatce
tccattgega
dadataagtc
ggtccoctge
cacggocage
ttgtgaataa

ddaddadaaaa

agcecotcaat
cttcattatg
gogctgagtac
gaaacgctgeo
ttgtaggaat
aaagaagcct
gtttcagtga
ggtctccage
tattctctca
tctccacgtc
caacaacaaa
tggacaatca
ttgtgtagag
tgtaatttag
tgaaatagtg
cgccgtgtag
cagaagogga
cocaccoccaa
tctaggggage
CLTtttttct
togtgogagt
ttectgctga
aacgaatgca

daadddaaa

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud: 2778
Nombre de secuencia: rinf1
Descripcion de secuencia:

Secuencia

<213> Nombre de organismo: Homo sapiens

ggccagtocg
acccoggcag
cccatgeagg
ggcatgtgog
cgaaagactg
tcogotgote
cggcggcgga
aagggattcyg
cagatttcat
cctagcataa
aaagaggtaa
gtttccitcc
ddatgtaaatt
cacagtttaa
catagtttgc
aagccgetct
gggagcacca
cagtgatttt
cecatctega
ggccttgecta
gggtccccag
tgaacatgct

tgtttgtgtc

<400> Cadena de secuencia pre.:

ES 2 542 866 T3

acttccoccta
gtgrgttcct
gagagcrgge
cgecctgocg
gccatcagat
tggagaagat
acccaaaget
ggcgaagaca
toctgttttt
aaagaaaaag
agacgaatct
tgtgtcgaty
ttctgtaacc
ctccaccctc
ctggagaatc
gtatccatcc
ggccagctga
ggaaaaaaaa
tatttccaat
atggcaacag
ggggoococt
gtttgtattg

acgaaaaaas

16

cctgggogot
ggccgagagc
ctctgocatc
goggogeate
ttgcaaattc
gatgcttccg
gececteteeyg
aacggatgca
atatatatat
daadaaattt
ataaagtacc
tocgatgttgt
ttttgaaatc
atttaaactt
cactcacgtt
acgcgtgoag
gctgcaccca
atgaaagttc
cotggetact
dagaadagggce
gcggoctggg
ttttaggaaa

daddadaaaa

ttocccecatca
gcgctgcaca
agctcocggea
aactgcgage
agaaaatgtg
acgggagccg
tgcaatgica
cccgtcttta
ttrttgttgt
daactgcttt
gagacttect
ctgtgcagga
tagttactaa
cctttgattc
cataaagaga
agctgccage
cagtcccgag
tgttcgttta
ttrcttagag
ttctttgogt
cCoccctgec
ccaggotgtt

dadadadaaa

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2778
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15

20

25

30

atgtcgagec
ggcagcggtg
gtggctgecg
aagagcggta
cactactctt

tctgctgaca

ctggcggegg
gtggocagec
acgcrgoage
ccgetgatga
gocctcaaty
ttcattatga
gctgagtace
aaacgctgcg
tgtaggaatc
aagaagcctt

tttcagtga

tcggoggtgy
gcagtggeag
cogcaccageo
tcatcagtga
cttttggcag

aggccactgc

ccatggoggt
tgctgagcaa
agtttgcgca
gcgaggcgag
gecagtecga
cccoggoaag
ccatgcaggg
gcatgtgege
gaaagactgg

ccgotgotot

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud: 969
Nombre de secuencia: rinf2
Descripcion de secuencia:

Secuencia

ctcccaggat
cagtggccea
ctcagtggea
gcccctcaac
cagtggtggt
ggctgcagec

ggacaaaagc
ggcagagegg
gtccacagag
tgctggocty
cttccoctac
tgtgttoctg
agagctagec
goocctgoogg
ccatcagatt

ggagaaggtg

ES 2 542

gccggoggca
aaggcaggag
gatgacacac
aagagoctgo
agtggcggtg
gctgoctcoo

aaccctacct
gccacggage
atgctgaagc
cctgacatgy
ctgggegett
gccgagageg
tctgocatca
cggogeatca
tgcaaattca

atgcttooga

<213> Nombre de organismo: Homo sapiens
<400> Cadena de secuencia pre.:

MSSLGGGESQD
KSGIISEPLMN
LAAAMAVDES
PLMSEAGAGL
AEYPMOGELA

KEPSAALEKY

AGGSSSSSTN
KSLRRSRPLS
NPTSKHKSGA
PDMEAVAGAE
SALISSGEKKR

MLPTGAAFRW

<212> Tipo: PRT

<211> Longitud:

322

Nombre de secuencia: RINF
Descripcion de secuencia:

Secuencia

866 T3

gtagcagcag
cagcagacaa
cacccoooga
gcogotooog

gcagcatgat

cagcaccaat
gagtgcagtyg
gogtcggaac
ccogoctctoo

9ggcggagag

tgttggccaa tgggcatgac

caaagcacaa
tggoagooga
gcatagtgea
aggctgtggc
tccccatcaa
cgctgcacat
gctocoggoaa
actgcgagca
gaaaatgtga

cgggagooge

GSGGSGSSGP KAGAADKSAV VAAAAPASVA
HYSSFGSSGG SGGGSMMGGE SADKATAAAA
VASLLSKAER ATELAAEGOL TLOQFAQSTE
ALNGOSDFPY LGAFPINPGL FIMTPAGVFL

KRCGMCAPCR RRIMCEQCSS CRNRKTGHOI

FQ

<213> Nombre de organismo: Homo sapiens
<400> Cadena de secuencia pre.:

cgagttcatg aggtgagc 18

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud:

18

Nombre de secuencia: RARE
Descripcion de secuencia:

17

aagtggtgct
gggacagctg
ggagcatcto
aggtgccgaa
cccaggecte
ggcgggcctyg
gaagaagcgg
gtgcagcagt
ggaactcaaa

cttcocggtag

DDTPPPERRM
AASLLANGHD
MLERVYQEHL
AESALHMAGL

CRFRKCEELK

a0
120
180
240
300
360

420
480
540
600
G660
720
780

200
960
969

120
180
240
300
322
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Secuencia

<213> Nombre de organismo: Homo sapiens
<400> Cadena de secuencia pre.:

ccccaageac tgtctgageca ccocattcct tggagtctga agggaagogge agagtagogg 60
grtggtagctyg gggtcttggg gocccaggtc tgaagagasaa gaggctgggc cattttcocgga 120
agtctcagtg cgggecattt ctgaccctgec actgococctocc aggaccagat ttgtagagag 180
gaggctgagc cccaccctgoe ctoctecagc aggoctccCe cacaccacca caccctageoc 240

18



ttcaggcttt
Ccocctoctoo
ccattcagtt
agggaggcty
gagttgaacc
ccaaactgtc
gagaacaggaq
datatagctt
ctggagtctt
ttggcocacca
ttttgaattt
ggacctaaaqg
ctggtgoggt
gattttgget
cagcaggcag
gggcccaaag
ctaactccca
agatattage
cctggttttg
atgttcaaaa
caattogttat
ctocctoctta
agatgagcaa
caaagccaga
gcaaaaagge
tggtttcctyg
ggccctgtag
gatatgtgct
ggcagaggga
agggaactgc
tagggaagcc
gagcctcact
gaacagctct

ttgcaggggc

gggtcgggea
aggrgcagag
acctccccac
gagccacagc
atgattgrgt
cctctcoccoca
ctgtatctog
gcttoctget
ccttetgteo
aactgacttc
tocatttcaca
tccagtggtc
taggctoccto
gaggtcacag
ggtrtcaaat
aagggtaaac
cactectote
agataaatgg
ctactttgta
agcaattagce
tactggtacc
ccttcaaaga
ataaaagcta
tgaaggaccc
acctagcaaa
tatctgccaa
gtatggccca
cctgatottc
atggtacatg
cagtgttaga
aggctgagta
ggaggctgtyg
gatgccaatc

tgctataagg

gaggcactrtc
ctocagattg
ctctcageaa
tttggectct
ctagagaagc
tcaatatccc
ttgtctatgg
ttctctcage
tcatcocttc
tcaggaatgg
gototetget
agtgcgtgag
cctgoctotg
tccagoatga
goctttgotc
cttagactga
catgtggcca
cagtcatgga
acctcacaca
atggtccctyg
toctttogagg
attttcatgg
tttctgtgca
aaagccaggc
gggagctagg
aagtgggtac
aactcaggct
catgaggagt
caaagctctyg
tggcatiggt
gggragtctg
gaaagcctco
tcatttcagt

gctaaataag

ES 2 542 866 T3

agggcaggct
ggacactgtg
Tgctctooot
gggagcactc
caagggttat
atatacaggc
cqtgratgta
ctctgtccco
ccctotgttt
gcaagectgg
ccrtcagacg
gocccagacc
ccogtgtttg
ccccactgaa
ccatocttig
gttccaaatt
tttccagrea
aaatgcctca
ggtgtccaag
acaagcaaga
ccaagotteg
caggagotoq
ttgtggtcac
cacagagtac
aagctgaaag
ctttttctga
gaaagtggca
tcatgaggtg
gaaatctgga
cagcagggcc
tgaggaacca
ctagaatagc
ttocctcatct

ataatgtacc

19

ggcttctoct
cctotgoctc
ccoctcttect
agtcccactc
tgtcagagac
tgagttccct
gcratgcctg
agagtcattt
acacaggrtca
gttacttgag
tcatgagggt
caaaggcccg
cacccocagg
cactatcctg
tgatacaggt
ggccatcttt
ctggatgttt
gacaaggcat
cctgtggatt
gotcagaaag
ggeccaagge
tggcgaggag
tgtggocata
atctgtcctg
geagtetgta
tttgcacaaa
gtctogagatg
agcttgatga
gaggagtctt
tggcagggaa
ctgcaggatg
acatggcete
gaataatggg
ttaactgttt

gcccagggea
cCcctaaggoc
gaagtgtggc
ccataggaca
acaacagccc
gtgcctcact
ggcaatgoga
TgtTctggga
aggccaggea
agacttggct
ggggtgggga
gggocacagt
cctgoocctgyg
tgcoctgeoe
gacagaactg
attggagatc
aatcaatgac
ggattgaaat
taataagcct
attctggota
aggtagggga
acaagtagtg
ggagaggtoc
tgcatgecact
acctcoccttca
ggctagtogt
gttcccaggt
ggcctatoet
ggagtgtcag
gagagtcagt
tgaagcagat
aggggtttga
gatgacatta

agcacaatgc

300
360
420
480
540
600
660
720
7BOD
340
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980

2040

2100
2160
2220
2280



cctgctcagg
gagcacactc
agygggccatc
gattggttca
ttgaggtagg
gcrgragrag
CCoCcogottg
cattrtctgt
ccatatgggt
gggaaaactc
ggaagccatc
CcrtCcogoctg
tcagcagttc
ttrttgtggg
aatagagttt
aggtcctoceo
aatgcttgga
aacacagtgc
tgatcttctg
ctcacatggg
gactaaacgc
cagcattcgg
cgtgtggtct
tttgacacct
gcgtggaagg
ccagcctcgg
cagtttoget
taactccotg
CLLccccaac
cgcctcgeoag
agaaaacttc
atgggtacgt
tggaggccac

cctactotgg

gtaagggctg
cagggteccg
tcccoccagog
aaaaactcag
cagaggtagq
ggacagrcrc
tctcattgge
ttctgtaaca
tggataggtg
caagatceac
accactggga
agtrgggagt
cctaaagtag
gcgtgcatga
gacttcatgg
tcacagtctg
gatcctacac
ctgacattca
ggggtgatgg
atgttigttt
ctcoccccaagg
aaggaactgg
tggatatcag
ccoccacco
tgggcaccag
agacagccag
torcccaccg
ttatctgggc
cgccctoceo
aggaagatcg
cactttggga
gaggtgaaga
tgatggagty
caaggctgaq

cacaaatacc
ggtggacgca
gtgctggaga
caaaaagttt
agaatagtga
acccaaggoc
arctgtggtg
cCtttctgtgt
acagtctagqg
ccocotaaact
ccaccrggec
9gggatggag
aattactacc
cctgactetg
atcctaaccc
tgcctcaget
ctgggeotttt
cactgaggcc
gcgtcttaaa
ggaggygggc
gagccatttc
ttgggagcag
gagtggcaga
caccocgget
ctgctgotgc
gctgogcaga
aggccgegoc
cccaatcgat
ctctococctcc
gccttgeoaca
ttatatgcag
catctgcage
aaagcgggat

ttttccttct

ES 2 542

agccatgggt
CCCctcccta
Ctgaaggagc
aatagcaagg
accaagcttc
agagatcctc
gagagrictt
ggacaattct
tctoccotoco
ggaccagaca
TLcctoccatt
gcataagict
caccctctgc
tactggogtt
tctgagacct
Tccoccagaaa
gcrtoctttt
Cagcatacct
acggtttcca
attaaaagga
ttggcatagt
gtgtccacga
gaggcaacac
gggtcaaggc
caggagatcc
gcagaggaga
tgtggctgea
ctcaggoctat
cctgottgog
aatcocgoooo
ttgggattat
agcaggatta
atgcgggocc

gtctttcaat

866 T3

attatcagca
gaagacaagg
ttcttcctga
tgagacttca
ccttcttoctt
accocatoct
tgtggatogc
gtectttteo
aaggtgttaa
agtcaacacc
gcagcctgtyg
gaaaaaaaaqg
catggacccc
aggcttcagg
gcigctgact
aggtagatgg
tcocttgocacg
atctttaage
tagcaagcac
ctgctggcaa
agttaaggga
tgrtctgggga
attccagatg
cccaaggcca
atgctoccata
ggaagcagcg
ggcgcoccgga
aacgtttaac
tctggggact
cacgaatccc
atgagceecgg
attagcctaa
aactctgtcc

cagtacctat

20

ggatccagga
crtggtgatge
cttgaaggct
attctocttt
999g9aagggg
tootggatgt
ttgcacatga
tCctgtggotc
t‘[tEEﬂg caa
ccttccctga
gatccctgac
tgggtaatag
agcataaa.gc
agatctgtgg
coccagggageo
aggtgagtta
gtcagtgcocc
agrrtggaag
cttactttta
ggaggagaga
gaccacttct
ggggtcactt
agctctgooc
catatagaag
agccctcgog
aggtgggaga
tcgeccacagt
cctaggctga
gogttttctt
aaagaattgg
ggcttgecacc
gatgggcata
ccactgggcg
tgagcgotgo

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2BBO
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320



tgttccaagc
acgtagtcgt
atatccttte
ttctcococggg
tggaacacgc
gagctgagag
gaggggacag
cCaaagoggg
gacggggcogco
gcgeageggc
gggagggaqag
gagcggegag

attgtttcgg
trtagcococog
tcggatcagt
gccctagtgc
gtctacctcc
gcgcggoccaa
aaagatagca
gagatcgtcc
gcaagggagc
tgcagctceg
c€ggcgggagg
tccggtccgyg

<212> Tipo: ADN

<211> Longitud: 5000
Nombre de secuencia: Promotor
Descripcion de secuencia:

gttttgagtg
ggactcaaga
ttectcacct
ccactgaatc
caggaccctc
attcteccte
gatttccceg
Lttttttttt
tgagectgag
gcctcagage

agggagggga

ES 2 542 866 T3

cgtaggccat
gttgagactg
gagaaatggg
cartaaggag
gactaggaat
coggtoctog
gaggtgcgrc
ttttttgtaa
tggaccgcgt
ccgoggeogte
gccgaggtgg

21

ggtctcagag
atgcctgcct
aacgggaatc
ctcttggaag
ctctggooog
aagcttctag
tEtaaaceca
agttgcggga
cagggcgcag
caagtggcecc

agggogttag

caccaaatgt
gagagataaa
tecgeoccett
ggtggggtct
ccgogoacct
cecegotota
gaccgectca
aataggcgaa
ggagctcgag
gagctgoget
ggggaggaggy

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5000
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REIVINDICACIONES

Método in vitro para el diagnéstico de mielodisplasia del 5q (MDS), leucemia mieloide aguda (ALM), cancer
de mama y melanoma, que comprende la etapa de deteccion del nivel de expresion de un acido nucleico
que comprende la secuencia de SEQ ID NO 1 o SEQ ID NO 2 o el nivel de expresion para una proteina que
comprende la secuencia de SEQ ID NO 3.

Método segun la reivindicacion 1, en el que se determina el nivel de expresion de dicha proteina mediante
el uso de un anticuerpo.

22
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