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DESCRIPCION

Métodos y composiciones para inducir la desregulacién de la fosforilacion de EphA7 y ERK en leucemias agudas
humanas

Campo técnico y aplicabilidad industrial de lainvencion

La presente invencion se refiere generalmente al campo de la biologia molecular. Mas en concreto, se refiere a
métodos y composiciones que implican biomarcadores para las leucemias agudas humanas. Determinados aspectos
incluyen la aplicacion en el diagnoéstico, tratamiento, y prondstico de las leucemias agudas humanas.

Antecedentes de la invencién
No se reconoce que los antecedentes descritos en esta seccion constituyan legalmente una técnica anterior.

Se ha aislado el gen ALL1 (denominado también MLL) en virtud de sus implicaciones en las translocaciones de
cromosomas recurrentes que se producen en leucemias agudas, particularmente en leucemias linfoblasticas agudas
infantiles (LLA) y en leucemias mieloides agudas relacionadas con tratamiento (11). La translocacion de
cromosomas da como resultado la fusion del gen ALL1 con uno o mas de los 50 genes asociados diferentes y la
produccién de proteinas leucemogénicas compuestas de la secuencia Alll del extremo N y el extremo C de la
proteina asociada (11).

La patente de Estados Unidos N.° 5.633.136 de Croce et al. describe los polinucleétidos ALL-1 para la deteccion y el
tratamiento de la leucemia. La patente 5.633.136 de Croce et al. proporciona métodos para el diagnéstico y el
tratamiento de leucemias que implican puntos de rotura en el cromosoma 11, en el locus ALL-1. Se describe también
la region del punto de rotura de ALL-1, una region de aproximadamente 8 kb del cromosoma 11. La region ALL-1
esta implicada en translocaciones en las leucemias linfociticas, mielomonociticas, monociticas y mielégenas agudas.
Se proporcionan también sondas que identifican anomalias cromosdmicas que implican la regién del punto de rotura
de ALL-1 del cromosoma 11. Se proporciona la secuencia de ADNc del gen ALL-1 en el cromosoma 11. Se
proporciona también una secuencia parcial del gen AF-4 en el contexto de las secuencias de dos productos finales
reciprocos de una translocacion. Se proporcionan también las secuencias de aminoacidos que corresponden a las
secuencias del ADNc del gen ALL-1 completo y la secuencia parcial del gen AF-4. Se proporcionan sondas para
detectar anomalias cromosOmicas que implican el gen ALL-1 en el cromosoma 11. Se describen también
anticuerpos monoclonales para el diagnéstico y tratamiento, y oligonucleétidos de sentido contrario para el
tratamiento de leucemias agudas.

La patente de Estados Unidos N.° 5.567.586 de Croce describe métodos para identificar tumores sdlidos con
anomalias cromosOmicas en la regidon ALL-1. La patente de Estados Unidos N.° 5.567.586 de Croce proporciona
métodos para determinar si un tumor sélido tiene una redisposicién del gen ALL-1 o una mutacion en el gen ALL-1.
Los métodos comprenden las etapas de obtener una muestra de un tumor soélido y detectar la presencia de una
redisposicion o mutacion del gen ALL-1 en una célula en dicha muestra. Las redisposiciones y mutaciones del gen
ALL-1 se detectan mediante el analisis de transferencia Southern, el andlisis de amplificacion mediante la PCR, el
andalisis de hibridacion in situ, el analisis de transferencia Northern o el andlisis de la secuencia de ADN.

La patente de Estados Unidos N.° 5.633.135 de Croce et al. describe acidos nucleicos y proteinas quiméricas que
son el resultado de anomalias cromos6micas en la regién ALL-1. La patente 5.633.135 de Croce et al. proporciona
métodos para el diagnoéstico y el tratamiento de leucemias que implican puntos de rotura en el cromosoma 11, en el
locus ALL-1. Se describe también la regién del punto de rotura de ALL-1, una regién de aproximadamente 8 kb del
cromosoma 11. La regién ALL-1 estd implicada en translocaciones en las leucemias linfociticas, mielomonociticas,
monaociticas y mielégenas agudas. Se proporcionan también sondas que identifican anomalias cromosémicas que
implican la region del punto de rotura de ALL-1 del cromosoma 11. Se proporcionan también las secuencias del
ADNCc del gen ALL-1 en el cromosoma 11, el gen AF-9 en el cromosoma 9 y el gen AF-4, y las correspondientes
secuencias de aminoacidos. Se proporcionan sondas para detectar las anomalias cromosdmicas que implican estos
genes. Se describen los genes quiméricos implicados en las translocaciones. Se describen también anticuerpos
monoclonales para el diagnéstico y tratamiento, y oligonucleétidos de sentido contrario para el tratamiento de
leucemias agudas.

La patente de Estados Unidos N.° 6.040.140 de Croce et al. describe la secuencia del ADNc del gen ALL-1 en el
cromosoma. Se proporciona también una secuencia parcial del gen AF-4 en el contexto de las secuencias de dos
productos finales reciprocos de una translocacion. Se proporcionan también las secuencias de aminoacidos que
corresponden a las secuencias del ADNc del gen ALL1 completo y la secuencia parcial del gen AF-4. y las
secuencias que se refieren a los genes quiméricos formados por translocaciones cromosémicas con el cromosoma
4, 9y 19, respectivamente. Se proporcionan también sondas para detectar anomalias cromosémicas que implican el
gen ALL-1 en el cromosoma 11, incluyendo sondas para detectar genes quiméricos generados por translocaciones.
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El documento US 2006/166918 se refiere a composiciones y métodos para modular la expresion del gen de fusion
MLL-AF4, y mas concretamente a la regulacion por defecto de MLL-AF4 mediante oligonucleétidos modificados
quimicamente. Nakanishi et al., PNAS:104(36), 2007, 14442-14447, publicado después de la fecha de prioridad de
la presente solicitud describe que las proteinas de fusién de ALL1 inducen la desregulacién de la fosforilacién de
EphA7 y ERK en leucemias agudas humanas.

La redisposicion de ALL1 mas prevalente en LLA es el gen quimérico ALL1/AF4 resultante de la translocacion del
cromosoma t(4;11). Esta redisposicion conduce a la leucemia de prolinfocitos B y se asocia con un prondéstico muy
malo en nifios y adultos (12). Las rutas moleculares desreguladas por las proteinas de fusién Alll (14, 21) estan solo
parcialmente definidas, pero es probable que incluyan proceso(s) implicados en la proliferacion y diferenciacion de
células hematopoyéticas.

A pesar de la considerable investigacion en tratamientos, la LLA sigue siendo dificil de diagnosticar y tratar
eficazmente, y la mortalidad observada en pacientes indica que se necesitan mejoras en el diagndstico, tratamiento
y prevencion de la enfermedad.

Sumario de lainvencion

En un primer aspecto, se proporciona en el presente documento un método para identificar la presencia de proteinas
de fusién ALL1 en las células en una muestra de un sujeto, en el que el método comprende medir el nivel de la
expresion de EphA7 en las células. En una realizacion particular, las proteinas de fusibn ALL1 son proteinas de
fusién ALL1/AF4 y ALL1/AF9. El nivel de expresion de EphA7 se puede medir mediante PCR.

Se describe también un método para evaluar una dolencia patoldgica, o el riesgo de desarrollar una dolencia
patoldgica. El método incluye medir un perfil de expresion de uno o mas marcadores en una muestra del sujeto,
donde una diferencia entre el perfil de expresion en la muestra procedente del sujeto y un perfil de expresion de una
muestra normal es indicativo de leucemia linfoblastica aguda (LLA) o una predisposicion a LLA. El marcador puede
comprender al menos uno 0 mas productos génicos que interfieren con la fosforilacion (Erk) y el crecimiento de
células que producen la proteina de fusion ALL/Af4.

La evaluacion de la dolencia patoldgica del sujeto incluye predecir una predisposicion a desarrollar LLA en un sujeto,
diagnosticar un sujeto con LLA, evaluar el prondstico del sujeto con LLA, o evaluar la respuesta del sujeto con LLA al
tratamiento.

La disminucion de la expresion de EphA7 directa o la supresion de EphA7 mediada por la disminucion de la
expresion de Alll/Af4 en células leucémicas t(4;11) puede dar como resultado una atenuacion de la fosforilacion de
Erk1/2.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un método in vitro para reducir la fosforilacion de ERK1/2
en células leucémicas que expresan la proteina de fusion ALL1 mediante la supresion de la expresion de EphA7 con
un ARNip dirigido contra EphA7.

Se describe también un método para tratar células leucémicas que transportan la t(4;11) que comprende administrar
un inhibidor de la fosforilacion de Erk que induce la muerte celular apoptotica.

Se describe también en el presente documento un método para regular en exceso la expresion de EphA7 en un
sujeto que lo necesita, que comprende administrar un producto génico que codifica las proteinas de fusion Alll que
regulan en exceso la expresion de EphA7.

Se describe también en el presente documento un marcador para predecir la supervivencia de un sujeto con
leucemia linfoblastica aguda (LLA) donde el marcador comprende uno o mas productos génicos que interfieren con
la fosforilacién (Erk) y el crecimiento de células que producen la proteina de fusién ALL/Af4 y un marcador para
evaluar una 0 mas rutas metabdlicas que contribuyen a al menos uno del inicio, progresién, gravedad, patologia,
agresividad, grado, actividad, discapacidad, mortalidad, morbilidad, subclasificacion de la enfermedad u otra
caracteristica patogénica o patologica subyacente de la leucemia linfoblastica aguda (LLA), donde el marcador
comprende uno 0 mas productos génicos que codifican las proteinas de fusién ALL1, y en el que la asociacién entre
las proteinas de fusién ALL1 y la expresion de EphA7 es estadisticamente muy significativa.

Se puede evaluar un nivel de expresion del marcador para evaluar una o mas rutas metabdlicas detectando la
presencia de un polinucleétido transcrito o una de sus partes, en el que el polinucleétido transcrito comprende una
regién de codificacion del marcador.

Se describe también en el presente documento una composicidon que comprende uno o mas de los marcadores que
se describen en el presente documento.
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Se describe también en el presente documento un reactivo para someter a ensayo una enfermedad relacionada con
cancer, donde el reactivo comprende un polinucleétido que comprende la secuencia de nucleétidos de al menos un
marcador de la reivindicacién 7, o una secuencia de nucleétidos complementaria de la secuencia de nucleétidos del
marcador. Como alternativa, el reactivo puede comprender un anticuerpo que reconoce una proteina codificada por
al menos un marcador que se describe en el presente documento.

Se describe también en el presente documento un método para evaluar la eficacia de un tratamiento para prevenir,
diagnosticar y/o tratar la leucemia linfoblastica aguda (LLA) que comprende: (1) someter un animal a tratamiento
cuya eficacia se esta evaluando, y (2) determinar el nivel de eficacia del tratamiento que se esta ensayando para
tratar o prevenir la leucemia linfoblastica aguda (LLA) evaluando al menos un marcador que se describe en el
presente documento.

El agente terapéutico candidato puede comprender una o mas composiciones farmacéuticas, composiciones
nutracéuticas, y composiciones homeopéaticas. El tratamiento que se esti evaluando puede ser para su uso en un
sujeto humano.

Se describe también en el presente documento una composicion farmacéutica para el tratamiento del céancer
producido por leucemia linfoblastica aguda (LLA), que comprende al menos un compuesto inhibidor de la expresion
de la proteina de fusion ALL1/Af4, y un transportador farmacéuticamente aceptable. El al menos un compuesto
inhibidor de la expresion puede ser especifico de un producto génico que esta regulado en exceso o en defecto en
las células cancerosas con respecto a las células control adecuadas.

Se describe también en el presente documento un articulo de fabricacién que comprende: al menos un reactivo de
captura que se une a un marcador de una enfermedad relacionada con cancer seleccionado entre al menos uno de
los marcadores que se describen en el presente documento.

Se describe también en el presente documento un kit para cribar un compuesto candidato para un agente
terapéutico para tratar un trastorno relacionado con cancer, en el que el kit comprende: uno o mas reactivos de al
menos un marcador que se describe en el presente documento, y una célula que expresa al menos un marcador. La
presencia del marcador puede detectarse utilizando un reactivo que comprende un anticuerpo o un fragmento de
anticuerpo que se une especificamente con al menos un marcador.

Se describe también en el presente documento un ensayo de cribado para la leucemia linfoblastica aguda (LLA) que
comprende: poner en contacto uno o mas de los marcadores que se describen en el presente documento con un
sustrato de dicho marcador y con un agente de ensayo, y determinar si el agente de ensayo modula la actividad del
marcador. Todas las etapas del método pueden llevarse a cabo in vitro.

Se describe también en el presente documento un método para tratar, prevenir, invertir o limitar la gravedad de una
complicacion de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en un individuo que lo necesita, que comprende: administrar al
individuo un agente que interfiere con la ruta de sefializacion de la respuesta de la leucemia linfoblastica aguda
(LLA), en una cantidad suficiente para interferir con dicha sefializacion, donde el agente comprende al menos un
producto génico que interfiere con la fosforilacion (Erk) y el crecimiento de células que producen la proteina de
fusién ALL/Af4.

En otro aspecto, se proporciona en el presente documento un agente que comprende al menos 5-yodotubercidina
(5-1TU) para su uso en el tratamiento de la leucemia en el que las células leucémicas tienen la translocacién t(4;11).

Se describe también en el presente documento un agente que interfiere con la ruta de sefializacion de la respuesta
de la leucemia linfoblastica aguda (LLA), para la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir, invertir o limitar
la gravedad de una complicacion de la leucemia linfoblastica (LLA) aguda en un individuo, y el agente puede
comprender al menos 5-yodotubercidina (5-1TU).

Se describe también en el presente documento un método para tratar, prevenir, invertir o limitar la gravedad de una
complicacion de la leucemia linfoblastica aguda (LLA) en un individuo que lo necesita, que comprende administrar al
individuo un agente que interfiere con una cascada de respuesta de la enfermedad de la leucemia linfoblastica
aguda (LLA), y el agente puede comprender 5-yodotubercidina (5-ITU).

Se describe también el uso de un agente que interfiere con al menos la cascada de respuestas de la enfermedad de
la leucemia linfoblastica aguda (LLA), para la fabricacion de un medicamento para tratar, prevenir, invertir o limitar la
gravedad de la complicacién de la enfermedad relacionada con el cancer en un individuo, y el agente puede
comprender 5-yodotubercidina (5-1TU).

Varios objetos y ventajas de la presente invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la
siguiente descripcién detallada, cuando se lean junto a los dibujos adjuntos.
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Breve descripcion de la(s) figura(s)

Figuras 1A y 1B: deteccion de transcritos de EphA/efrina-A en células K562 transfectadas con construcciones de
fusién de ALL1 y en lineas de células leucémicas con la anomalia t(4:11).

Figura 1A: Las células K562 transfectadas con construcciones ALL1/AF4 o ALL1/AF9, lineas de células
leucémicas pro-B t(4;ll) SEMK2 y RS4;11, y la linea pro-B 380 y la linea preB 697 que carecen de anomalias de
ALL1 se sometieron a analisis de RT-PCR semicuantitativo para determinar el nivel de expresién de la efrina-A
ylo EphA. "Vacio" indica transfeccion con el vector. La deteccion de la transferencia Western de las proteinas de
fusion Alll recombinantes con mAb dirigido contra HA en transfectantes K562 se muestra en la parte inferior,
izquierda.

Figura 1B: Se cuantificaron las cantidades del transcrito EphA7 en las células anteriormente mencionadas
aplicando la metodologia de la RT-PCR en tiempo real. Se determinaron en primer lugar los ADNc sintetizados
procedentes de las diversas fuentes celulares para determinar sus valores umbral del ciclo (Uc) para GAPDH.
Este procedimiento proporciondé valores de 15,01 + 0,11 (promedio + SD), lo que indican cantidades similares de
ADNC total. Los valores Uc determinados para EphA7 se convirtieron a fentogramos (fg), de acuerdo con una
curva patron establecida utilizando una cantidad conocida de ADNc de EphA7 (B, izquierda).

Figuras 2A y 3B. La supresion de All1/Af4 en células SEMK2 regula por defecto la expresion de EphA7. Las
células SEMK2 transfectadas con ARNip tanto especifico de la union (SEMj) o ARNip control (MV)) se
sometieron al analisis de la transferencia Western para la deteccion de las proteinas p300 Alll (All1), AllL/Af4 y
Af4 (Figura 2A) y a andlisis por RT-PCR semicuantitativa para la deteccion de los transcritos EphA7 y HoxA9
(Figura 2B). En A, se us6d una mezcla de Abs dirigidos contra el extremo N de Alll y Abs dirigidos contra el
extremo C de Af4 como sonda.

Figuras 3A-3C: Analisis ChIP de la ocupacién de las proteinas de fusion Alll en regiones gendémicas de EphA7.
Figura 3A: Se muestran las regiones gendmicas del gen EphA7, designadas n.°1, 2 y 3, y utilizadas para el
andlisis ChlP. Figura 3B: el ADN enriquecido en ChIP (utilizando mAb dirigido contra HA) se amplific6 mediante
la PCR y se resolvio en un gel de agarosa al 2 %. La construccion EGFP en el vector pMACS 4.1 se utilizé como
control de la transfeccion. mlgG indica IgG de ratén normal utilizada como control.

Figura 3C: el ADN enriquecido en ChIP se sometié también al analisis de la PCR en tiempo real. El valor umbral
del ciclo determinado utilizando el 0,05 % de la entrada total se ajusté al 100 %, y los valores determinados en el
ensayo utilizando ADN enriquecido en ChIP se convirtieron a un porcentaje de la entrada. Las barras verticales
de cada columna indican la desviacion estdndar determinada en ensayos por triplicado.

Figuras 4A-4B: EphA7 media la fosforilacion de Erk:

Figura 4A: Las células K562 y KG1 transfectadas con la construccion EphA7 se analizaron mediante
transferencia Western para determinar el estado de fosforilacion de c-Raf, Mek1/2 y Erk, asi como la deteccion
de la construccion derivada de la proteina EphA7. p-actina sirve como carga control.

Figura 4B: se determiné el estado de fosforilacion de Erk en células K562 transfectadas con la construccion de
fusién ALL1.

Figuras 4C-4D: Las células SEMK2, con supresion o de la expresion de EphA7 mediante tratamiento con ARNip
especificos de EphA7 (EphA7ip n°® 1 y n® 2 en la Figura 4C, o mediante tratamiento con ARNip especifico de
ALL1/AF4 (Figura 4D), se analizaron para determinar el estado de fosforilacion de Erk. Se determiné la eficacia
de EphA7ip n°1 y n.°2 para la supresion de EphA7 mediante RT-PCR semicuantitativa (Figura 4C, parte
inferior).

Figuras 5A-5C: 5-yodotubercidina inhibe especificamente la fosforilacion de Erk y el crecimiento de las células
productoras de la proteina de fusion All1/Af4. Las células SEMK2 con la t(4;11) tratadas durante 24 h bien con
disolvente (DMSO) o bien con 5-yodotubercidina (5-ITU) 5 uM se sometieron a un analisis de transferencia
Western para detectar la Erk fosforilada. Las lineas de células leucémicas SEMK2 y RS4;11 proB con la t(4;ll), y
la linea pro-B 380 y la linea pre-B que carece de la anomalia ALL1 se trataron con 5-ITU 1 pM durante 24, 48 y
72 h (parte superior, parte intermedia y parte inferior, respectivamente). En cada punto temporal, las células se
sometieron al ensayo MTT (izquierda), al ensayo de actividad de las caspasa 3 (parte intermedia) y al analisis
FACS (parte derecha). Los resultados de los ensayos de actividad de MTT y la caspasa 3 se calcularon en forma
de un cociente con respecto al valor de las células tratadas con DMSO. Las barras verticales de cada columna
indican la desviacion estandar determinada en ensayos por triplicado.
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Descripcion detallada

A lo largo de esta divulgacion, diversas publicaciones, patentes y memorias descriptivas de patentes publicadas se
referencian mediante una cita identificadora. Las divulgaciones de estas publicaciones, patentes y memorias
descriptivas de patentes publicadas se incluyen para describir de forma mas completa el estado de la técnica al cual
esta invencion pertenece.

El inventor del presente documento ha descubierto una correlacion entre la expresiéon de los receptores EphA y los
ligandos en las leucemias asociadas a ALL1l. En particular, se describe ahora en el presente documento el
descubrimiento de una correlacion entre la expresion de los receptores EphA y los ligandos en las leucemias
asociadas a ALL-1.

El receptor Eph de las tirosina quinasas y sus ligandos asociados a la superficie celular, las efrinas, funcionan como
un Unico sistema de sefalizaciéon estimulado por la interaccion entre células, y han mostrado mediar los procesos de
neurodesarrollo. Ademéds, recientes estudios han mostrado la desregulacion de algunos genes Eph/efrina en
neoplasias malignas, sugiriendo la implicacion de esta ruta de sefializacion en la tumorigénesis.

Los receptores de la secuencia amplificada del hepatoma productores de eritropoyetina (Eph) son una amplia de
receptores de las tirosina quinasas que comprenden los receptores 8 EphA y 6 EphB en seres humanos. La
distincion entre los receptores EphA y B se basa en la similitud dentro de cada grupo de secuencias del dominio
extracelular y en su afinidad por los ligandos efrina-A y efrina-B. De esta manera, los receptores EphA se unen a los
ligandos, denominados efrina-Al, -A2, -A3, -A4 y -A5 anclados sobre la membrana celular mediante
glicosilfosfatidilinositol, mientras que los receptores EphB se unen a los ligandos denominados efrina-B1, -B2 y -B3,
gue son moléculas transmembrana. Como tanto los receptores Eph como las efrinas se ubican en la superficie
celular, la sefializacion se restringe a los sitios de contacto directo entre células, y puede inducir acontecimientos
bidireccionales reciprocos entre las células interactuantes. Esta caracteristica Unica ha mostrado jugar un papel
critico en el establecimiento de conexiones neuronales organizadas topolégicamente en muchas regiones del
sistema nervioso en desarrollo. Recientes estudios han dado a conocer ademas la implicacion de la interaccion Eph-
efrina en varios procesos de desarrollo que incluyen la diferenciacion arteriovenosa, la migracion celular que da
como resultado la compartimentacion de subpoblaciones celulares en el tejido en desarrollo y el movimiento de
células en el ambiente embridnico adecuado que puede determinar un destino celular concreto y dar como resultado
una diferenciacion y modelizacién celular (revisado en la ref. 1). Ademas de dichos papeles fisiologicos, recientes
estudios han revelado la desregulacion de algunos de los genes Eph/efrina en las neoplasias malignas. Entre estos
se incluye la regulacion en exceso de la efrina-Al o B2 en melanoma (2, 3), la regulacién en exceso de EphB2 en el
cancer de estomago (4) y en el cancer de mama (5), la regulacién en exceso de EphA2 en canceres de prostata (6),
mama (7) y de esdfago (8), algunos de los cuales se han mostrado asociados con invasioén tumoral o metastasis
tumoral y por tanto asociados con un prondéstico malo.

Por el contrario, se detectd la inactivacion de EphB2 en cénceres de préstata (9) y colon (10), sugiriendo una funcion
supresora tumoral de este receptor Eph en tumores relevantes. A diferencia de los tumores sélidos, se sabe menos
del papel de la ruta Eph/efrina en el desarrollo de neoplasias hematoldgicas.

Aunque EphA7 se expresa en células pro-B y pre-B de médula dsea de feto, esta silenciado en la serie completa de
células de linaje B de adulto (13). Hasta ahora, no existia correlacion entre la expresion de receptores EphA y los
ligandos en leucemias asociadas a ALL-1.

El inventor en el presente documento demuestra ahora que la regulacion en exceso de EphA7 estd acompafiada por
la fosforilacion de Erk. Asimismo, la muerte celular apoptética, especifica de células leucémicas que llevan la
translocacion en el cromosoma t(4;11), tras el tratamiento de las células con un bloqueante de la fosforilacion de Erk.

En un amplio aspecto, el inventor del presente documento ha investigado la expresion de los receptores EphA en
células productoras de las proteinas de fusion All1/Af4 y AllL/Af9, y ha descubierto que ambas proteinas inducian la
transcripcion de EphA7.

Los andlisis de inmunoprecipitacion de la cromatina han demostrado la ocupacion de las proteinas de fusién del
promotor EphA7, indicando EphA7 como diana directa de las proteinas de fusion Alll. Consistente con dichos
resultados, se demostrd la expresion de EphA7 dependiente de All1/Af4 en una linea de células pro-B con la t(4;11).

Adicionalmente, La disminucion de la expresién de EphA7 directa o la supresion de EphA7 mediada por la
disminucion de la expresion de Alll/Af4 en las células leucémicas t(4;11) da como resultado una atenuacién de la
fosforilacion de Erk1/2.

Ademas, el tratamiento de células leucémicas que transportan la t(4;11) con un inhibidor de la fosforilacion de Erk
indujo la muerte celular apoptética.
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Estos resultados indican que las proteinas de fusion Alll regulan directamente en exceso la expresion de EphA7,
que aparentemente da como resultado la fosforilacion de Erk. Es probable que la Gltima modificacién contribuya al
mantenimiento del fenotipo maligno.

Ejemplos

El cribado de células K562 productoras de la proteina de fusion All1/Af4 o All1/Af9 recombinante reveld la regulacion
en exceso de la transcripcion del EphA7. Consistente con este hallazgo, la supresion de All1/Af4 en células SEMK2
que transportan la translocacion en el cromosoma t(4;11) mediada por el ARNip dio como resultado la regulacion por
defecto de EphA7. El andlisis de inmunoprecipitacion de la cromatina ha demostrado la ocupacion de las proteinas
de fusién All1l etiquetadas en el promotor EphA7, apuntando a EphA7 como diana directa del anterior.

Resultados

Las proteinas de fusién Alll inducen la expresion del receptor EphA7.

Aplicando una estrategia de transfeccion para expresar ectopicamente All1/Af4 y All1/Af9 en células K562 (Fig. 1A,
parte inferior, izquierda), se determiné el nivel de expresion de los genes que codifican los receptores 8 EphA y 5
ligandos efrina-A en los transfectantes. El analisis de la RT-PCR semicuantitativa mostré que ambas proteinas de
fusion Alll inducen la transcripcion de todos los genes del receptor EphA, aunque no ejercen un efecto notable
sobre la induccion de los genes de efrina A (Fig. 1A).

Para extender adicionalmente este hallazgo a células leucémicas con redisposicién de ALL1, las lineas de células
SEMK2 y proB RS4;11 que tenian la translocacion t(4;11), y las lineas de células proB 380 y pre-B 697 que carecen
de anomalias de ALL1 se sometieron a analisis similares (Fig. 1B).

Este andlisis mostré una expresién consistente y diferencial de EphA7 en las lineas leucémicas t(4;11). La posterior
cuantificacion del transcrito EphA7 mediante la aplicacion de la metodologia de RT-PCR en tiempo real permitié la
estimacion de las cantidades del transcrito en células K562 transfectadas con ALL1/AF4 o ALL1/AF9, en células
SEMK2 y en células RS4;11, que fue de 0,04 + 0,01, 0,014 + 0,006, 1,97 + 0,6, y 0,68 + 0,09 (promedio + SD
fentogramo), respectivamente.

En paralelo, se determin6 que la cantidad de ARN de EphA7 en el vector transfectado K562, en células 380 y 697
intactas era menor de 0,001 fg (Fig. 1C).

Estos resultados apuntan en su conjunto a que EphA7 es una diana consistentemente sensible de las proteinas de
fusion All1, y da lugar a andlisis adicionales de su regulacién en exceso. Para discernir que la proteina de fusién Alll
enddgena producida en células leucémicas que transporta una anomalia de ALL1 regula la transcripcion de EphA7,
los inventores suprimieron All1/Af4 producido en células SEMK2 aplicando la metodologia del ARN interferente
pequefio (ARNip). El ARNip SEMj generado por el inventor del presente documento (14) y otros (15) se disefi6 para
dirigirse a la union de la fusion ALL1/AF4 especifica de células SEMK2; en paralelo, el ARNip MVj se dirige a la
union de la fusion producida en otras células (MV4;11), y sirvi6 de esta manera como control negativo. Los
inventores determinaron en primer lugar la eficacia del ARNip SEMj en la supresion de la proteina Alll/Af4 y
encontraron aprox. una reduccion del 80 % de esta Ultima, sin efecto sobre el nivel de expresion de Alll o Af4 normal
(Fig. 2A).

Las células SEMK2 tratadas con el ARNip SEM]j se sometieron a continuacién al analisis semicuantitativo de RT-
PCR para determinar el nivel de expresion de EphA7 asi como de HoxA9; este Ultimo es una diana conocida de las
proteinas de fusion Alll (16) y sirvié de esta manera como control positivo para discernir el efecto de la eliminacién
de la proteina de fusion Alll. Este analisis demostr6 que la supresion de All1/Af4 en células SEMK2 atenuaba la
expresion de EphA7 y HoxA9, respaldando la idea de que la proteina de fusion Alll media en la regulacion de la
transcripcion de EphA7 (Fig. 2B).

Las proteinas de fusién Alll se unen al locus genémico de EphA7.

Aplicando la metodologia de inmunoprecipitacién de la cromatina (ChiP), los inventores determinaron la ocupacion
de All1/Af4 y AlI1/Af9 etiquetados con HA de forma exdgena expresados en células K562. Las regiones gendémicas
de EphA7 analizadas mediante cartografia con ChIP en aproximadamente unos 0,7 kb en la direcciéon 3'y 0,6 kb en
la direccion 5' desde el sitio de inicio de la transcripcion, y en la secuencia no codificante 3'; se denominaron regién
n.°1,n.°2yn.° 3, respectivamente (Fig. 3A).

Este analisis mostrd la union de las proteinas quiméricas All1/Af4 y AlI1/Af9 a la region n.° 1 y n.° 2, pero no a la
regiéon n.° 3 (Fig. 3B).

El andlisis cuantitativo de la PCR en tiempo real respaldd los resultados anteriores (Fig. 3C), lo que indica que
EphA7 es una diana directa de las proteinas de fusion All1.
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EphA7 es un mediador esencial en la induccién de la fosforilaciéon de Erk.

Se sabe poco acerca de la(s) ruta(s) de transduccion de la sefial en las que esta implicado EphA7. En primer lugar,
los inventores examinaron el estado de fosforilacién de algunas proteinas cominmente asociadas con las rutas de
transduccion de la sefializacion de RTK en células K562 transfectadas con una construcciéon EphA7 de longitud
completa. Consistente con los resultados anteriores (véase la Fig. 1A, derecha), la proteina EphA7 no se observé en
células K562 intactas, pero se detect6 de manera dependiente de la dosis en células transfectadas con la
construcciéon EphA7 (Fig. 4A, izquierda).

Los inventores no encontraron induccién evidente de la fosforilacién de c-Raf o Mek1/2, dos proteinas que se
fosforilan en respuesta a la activacion de la ruta de transduccién de Ras (Fig. 4A, izquierda).

Por el contrario, los inventores descubrieron que la expresion en exceso de EphA7 esta correlacionada con la
fosforilacion de Erk. Esto se determindé mediante el sondeo secuencial de una transferencia Western con Ab dirigido
contra Erk y posteriormente con un anticuerpo contra ErK fosforilada que detecta especificamente p-Erk (Fig. 4A,
izquierda).

Se habia mostrado anteriormente que las Mek1/2 estan muy fosforiladas en células K562 intactas (17). Dicha
fosforilacion de Mek1/2 intensa béasica puede haber ocultado un cambio adicional en la fosforilacion inducida por la
expresion en exceso de EphA7. Por tanto, los inventores expresaron ectdpicamente EphA7 en la linea de células
KG1 de AML. Aqui, los inventores encontraron la induccion de la fosforilacion de Mek1/2, tras la expresién de EphA7
recombinante (Fig. 4A, derecha).

Los inventores observaron también que la fosforilacion de Mek1/2 en células KG1 estaba acompafiada por la
fosforilacion de Erk2 asi como por la fosforilacion de Erk1 (Fig. 4A, derecha).

Como la funcion principal de Mek es fosforilar Erk (18), los resultados de los inventores indican que EphA7 se sitia
anteriormente a esta cascada.

Los inventores determinaron a continuacion si las proteinas de fusiéon Alll inducen la fosforilacion de Erk como hace
EphA7. De hecho, se observd la induccion de la fosforilacion de Erk en células K562 transfectadas con las
construcciones ALL1/AF4 y ALL1/AF9 (Fig. 4B).

Para valorar que EphA7 es un mediador esencial para la fosforilacion de Erk en estos transfectantes, se trataron
células SEMK2 con ARNip dirigidos contra el ARNm de EphA7 en dos regiones diferentes del transcrito (EphA7ip
n.°1yn.°2enlaFig. 4C).

Se ha mostrado que ambos ARNip regulan por defecto el ARNm con una eficacia de -70 % (Fig. 4C, parte inferior).
La supresion de EphA7 dio como resultado una fuerte reduccion de la fosforilacion de Erkl y Erk2, que no tiene
efecto sobre la cantidad del Erk total (Fig. 4C, parte superior).

Esto implica que EphA7 es un mediador esencial para la fosforilacion de Erk1/2 en células que expresan las fusiones
de All1. Adicionalmente, los inventores han descubierto que la disminucidon en la expresion de All1/Af4 en células
SEMK2 produjo de manera similar una fosforilacion reducida de Erk1/2 (Fig. 4D).

Un inhibidor de la fosforilacion de ERK2, 5-yodotubercidina, induce muerte celular en las lineas de células
leucémicas con la anomalia t(4;11).

Los inventores examinaron el efecto de la 5-yodotubercidina (5-ITU), un inhibidor de la fosforilacion de Erk (19),
sobre la proliferacion celular. Para discernir el efecto bioquimico de 5-ITU, células SEMK2 con la t(4;11) que
producian Erk1/2 fosforilada (véanse los campos "-" y "control ip" en la Fig. 4C y D) se trataron con este compuesto y
se determino el estado de la fosforilacion de EWrk mediante el andlisis de la transferencia Western (Fig. 5, parte
superior, derecha).

El resultado indicé la inhibicién de la fosforilacion de Erk por 5-ITU. La aplicacion del ensayo MTT indic6 la reduccion
en los nimeros de células SEMK2 y RS4;11 con t(4;11), sin disminuciéon en el nimero de células 380 y 697 del
control (Fig. 5, izquierda). Los inventores han descubierto que la disminucién de la expresion de All1/Af4 en células
SEMKZ2, que produjo la inactivacion de Erk1/2 (véase la Fig. 4D), dio como resultado una reduccién aprox. del 25 %
en el nimero de células en comparacion con el nimero de células tratadas con el ARNip del control (H. Nakanishi,
resultado sin publicar). Para determinar la causa de la reduccién en el nimero de células, las células tratadas con 5-
ITU se sometieron a ensayos que determinaban la muerte celular apoptética (ensayo de actividad de la caspasa 3 y
analisis FACS). Se demostré un aumento de actividad de la caspasa 3 a las 24 h en células leucémicas sensibles a
5-ITU (SEMK2 y RS4;11 en la Fig. 5B). En paralelo, una elevada proporcién de estas células se distribuy6 en la fase
subG1 (Fig. 5C). Estos resultados han demostrado la dependencia de las células leucémicas produciendo la
proteina de fusién All1/Af4 sobre la fosforilacion de Erk, previniendo esto ultimo la muerte celular apoptética.
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Discusién

En el presente estudio, los inventores han mostrado que la expresién ectépica en células K562 de las proteinas de
fusion Alll leucemogénicas All1/Af4 y AlI1/Af9 indujo la transcripcion de algunas RTK de EphA tras una corta
latencia (16 h después de la transfeccion). De forma significativa, la aplicaciéon de dicha solucion para inducir HoxA9
no funciona. De esta manera, los inventores han descubierto que la expresion ectdpica de Alll/Af4 o All1/Af9 no
induce la expresion de HoxA9, y que era necesario el tratamiento adicional de los transfectantes con el inhibidor de
la tricostatina A HDAC (T. Nakamura, datos no publicados). Por tanto, parece que capa(s) adicional(es) de la
regulacion de la transcripcion esta(n) implicada(s) en la induccion de HoxA9 por las proteinas de fusion Alll. Los
inventores sefialan que no se ha mencionado la desregulacién de EphA7 en estudios previos del perfil de expresion
del gen en leucemias agudas asociadas a ALL1 (20, 21).

Una revision reciente que se refiere a receptores Eph y la sefializacion de efrina (ref. 1) ha mostrado la implicacion
de una amplia variedad de rutas, incluyendo ejemplos de activacion o inhibicion de varias rutas de sefializacion
diferentes por un Unico receptor Eph. En la actualidad, sin embargo, no se han determinado las rutas de sefializacion
implicadas en EphA7 RTK. En este estudio, los inventores han examinado el estado de la fosforilacion de los
componentes principales de la ruta MAPK/Erk que incluyen c-Raf, Mek1/2 y Erk en células K562 que expresan
cualquiera de las dos proteinas de fusion Alll exdégenas o EphA7. Las tres proteinas indujeron la fosforilacion de
Erk. Los inventores notificaron también la fosforilacion de Erk en una transfeccién control con la construccién EGFP,
aunque la extensién de la fosforilacion inducida por esta ultima es menor de 1/5 de la inducida por las proteinas de
fusién Alll (véase la Fig. 4B).

Adicionalmente, el ARNip medié la supresion dirigida contra All1/Af4 o EphA7 en células SEMK2, lo que da como
resultado una notable reduccion de la fosforilacion de Erk (véanse las Figs. 4C y 4D). Estos resultados indican que
EphA7 media a su vez la fosforilacién de Erk en los transfectantes K562 y en las células SEMK2. No se observé
induccion de la fosforilacion de c-Raf y Mek172 por EphA7 en células K562 (véase la Fig. 4A). Sin embargo, un
estudio adicional con células KG1 mostré la fosforilacion de Mek1/2 mediada por EphA7, acompafiada con la
induccion de la fosforilacién de Erk1/2. Es por tanto probable que EphA7 active Mek172, llevando a la fosforilacién
de Erk. Sin embargo, los inventores no pueden excluir la posibilidad de que la fosforilacion de Erk mediada por
EphA7 en K562 se ejecute por una ruta diferente de la MAPK/Erk clasica. Con respecto a este problema, dos
estudios sugieren la presencia de rutas independientes de MEK (22, 23).

Debido a la ausencia de anticuerpos para la deteccion especifica de EphA7 fosforilada, los inventores no pudieron
determinar si la EphA7 inducida por la proteina de fusién Alll ectépica o la EphA7 recombinante en K562 y EphA7
enddgena en células SEMK2 estan presentes en una forma fosforilada activa. Un estudio de un ensayo de unién in
vitro efrina-A ligando-receptor mostré previamente que EphA7 presenta una elevada afinidad por los ligandos efrina-
A3y efrina-A5 (24).

En el presente estudio, los inventores han descubierto un nivel estacionario de expresion de la efrina-A3 en células
K562 transfectadas tanto con el vector vacio del control como con la construccién de fusion Alll (véase la Fig. 1).

Es por tanto probable que EphA7 expresada en células K562 interactie con el ligando efrina-A3 producido en las
mismas células y que afectando la activacion de la ruta Eph/efrina. Adicionalmente, la fosforilacion de Erk producida
mediante la expresion en exceso de EphA7 en células K562, y la reduccion en la fosforilacion de Erk1/2 producida
por la supresion de EphA7 en células SEMK2, sugiere que la proteina EphA7 es activa en cualquier circunstancia.

La expresion de los receptores Eph incluyendo EphA7 estd estrechamente regulada. Un estudio previo para
determinar la expresion de EphA7/Hekl1l en células hematopoyéticas humanas mostrd la expresion regulada del
gen en células pro y pre-B de médula 6sea de feto, pero no en células de médula ésea de adulto de las mismas
etapas diferenciales (13). Consistente con estos resultados, los inventores han descubierto también que el nivel de
expresion de EphA7 en las lineas de células prob 380 y pre-B 697 asi como en células K562 intactas estaba por
debajo del limite de deteccion (0,001 fg >) como se ha evaluado mediante la metodologia de la RT-PCR en tiempo
real. La deteccion de EphA7 en las lineas de células pro-B SEMK2 y RS4;11 argumentaria ademas que All1l/Af4
regula en exceso la expresiéon de EphA7 en células pro-B.

Los inventores han descubierto que 5-ITU suprimié el crecimiento de las células leucémicas productoras de la
proteina de fusion All1/Af4 induciendo la apoptosis. 5-ITU fue descubierto originalmente como un potente inhibidor
de la adenosina quinasa (Ki = 30 nM), las quinasas especificas de Ser/Thr tales como las caseina quinasas 1y 2,y
el fragmento de quinasa del receptor de la insulina. Se estimé que la Ki de la inhibicion de la fosforilacion de ERK2
era 525 nM (19). Es por tanto posible que el tratamiento de las células con 5-ITU 1 uM no produjera solamente la
inactivacion de Erk sino que también afectara las quinasas anteriormente mencionadas. Con respecto a esto, el
efecto apoptotico diferencial en las dos lineas de células t(4;11) era evidente.
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Materiales y métodos

Los métodos que incluyen la expresion de la proteina recombinante en células K562 y en células KG1, la
interferencia del ARN, analisis por transferencia de Western, y el ensayo MTT, el ensayo de actividad de la caspasa
3y el analisis FACS estan disponibles en la Informacién complementaria que se encuentra en Internet.

Lineas celulares

La linea de células K562 de la eritroleucemia humana, la linea de células KG1 de AML vy la linea de células pro-b
RS4;11 de LLA con la anomalia t(4;11) se obtuvieron de la ATCC. EIl Dr. Johann Greil proporciono la linea SEMK2.
Otras lineas de células de LLA seleccionadas para este estudio (380, 697) se mantuvieron en el laboratorio de los
inventores. Todas las lineas de células se hicieron crecer en medio RPMI1640 suplementado con suero de feto de
ternera al 10 %.

Analisis de la RT-PCR semicuantitativa y en tiempo real

Se aisl6 el ARN total a partir del transfectante 16 h después de la transfeccion utilizando los kits de columna giratoria
RNeasy de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA). 5 pg de ARN se sometieron a la
sintesis del ADNc utilizando el SuperScript™ |1l First-Strand Synthesis System (Invitrogen, Carlsbad, CA). Al final de
la reaccion, se afiadieron 40 pl de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,6) y se us6 1 pl de la reaccion (1/60 de
volumen) como molde de la PCR. Los siguientes numeros de ciclos, que permitieron la comparacion
semicuantitativa, se aplicaron a la PCR: 35 ciclos de RphAl, 2, 4, 7, 8 y efrina-Al, 2, 3, 4, 5; 40 ciclos de EphA3, 5,
6; 25 ciclos de GAPDH; 32 ciclos de HoxA9.

Se cuantificd el transcrito de EphA7 utilizando el kit QuantiTect SYBR Green RT-PCR (QIAGEN) para la
amplificacion del ADNc (1 pl de ADNc de una reaccion de 60 pl, que corresponde a 0,083 pg de ARN) y un sistema
de deteccion de la PCR en tiempo real iCycler (BioRad) para la deteccion del producto de la PCR. Se determinaron
los valores umbral del ciclo (Uc) utilizando cantidades conocidas de ADNc de EphA7 (diluciones en serie 10 veces
comenzando a 100 pg) para la curva patrén. El valor Uc del ADNc sometido a ensayo se convirtié a peso de acuerdo
con la curva patrén.

Ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP)

Se llevo a cabo el ensayo ChIP de Upstate Biotechnology (Lake Placid, NY). 16 h después de la transfeccion con las
construcciones de fusion ALL1, se reticularon 5 x 10° células (transfectantes K562), se lavaron con PBS, se
volvieron a suspender en 1 ml de tampon de lisis SDS y sometieron a sonicacion para generar aprox. 200-1000 pb
de fragmentos de ADN. 1/10 volumen de esta preparacion, es decir, una alicuota de 0,1 ml que contenia 25 pg de
ADN, se ud en cada ChIP. Los anticuerpos utilizados fueron el clon F-7 del mAb dirigido contra HA, y la IgG normal
de raton adquirida de Santa Cruz Biotech. La cromatina inmunoprecipitada se desreticuld, se desproteinizé y se
volvié a suspender en 50 pl de TE, pH 8,0, y se us6 una alicuota de 1 pl de esta preparacion como molde de la PCR.
La entrada indica la reaccion de la PCR utilizando un 0,05 % de la entrada total de cromatina, que corresponde a
0,0125 pg de ADN. Las secuencias del cebador EphA7 en el ensayo ChIP son:

regionn.1 5-ATGCAGCGAAATGGAAAACT-S' (directo) y 5'-AAAAGGGAGTGGGAAAGGAA-3' (inverso)
region n.2 5-TAGTACCTCAGGCGGGTCAC-S' (directo) y 5-TTCCGAGCTCATCGAAGTCT-3' (inverso)
region n.3 5-TTGTCGTTGGACGTTCACAT-S'(directo) y 5-CAATAGCGCCTCATCTGACA-3' (inverso).
El ADN enriquecido en ChIP se someti6 también al analisis de la PCR en tiempo real esencialmente como se
describe en la seccién "Analisis RT-PCR semicuantitativo y en tiempo real". Los resultados se calcularon como % de

entrada de acuerdo con la siguiente férmula: 100/2Ct de ADN enriquecido con ChIP Uc de ADN de entrada (%).

Ejemplos de usos

En un aspecto, la presente divulgacion proporciona métodos para predecir la supervivencia de un sujeto con cancer.
El método de prediccion se basa en la expresion diferencial de una pluralidad de biomarcadores en células
cancerosas. Se ha descubierto que algunos biomarcadores tienden a expresarse en exceso en supervivientes de
cancer a corto plazo, mientras que otros biomarcadores tienden a expresarse en exceso en supervivientes de cancer
a largo plazo. El modelo de expresion Gnico de estos biomarcadores en una muestra de células procedentes de un
sujeto con cancer se puede usar para predecir el tiempo de supervivencia relativo, y en Ultima instancia el
pronéstico, para este sujeto.
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Un método para predecir la supervivencia de un sujeto con cancer

Un aspecto de la divulgacién proporciona un método para predecir la supervivencia de un sujeto con cancer. El
método comprende determinar la expresion diferencial de una pluralidad de biomarcadores en una muestra de
células procedente de un sujeto con cancer. Se puede usar la firma de expresion del biomarcador del cancer para
derivar una puntuacion de riesgo que es predictiva de la supervivencia de este cancer. La puntuacioén puede indicar
riesgo bajo, de tal manera que el sujeto puede sobrevivir largo tiempo (es decir, mas de 5 afios), o la puntuacion
puede indicar riesgo alto, de tal manera que el sujeto no puede sobrevivir largo tiempo (es decir, menos de dos
afios).

Biomarcadores relacionados con la supervivencia

Algunos de los biomarcadores se expresan en exceso en supervivientes a largo plazo y algunos de los
biomarcadores se expresan en exceso en supervivientes a corto plazo. Un biomarcador puede jugar un papel en la
metastasis del cancer afectando la adhesion celular, la motilidad celular, o la inflamacién y las respuestas inmunes.
Un biomarcador también puede estar implicado en la apoptosis. Un biomarcador puede jugar un papel en el
mecanismo de transporte. Un biomarcador también puede estar asociado con la supervivencia en otros tipos de
canceres.

Medida de la expresién de una pluralidad de biomarcadores

La medida incluye medir la expresion diferencial de una pluralidad de biomarcadores relacionados con la
supervivencia en una muestra de células de un sujeto con cancer. El modelo diferencial de expresion en cada
cancer o firma de expresion génica puede utilizarse a continuacién para generar una puntuacion de riesgo que es
predictiva de la supervivencia del cancer. Puede aumentarse o disminuirse el nivel de expresion de un biomarcador
en un sujeto con respecto a otros sujetos con cancer. La expresion de un biomarcador puede ser mayor en
supervivientes a largo plazo que en supervivientes a corto plazo. Como alternativa, la expresion de un biomarcador
puede ser mayor en supervivientes a corto plazo que en supervivientes a largo plazo.

La expresion diferencial de una pluralidad de biomarcadores puede medirse mediante varias técnicas que son bien
conocidas en la materia. La cuantificacion de los niveles del ARN mensajero (ARNm) de un biomarcador puede
utilizarse para medir la expresion del biomarcador. Como alternativa, la cuantificacion de los niveles del producto de
proteina de un biomarcador puede servir para medir la expresion del biomarcador. Se puede encontrar informacion
adicional con respecto a los métodos descritos a continuacion en Ausubel et al., (2003) Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY, o en Sambrook et al. (1989). Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY. Un experto en la materia sabra qué
parametros pueden manipularse para optimizar la deteccion del ARMn o la proteina de interés.

Se puede usar una micromatriz de acido nucleico para cuantificar la expresion diferencial de una pluralidad de
biomarcadores. Se puede llevar a cabo el analisis de la micromatriz utilizando equipo comercialmente disponible,
siguiendo los protocolos del fabricante, tal como mediante el uso de la tecnologia Affymetrix GeneChip® (Santa
Clara, CA) o el Microarray System de Incyte (Fremont, CA). Normalmente, los &cidos nucleicos (por ejemplo, ADNc u
oligonucledtidos) se siembran, o se distribuyen en forma de matriz, sobre un sustrato de microchip. Las secuencias
distribuidas en forma de matriz se hibridan a continuacién con sondas especificas de acidos nucleicos procedentes
de las células de interés. Se pueden generar sondas de ADNc marcadas fluorescentemente mediante la
incorporacion de desoxinucleétidos marcados de forma fluorescente mediante la transcripcion inversa del ARN
extraido de las células de interés. Como alternativa, el ARN puede amplificarse mediante transcripcion in vitro y
marcarse con un marcador, tal como biotina. A continuacion, las sondas marcadas se hibridan con los &cidos
nucleicos inmovilizados sobre el microchip en condiciones muy rigurosas. Tras el lavado riguroso para eliminar las
sondas unidas de forma no especifica, se realiza un barrido del chip mediante microscopio de laser confocal u otro
método de deteccién, tal como una camara CCD. Los datos brutos de intensidad de la fluorescencia de los archivos
de hibridacion se preprocesan de forma general con el algoritmo promedio multichip sélido (RMA, por sus siglas en
inglés) para generar valores de expresion.

La PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) se puede usar también para medir la expresion diferencial de una
pluralidad de biomarcadores. En la QRT-PCR, el molde de ARN se transcribe generalmente de forma inversa en
ADNCc, que a continuacion se amplifica mediante una reaccion de la PCR. La cantidad de producto de la PCR se
sigue ciclo a ciclo en tiempo real, lo que permite la determinaciéon de las concentraciones iniciales de ARNm. Para
medir la cantidad de producto de la PCR, la reaccién se puede llevar a cabo en presencia de un colorante
fluorescente, tal como Verde SYBR, que se une a un ADN bicatenario. La reaccion se puede llevar a cabo también
con una sonda indicadora fluorescente que es especifica del ADN que se esta amplificando. Un ejemplo no limitante
de sonda indicadora fluorescente es la sonda TagMan® (Applied Biosystems, Foster City, CA). La sonda indicadora
fluorescente fluoresce cuando se elimina el inactivador durante el ciclo de extension de la PCR. Se puede llevar a
cabo la QRT-PCR multiplete utilizando multiples sondas iniciadoras especificas de genes, cada una de las cuales
contiene un fluoréforo diferente. Se registraron los valores de la fluorescencia durante cada ciclo y representan la
cantidad de producto amplificado en ese punto en la reaccion de amplificacion. Para minimizar los errores y reducir

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2562078 T3

cualquier variacién entre muestras, se llevé a cabo normalmente la QRT-PCR utilizando un patrén de referencia. El
patron de referencia ideal se expresé a un nivel constante entre diferentes tejidos, y no se ve afectado por el
tratamiento experimental. Los patrones de referencia adecuados incluyen, pero no se limitan a, los ARNm de los
genes constitutivos de la gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y la beta-actina. El nivel de ARNm en la
muestra original o las veces de cambio en la expresion de cada biomarcador puede determinarse usando célculos
bien conocidos en la técnica.

Se puede usar también la tincién inmunohistoquimica para medir la expresion diferencial de una pluralidad de
biomarcadores. Este método permite la localizacion de una proteina en las células de una seccién de tejido
mediante la interaccién de la proteina con un anticuerpo especifico. Para ello, el tejido se puede fijar en formol u otro
fijador adecuado, se incluye en cera o plastico, y se corta en secciones finas (de aproximadamente 0,1 mm a varios
mm de espesor) con un micrétomo. Como alternativa, el tejido puede congelarse y cortarse en secciones finas
utilizando criostato. Las secciones de tejido pueden disponerse sobre la parte superior y fijarse a una superficie
sélida (es decir, una micromatriz de tejido). Las secciones de tejido se incuban con un anticuerpo primario contra el
antigeno de interés, seguido por lavados para eliminar los anticuerpos no unidos. El anticuerpo primario puede
acoplarse a un sistema de deteccion, o el anticuerpo primario puede detectarse con un anticuerpo secundario que se
acopla a un sistema de deteccion. El sistema de detecciéon puede ser un fluoréforo o puede ser una enzima, tal como
peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina, que puede convertir un sustrato en un producto colorimétrico,
fluorescente, o quimioluminiscente. Las secciones de tejido tefiidas se someten generalmente a una exploracién con
microscopio. Como una muestra de tejido procedente de un sujeto puede ser heterogénea, es decir, algunas células
pueden ser normales y otras células pueden ser cancerosas, se puede determinar el porcentaje de células tefiidas
positivamente en el tejido. Esta medida, junto con una cuantificacion de la intensidad de la tincién, se puede usar
para generar un valor de expresion para el biomarcador.

Se puede usar un enzimoinmunoandlisis de adsorcion, o ELISA, para medir la expresion diferencial de una
pluralidad de biomarcadores. Existen muchas variaciones de un ensayo ELISA. Todas se basan en la inmovilizacién
de un antigeno o anticuerpo sobre una superficie solida, generalmente una placa de microvaloracion. El método
ELISA original comprende preparar una muestra que contiene las proteinas de interés del biomarcador, revestir los
pocillos de una placa de microvaloraciébn con la muestra, incubar cada pocillo con un anticuerpo primario que
reconoce un antigeno especifico, eliminar por lavado el anticuerpo no unido, y a continuacion detectar los complejos
anticuerpo-antigeno. Los complejos anticuerpo-anticuerpo pueden detectarse directamente. Para ello, los
anticuerpos primarios se conjugan con un sistema de deteccion, tal como una enzima que produce un producto
detectable. Los complejos anticuerpo-anticuerpo pueden detectarse indirectamente. Para ello, el anticuerpo primario
se detecta mediante un anticuerpo secundario que se conjuga con un sistema de deteccion, tal como se ha descrito
anteriormente. A continuacion, la placa de microvaloracion se somete a exploracion y los datos brutos de la
intensidad se pueden convertir en valores de expresion utilizando medios conocidos en la técnica.

Se puede usar también una micromatriz de anticuerpos para medir la expresiéon diferencial de una pluralidad de
biomarcadores. Para ello, una pluralidad de anticuerpos se dispone y se une covalentemente a la superficie de la
micromatriz o biochip. Un extracto de proteinas que contiene las proteinas biomarcadoras de interés se marca
generalmente con un colorante fluorescente. Las proteinas biomarcadoras marcadas se incuban con la micromatriz
de anticuerpos. Tras los lavados para eliminar las proteinas no unidas, la micromatriz se somete a barrido. Los datos
brutos de intensidad de la fluorescencia se pueden convertir en valores de expresion utilizando los medios conocidos
en la técnica.

Se pueden usar también microesferas multiplexantes Luminex para medir la expresion diferencial de una pluralidad
de biomarcadores. Estas perlas microscépicas de poliestireno estan codificadas por colores internamente con
colorantes fluorescentes, de tal manera que cada perla tiene una Unica firma espectral (de la cual existen hasta 100).
Las perlas con la misma firma se etiquetan con un oligonucleétido especifico o anticuerpo especifico que se unira a
la diana de interés (es decir, el ARNm biomarcador o la proteina, respectivamente). La diana, a su vez, se etiqueta
también con un indicador fluorescente. De este modo, existen dos fuentes de color, una procedente de la perla y la
otra procedente de la molécula indicadora en la diana. Las perlas se incuban a continuacién con la muestra que
contiene las dianas, de las que se pueden detectar hasta 100 en un pocillo. El tamafio/area superficial pequefio de
las perlas y la exposicion tridimensional de las perlas a las dianas permite cinéticas de fase casi en solucion durante
la reaccion de union. Las dianas capturadas se detectan mediante fluidos de alta tecnologia basados en citometria
de flujo en los cuales los laseres excitan los colorantes internos que identifican cada perla y también cualquier
colorante indicador durante el ensayo. Los datos de los archivos de adquisicion se pueden convertir en valores de
expresion utilizando medios conocidos en la técnica.

Se puede utilizar también la hibridacién in situ para medir la expresiéon diferencial de una pluralidad de
biomarcadores. Este método permite la localizacién de los ARNm de interés en las células de una seccion de tejido.
Para este método, el tejido puede congelarse, o fijarse e incluirse, y a continuacion cortarse en secciones finas, que
se disponen y se prefijan sobre una superficie sdlida. Las secciones de tejido se incuban con una sonda de sentido
contrario marcada que se hibridard con un ARNm de interés. Las etapas de lavado e hibridacion se llevan a cabo
generalmente en condiciones muy rigurosas. La sonda puede marcarse con un fluor6foro o una etiqueta pequefa
(tal como biotina o digoxigenina) que se puede detectar mediante otra proteina o anticuerpo, de tal manera que el
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hibrido marcado puede detectarse y visualizarse con un microscopio. Se pueden detectar simultdneamente multiples
ARNmMm, con la condicién de que cada sonda de sentido contrario tenga una marca distinguible. La matriz de tejido
hibridada se somete generalmente a una exploracion con microscopio. Como una muestra de tejido procedente de
un sujeto puede ser heterogénea, es decir, algunas células pueden ser normales y otras células pueden ser
cancerosas, se puede determinar el porcentaje de células tefiidas positivamente en el tejido. Esta medida, junto con
una cuantificacién de la intensidad de la tincién, se puede usar para generar un valor de expresion para cada
biomarcador.

El nimero de biomarcadores cuya expresion se mide en una muestra de células procedentes de un sujeto con
cancer puede variar. Como la puntuacién prevista de supervivencia se basa en la expresién diferencial de los
biomarcadores, debe conseguirse un grado mayor de fiabilidad cuando se mide la expresiéon de mas biomarcadores.

Obtencién de una muestra de células procedentes de un sujeto con cancer

La expresion de una pluralidad de biomarcadores se medird en una muestra de células procedentes de un sujeto
con céancer. El tipo y la clasificacion del cancer pueden variar y deben variar. El cancer puede ser un cancer en etapa
temprana, es decir, etapa | o etapa Il, o puede ser un cancer en etapa tardia, es decir, etapa Il o etapa IV.

En general, la muestra de células o la muestra de tejido se obtendra del sujeto con cancer mediante biopsia o
reseccion quirdrgica. El tipo de biopsia puede y debe variar, dependiendo de la localizacion y de la naturaleza del
cancer. Una muestra de células, tejido, o fluido puede extraerse mediante biopsia con aspiracion a través de aguja.
Para ello, una aguja fina unida a una jeringuilla se inserta a través de la piel y en el 6rgano o tejido de interés. La
aguja se dirige normalmente a la region de interés utilizando ultrasonidos o mediante diagndstico por imagenes
mediante tomografia computerizada (TC). Una vez que la aguja se inserta en el tejido, se crea un vacio con la
jeringuilla de tal manera que las células o el fluido pueden aspirarse a través de la aguja y recogerse en la jeringuilla.
Se puede retirar también una muestra de células o de tejido mediante incisién o biopsia del nucleo. Para ello, un
cono, un cilindro, o un poquito de tejido se retira de la region de interés. Se usa generalmente el diagnéstico por
imagenes mediante TC, ultrasonidos, o un endoscopio para dirigir este tipo de biopsia. Por ultimo, la lesion
cancerosa puede extirparse completamente mediante biopsia con escision o reseccion quirdrgica.

Una vez que una muestra de células o muestra de tejido se retira de un sujeto con cancer, se puede procesar para
el aislamiento del ARN o la proteina utilizando técnicas bien conocidas en la materia y que se describen en los libros
de referencia de biologia molecular normales, tales como Ausubel et al., (2003) Current Protocols in Molecular
Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, NY. Una muestra de tejido puede también almacenarse o congelarse
instantaneamente y almacenarse a -80 % para uso posterior. La muestra de tejido sometido a biopsia puede también
fijarse con un fijador, tal como formol, para formaldehido, o acido acético/etanol. La muestra de tejido fijado puede
incluirse en cera (parafina) o una resina plastica. La muestra de tejido incluido (o muestra de tejido congelado)
puede cortarse en secciones. El ARN o la proteina puede también extraerse a partir de una muestra de tejido fijado
o incluido en parafina.

El sujeto con cancer serd generalmente un sujeto mamifero. Los mamiferos pueden incluir primates, animales de
ganaderia, y animales de compafiia. Los ejemplos no limitantes incluyen: los primates que pueden incluir seres
humanos, simios, monos, y gibones; Los animales de ganaderia pueden incluir caballos, vacas, cabras, ovejas,
ciervos y cerdos; Los animales de compafiia pueden incluir perros, gatos, conejos, y roedores (incluyendo ratones,
ratas, y cobayas). El sujeto puede ser un ser humano.

Generacion de una puntuacion de riesgo

Los biomarcadores descritos en el presente documento estan relacionados con la supervivencia del cancer. Los
modelos diferenciales de expresion de una pluralidad de estos biomarcadores pueden utilizarse para predecir el
resultado de la supervivencia de un sujeto con cancer. Determinados biomarcadores tienden a expresarse en
exceso en supervivientes a largo plazo, mientras que otros biomarcadores tienden a expresarse en exceso en
supervivientes de a corto plazo. El modelo Unico de expresion de una pluralidad de biomarcadores en un sujeto (es
decir, la firma de expresion) puede utilizarse para generar una puntuacion de riesgo de supervivencia. Los sujetos
con una puntuacion de alto riesgo pueden tener un tiempo de supervivencia corto (< 2 afios) tras la reseccion
quirdrgica. Los sujetos con una puntuacién de bajo riesgo pueden tener un tiempo de supervivencia mas largo (> 5
afos) tras la reseccion.

Independientemente de la técnica utilizada para medir la expresion diferencial de una pluralidad de biomarcadores,
la expresion de cada biomarcador se convertira normalmente en un valor de expresién. Estos valores de expresion
se usaran a continuacion para calcular una puntuacion de riesgo de la supervivencia de un sujeto con cancer
utilizando métodos estadisticos conocidos en la técnica. Las puntuaciones de riesgo pueden calcularse utilizando un
analisis de componentes principales. Las puntuaciones de riesgo pueden calcularse también utilizando un analisis
de regresion Cox univariante. En una realizacion preferida, las puntuaciones de riesgo pueden calcularse también
utilizando un andlisis de regresién Cox parcial.
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Las puntuaciones generadas por un andlisis de regresién Cox parcial se encuentran comprendidas en los dos
grupos: 1) los que tienen un valor positivo; y 2) los que tienen un valor negativo. Una puntuacion de riesgo que tiene
un valor positivo esta asociada con un tiempo de supervivencia corto, y una puntuacién de riesgo que tiene un valor
negativo esta asociada con un tiempo de supervivencia largo.

Se puede extraer una muestra de tejido mediante reseccion quirdrgica de un sujeto con un cancer en etapa
temprana. La muestra de tejido puede almacenarse para extraer el ARN posteriormente 0 congelarse
instantaneamente, de tal manera que el ARN puede aislarse en una fecha posterior. EI ARN puede utilizarse como
un molde para la QRT-PCR en la que se analiza la expresion de una pluralidad de biomarcadores, y los datos de
expresion se usan para derivar una puntuacion de riesgo utilizando el método parcial de clasificacion de la regresion
de Cox. La puntuacién del riesgo puede utilizarse para predecir si el sujeto sera un superviviente a corto plazo o a
largo plazo del cancer.

Preferentemente, una muestra de tejido puede retirarse de un sujeto con una etapa temprana de cancer. EI ARN
puede aislarse del tejido y utilizarse para generar sondas marcadas para el analisis de micromatrices de é&cido
nucleico. Los valores de expresion generados a partir del andlisis de la micromatriz pueden utilizarse para derivar
una puntuacion del riesgo utilizando el método parcial de clasificacion de la regresion de Cox. La puntuacion del
riesgo puede utilizarse para predecir si el sujeto serad un superviviente a corto plazo o a largo plazo del cancer.

Método para determinar el prondstico de un sujeto con cancer

Otro aspecto de la divulgacion proporciona un método para determinar el pronéstico de un sujeto con cancer. El
método comprende medir la expresion diferencial de uno o méas biomarcadores en una muestra de células
procedente del sujeto. La expresién diferencial de cada biomarcador se convierte en un valor de expresion, y los
valores de expresion se usan para derivar una puntuacion de este sujeto utilizando un método estadistico, como se
ha detallado anteriormente. Una puntuacion que tiene un valor positivo es indicativa de un pronéstico malo o de un
resultado malo, mientras que una puntuacion que tiene un valor negativo es indicativa de un prondstico bueno o de
un resultado bueno.

Una firma de expresion de un sujeto con un cancer en etapa temprana esta generada por andlisis de una
micromatriz de acidos nucleicos, y los valores de expresién se usan para calcular una puntuacion. La puntuacion
calculada puede utilizarse para predecir si el sujeto tendra un prondstico bueno o un pronéstico malo del resultado
del cancer.

Método para seleccionar un tratamiento para un sujeto con cancer

Un aspecto adicional de la divulgacion proporciona un método para seleccionar un tratamiento eficaz para un sujeto
con cancer. Una vez se ha calculado una puntuacion de riesgo para un sujeto, esta informacién se puede usar para
decidir un curso adecuado de tratamiento para el sujeto. Un sujeto que tiene una puntuacion de riesgo positivo (es
decir, un tiempo de supervivencia corto o un prondstico malo) puede beneficiarse de un régimen de tratamiento
agresivo. Un régimen terapéutico agresivo puede comprender el agente o los agentes de quimioterapia adecuados.
Un régimen terapéutico agresivo puede comprender también radioterapia. El régimen de tratamiento puede y debe
variar, dependiendo del tipo y etapa del cancer. Un sujeto que tiene una puntuacion de riesgo negativa (es decir,
tiempo de supervivencia a largo plazo o un pronéstico bueno) puede no necesitar tratamiento adicional, ya que no es
probable que el desarrolle un cancer recurrente.

Las células se mantienen en condiciones en las que uno 0 mas agentes inhiben la expresion o la actividad de las
microARN, inhiben la expresion de uno o més genes diana de las microARN, o inhiben una de sus combinaciones,
inhibiendo de esta forma la proliferacion de las células.

Se proporcionan también métodos para identificar un agente que se puede usar para inhibir la proliferacion de
células cancerosas. El método comprende poner en contacto uno o mas microARN con un agente que se va a
evaluar; poner en contacto uno o mas genes diana con un agente que se va a evaluar; o poner en contacto una de
sus combinaciones. Si la expresion de los microARN se inhibe en presencia del agente; o si la expresion de los
genes diana se potencia en presencia del agente, o se produce una combinacién de los mismos en presencia del
agente, entonces el agente puede utilizarse para inhibir la proliferacién de células del carcinoma tiroideo folicular.

Método para identificar agentes terapéuticos

Se describen también en el presente documento métodos para identificar un agente que se puede usar para tratar
un paciente que lo necesita. El método comprende poner en contacto uno 0 mas microARN con un agente que se va
a evaluar; poner en contacto uno o mas genes diana de uno 0 mas microARN; o poner en contacto una de sus
combinaciones. Si la expresion de los microARN se inhibe en presencia del agente; o si la expresion de los genes
diana se potencia en presencia del agente, o se produce una combinacién de los mismos en presencia del agente,
entonces el agente puede utilizarse para inhibir la proliferacion de células del carcinoma tiroideo folicular.
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Los agentes que se pueden evaluar en los métodos proporcionados en el presente documento incluyen inhibidores
del ARNmi. Otros ejemplos de dichos agentes incluyen agentes farmacéuticos, farmacos, compuestos quimicos,
compuestos iénicos, compuestos organicos, ligandos organicos, incluyendo cofactores, sacaridos, péptidos
recombinantes y sintéticos, proteinas, peptoides, secuencias de acidos nucleicos, incluyendo genes, productos de
acidos nucleicos, y anticuerpos y sus fragmentos de unidén a antigenos. Dichos agentes pueden cribarse
individualmente o uno o mas compuesto(s) pueden someterse a ensayo simultaneamente de acuerdo con los
métodos en el presente documento. Se pueden ensayar grandes bibliotecas combinatorias de compuestos (por
ejemplo, compuestos organicos, péptidos recombinantes o sintéticos, peptoides, acidos nucleicos) producidos
mediante sintesis quimica combinatoria u otros métodos. Cuando los compuestos seleccionas de una biblioteca
combinatoria transportan etiquetas Unicas, es posible la identificacion de compuestos individuales mediante métodos
cromatograficos. Las bibliotecas quimicas, los caldos microbianos y las bibliotecas de expresion de fagos también
puede someterse a ensayo (cribarse) de acuerdo con los métodos en el presente documento.

Kit para predecir la supervivencia o el prondstico de un sujeto con cancer

Otro aspecto de la divulgacion proporciona kits para predecir la supervivencia o el pronéstico de un sujeto con
cancer. Un kit comprende una pluralidad de agentes para medir la expresion diferencial de uno o mas
biomarcadores, lo que significa convertir los datos de expresion en valores de expresion, y significa analizar los
valores de expresion para generar puntuaciones que predigan la supervivencia o el prondstico. Los agentes
incluidos en el kit para medir la expresién del biomarcador pueden comprender una matriz de polinucleétidos
complementaria con los ARNm de los biomarcadores. Los agentes incluidos en el kit para medir la expresion del
biomarcador pueden comprender una pluralidad de sondas y/o cebadores de la PCR para la QRT-PCR.

Se describen también en el presente documento kits para detectar un cancer en un individuo que comprenden uno o
mas reactivos para detectar 1) uno o mas microARN; 2) uno o mas genes diana de uno o mas microARN; 3) uno o
mas polipéptidos expresados por los genes diana o 4) una de sus combinaciones. Por ejemplo, el kit puede
comprender sondas de hibridacién, enzimas de restriccion (por ejemplo, para el analisis de RFLP), oligonuclettidos
especificos de alelos, y anticuerpos que se unen al polipéptido expresado por el gen diana.

El kit puede comprender al menos secuencias de nuclebtidos contiguas que son sustancial o totalmente
complementarias de una region de uno o mas de los microARN. Uno de los reactivos del kit puede estar marcado y,
de este modo, los kits pueden comprender ademas agentes capaces de detectar la marca. El kit puede comprender
ademas instrucciones para detectar un cancer utilizando los componentes del kit.

Matriz de &cidos nucleicos

Otro aspecto de la divulgacion proporciona una matriz de acidos nucleicos que comprende polinucleétidos que se
hibridan a los ARNm de los biomarcadores. Hablando de manera general, la matriz de &cidos nucleicos esta
comprendida por un sustrato que tiene al menos una direccion. Se conocen comunmente en la técnica matrices de
acidos nucleicos, y ademas, se conocen bien en la materia los sustratos que comprenden matrices de acidos
nucleicos. Los ejemplos no limitantes de materiales sustrato incluyen vidrio y plastico. Un sustrato puede
conformarse de forma analoga a un portaobjetos o a un chip (es decir, una forma cuadrilateral), o como alternativa,
un sustrato puede conformarse de forma analoga a un pocillo.

La matriz esta comprendida de menos por una direccion, en la que la direccién tiene dispuesta sobre la misma un
acido nucleico que se puede hibridar con el ARNm de un biomarcador. La matriz puede estar comprendida por
multiples direcciones, en la que cada direccién tiene dispuesta sobre la misma un &cido nucleico que se puede
hibridar con el ARNm de un biomarcador para predecir la supervivencia de un sujeto con un cancer de pulmén. La
matriz puede comprender también una o mas direcciones en las que la direccion tiene dispuesta sobre la misma un
acido nucleico control. El control puede ser un control interno (es decir, un control de la propia matriz) y/o un control
externo (es decir, un control de la muestra aplicada a la matriz). Una matriz normalmente esta comprendida por
entre aproximadamente 1 y aproximadamente 10.000 direcciones. La matriz puede estar comprendida por entre
aproximadamente 10 y aproximadamente 8.000 direcciones, o estar comprendida por no méas de 500 direcciones, o
estar comprendida de no menos de 500 direcciones. Son bien conocidos en la materia los métodos para utilizar
matrices de &cidos nucleicos.

Métodos de uso

En un aspecto, se proporciona en el presente documento un método para diagnosticar si un sujeto tiene, o esta en
riesgo de desarrollar leucemia linfoblastica aguda (LLA), que comprende medir el nivel de al menos un producto
génico en una muestra de ensayo del sujeto y comparar el nivel del producto génico en la muestra de ensayo con el
nivel del producto génico correspondiente en una muestra del control. Tal como se usa en el presente documento,
un "sujeto” puede ser cualquier mamifero que tenga, o se sospeche que tenga, cancer de mama. El sujeto puede ser
un ser humano que tiene, o se sospeche que tenga, LLA.
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El nivel de al menos un producto génico puede medirse en las células de una muestra biol6égica obtenida del sujeto.
Por ejemplo, se puede extirpar una muestra de tejido de un sujeto sospechoso de tener LLA mediante técnicas de
biopsia convencionales. En otro ejemplo, se puede extraer una muestra de sangre del sujeto, y se pueden aislar los
glébulos blancos para la extraccion del ADN mediante técnicas normalizadas. La muestra de sangre o tejido se
obtiene preferentemente del sujeto antes del inicio de la radioterapia, quimioterapia u otro tratamiento terapéutico.
Se puede obtener un tejido o muestra de sangre control correspondiente a partir de tejidos no afectados del sujeto,
procedente de un individuo o una poblacién humana normal de individuos normales, o de células cultivadas
correspondientes a la mayoria de células en la muestra del sujeto. El tejido o muestra de sangre control se procesa
a continuacion junto con la muestra del sujeto, de manera que los niveles de producto génico producidos a partir de
un gen dado en células de la muestra del sujeto pueden compararse con los niveles de productos génicos
correspondientes procedentes de células de la muestra del control.

Una alteracién (es decir, un aumento o disminucién) en el nivel de un producto génico en la muestra obtenida a partir
del sujeto, con respecto al nivel de un producto génico correspondiente en una muestra del control, es indicativo de
la presencia de LLA en el sujeto. El nivel del al menos un producto génico en la muestra de ensayo puede ser mayor
que el nivel del producto génico correspondiente en la muestra del control (es decir, la expresion del producto génico
esta "regulada en exceso"). Tal como se usa en el presente documento, la expresion de un producto génico esta
"regulada en exceso" cuando la cantidad de producto génico en una célula o muestra de tejido procedente de un
sujeto es mayor que la cantidad del mismo producto génico en la célula o muestra de tejido del control. El nivel del al
menos un producto génico en la muestra de ensayo puede ser menor que el nivel del producto génico
correspondiente en la muestra del control (es decir, la expresion del producto génico esta "regulada por defecto").
Tal como se usa en el presente documento, la expresion de un gen esta "regulada por defecto" cuando la cantidad
del producto génico producida a partir del gen en una célula o muestra de tejido procedente de un sujeto es menor
que la cantidad producida a partir del mismo gen en la célula o muestra de tejido del control. La expresion relativa
del gen en las muestras del control y normales puede determinarse con respecto a uno o mas patrones de expresion
del ARN. Los patrones pueden comprender, por ejemplo, un nivel cero de expresion génica, el nivel de expresion
génica en una linea de células normalizada, o el nivel promedio de expresion génica previamente obtenido para una
poblacion de controles humanos normales.

El nivel de un producto génico en una muestra puede medirse utilizando cualquier técnica que sea adecuada para
detectar niveles de expresion del ARN en una muestra bioldgica. Las técnicas adecuadas para determinar los
niveles de expresion del ARN en células procedentes de una muestra bioldgica (por ejemplo, el andlisis de la
transferencia Northern, la RT-PCR, la hibridacién in situ) son bien conocidas por los expertos en la materia. El nivel
de al menos un producto génico puede detectarse utilizando el analisis de la transferencia Northern. Por ejemplo, se
puede purificar el ARN celular total a partir de células mediante homogeneizacion en presencia de un tampon de
extracciéon de acido nucleico, seguido por centrifugacidon. Se precipitan los acidos nucleicos, y se elimina el ADN
mediante tratamiento con ADNasa y precipitacion. A continuacion, se separan las moléculas de ARN mediante
electroforesis en gel sobre geles de agarosa de acuerdo con las técnicas normalizadas, y se transfieren a filtros de
nitrocelulosa. A continuacién, se inmoviliza el ARN sobre los filtros mediante calentamiento. La deteccién y
cuantificacion del ARN especifico se lleva a cabo utilizando sondas de ADN o ARN marcadas adecuadamente
complementarias del ARN en cuestion. Véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et
al., eds., 22 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989, Capitulo 7.

Las sondas adecuadas para la hibridacion mediante transferencia Northern de un producto génico dado se pueden
producir a partir de secuencias del &cido nucleico de un producto génico dado. Los métodos para la preparacion de
sondas de ADN y ARN marcadas, y las condiciones para su hibridacién con las secuencias de nucleétidos diana, se
describen en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, J. Sambrook et al., eds., 22 edicion, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1989, Capitulos 10 y 11.

Por ejemplo la sonda de acido nucleico puede marcarse con, por ejemplo, un radionucleido, tal como ®H, 2p, *p,

¢, 0 ¥s; un metal pesado; o un ligando que puede funcionar como un miembro de un par de union especifico del
ligando marcado (por ejemplo, biotina, avidina o un anticuerpo), una molécula fluorescente, una molécula
quimioluminiscente, una enzima o similar.

Se pueden marcar sondas con una elevada actividad especifica mediante cualquiera del método de traduccién de
muescas de Rigby et al. (1977), J. Mol Biol. 113:237-251 o mediante el método de cebado aleatorio de Flenberg et
al. (1983), Anal. Biochem. 132:6-13. Este ultimo es el método de eleccion para sintetizar sondas marcadas con p
de actividad muy especifica a partir de moldes de ADN o ARN monocatenario. Por ejemplo, mediante la sustitucion
de nucleétidos ya existentes con nucledtidos muy radioactivos de acuerdo con el método de traduccion de muescas,
es p03|ble preparar sondas de acidos nucleicos marcadas con p que tienen una actividad especifica muy superior
a 10° cpm/microgramo. A continuacién, puede llevarse a cabo la deteccidon autorradiografica de la hibridacion
exponiendo los filtros hibridados a pelicula fotografica. El barrido densitométrico de las peliculas fotograficas
expuestas a los filtros hibridados proporciona una medida precisa de los niveles de transcritos génicos. Utilizando
otro enfoque, los niveles de transcritos génicos se pueden cuantificar utilizando sistemas de diagndstico por
imagenes informatizados, tales como el Molecular Dynamics 400-B 2D Phosphorimager disponible de Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ.
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Cuando el radionucleido que marca las sondas de ADN o ARN no es practico, se puede usar el método del cebador
aleatorio para incorporar un analogo, por ejemplo, el analogo de trifosfato de dTTP 5-(N(N-biotinil-epsilon-
aminocaproil)3-aminoalil)desoxiuridina, en la molécula de la sonda. El oligonucleétido de la sonda biotinilada puede
detectarse mediante reaccién con proteinas de unién a biotina, tales como avidina, estreptavidina, y anticuerpos (por
ejemplo, anticuerpos dirigidos contra biotina) acoplados a colorantes o enzimas fluorescentes que producen
reacciones de color.

Ademas de la técnica de la transferencia Northern y otras técnicas de hibridacion del ARN, se puede llevar a cabo la
determinacion de los niveles de transcritos de ARN utilizando la técnica de hibridacién in situ. Esta técnica requiere
menos células que la técnica de transferencia Northern, e implica depositar células completas en un cubreobjetos de
microscopio y sondear el contenido de acido nucleico de la célula con una solucién que contiene sondas de acido
nucleico radioactivo u otro acido nucleico marcado de otra manera (por ejemplo, ADNc o ARN). Esta técnica es
particularmente muy adecuada para analizar muestras de biopsia de tejidos de sujetos. La practica de la técnica de
hibridacion in situ se describe con mas detalle en la patente de EE.UU. N.° 5.427.916. Las sondas adecuadas para
la hibridacion in situ de un producto génico dado se pueden producir a partir de secuencias del &cido nucleico.

Se puede determinar también el nimero relativo de transcritos génicos en células mediante la transcripcion de
transcritos génicos, seguido por la amplificacion de los transcritos transcritos de forma inversa mediante la reaccion
en cadena de la polimerasa (RT-PCR). Los niveles de transcritos génicos se pueden cuantificar en comparacion con
un patron interno, por ejemplo, el nivel de ARNm de un gen "constitutivo" presente en la misma muestra. Un gen
"constitutivo" adecuado para su uso como un patrén interno incluye, por ejemplo, miosina o gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (G3PDH). Los métodos de la RT-PCR cuantitativa y sus variaciones estdn comprendidos en el nivel
de conocimientos de los expertos en la materia.

En algunos casos, puede ser deseable determinar simultineamente el nivel de expresion de una pluralidad de
productos génicos diferentes en una muestra. En otros casos, puede ser deseable determinar el nivel de expresién
de los transcritos de todos los genes conocidos correlacionados con un céncer. Evaluar los niveles de expresion
especificos de cancer para cientos de genes es muy laborioso y requiere una gran cantidad de ARN total (al menos
20 pg para cada transferencia Northern) y técnicas autorradiograficas que requieren isétopos radioactivos.

Para mitigar estas limitaciones, se puede construir una biblioteca de oligonucleétidos en formato microchip (es decir,
una micromatriz), que contiene un conjunto de sondas de oligodesoxinucleétidos que son especificas de un conjunto
de genes o productos génicos. Utilizando dicha micromatriz, se puede determinar el nivel de expresion de mdltiples
microARN en una muestra bioldgica transcribiendo de manera inversa los ARN para generar un conjunto de
oligodesoxinucledtidos diana, e hibridarlos con una sonda de oligodesoxinucleétidos sobre la micromatriz para
generar una hibridacion, o perfil de expresién. El perfil de hibridacion de la muestra de ensayo puede a continuacion
compararse con el de una muestra control para determinar cudles microARN han alterado el nivel de expresién en
LLA. Tal como se usa en el presente documento, "sonda de oligonucleétidos” o "sonda de oligodesoxinucledtidos" se
refiere a un oligonucleétido que es capaz de hibridarse con un oligonucleétido diana. "oligonucleétido diana" u
"oligodesoxinucledétido diana" se refiere a una molécula que se va a detectar (por ejemplo, mediante hibridacion). Por
"sonda de oligonucleétidos especifica’ o "sonda de oligonucleétidos especifica de un producto génico" se entiende
una sonda de oligonucleétidos que tiene una secuencia seleccionada para hibridarse con un producto génico
especifico, o un transcrito inverso del producto génico especifico.

Un "perfil de expresion" o "perfil de hibridacion" de una muestra concreta es esencialmente una huella digital del
estado de la muestra; aunque dos estados pueden tener cualquier gen concreto expresado de forma similar, la
evaluacion de numerosos genes simultdaneamente permite la generacion de un perfil de expresién génica que es
Unico para el estado de la célula. Es decir, las células normales pueden distinguirse de las células LLA, y en las
células LLA, se pueden determinar diferentes estados prondsticos (perspectivas de supervivencia buenas o malas a
largo plazo, por ejemplo). Mediante la comparacion de los perfiles de expresion de células LLA en diferentes
estados, se obtiene la informacion con respecto a qué genes son importantes (incluyendo la regulacion por exceso y
por defecto de los genes) en cada uno de estos estados. La identificacion de las secuencias que se expresan de
manera diferente en células LLA o células normales, asi como la expresion diferencial que da como resultado
diferentes resultados prondsticos, permite el uso de esta informacién de numerosas maneras. Por ejemplo, se puede
evaluar un régimen de tratamiento concreto (por ejemplo, para determinar si un farmaco quimioterapéutico mejora el
prondstico a largo plazo en un paciente concreto). De manera similar, el diagndstico puede llevarse a cabo o
confirmarse comparando muestras de pacientes con los perfiles de expresiéon conocidos. Adicionalmente, estos
perfiles de expresion (o los genes individuales) permiten el cribado de farmacos candidatos que suprimen el perfil de
expresion de LLA o convierte un perfil de prondstico malo en un perfil de pronéstico mejor.

De acuerdo con ello, esta divulgacion proporciona métodos para diagnosticar si un sujeto tiene, o esta en riesgo de
desarrollar, LLA, que comprende transcribir de forma inversa el ARN de una muestra de ensayo obtenido del sujeto
para proporcionar un conjunto de oligodesoxinucleétidos diana, hibridar los oligodesoxinucledtidos diana con una
micromatriz que comprende una sonda de oligonucledtidos especifica de ARNmi para proporcionar un perfil de
hibridacion especifico de la muestra de ensayo, y comparar el perfil de hibridaciéon de la muestra de ensayo con un
perfil de hibridacién generado a partir de una muestra control, en el que una alteracion en la sefial de al menos un
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ARNmMmI es indicativa de un sujeto cualquiera que tiene, o esta en riesgo de desarrollar, LLA.

Esta divulgacién proporciona también métodos para diagnosticar una LLA asociada con uno o mas marcadores de
pronéstico, que comprenden medir el nivel de al menos un producto génico en una muestra de ensayo de LLA
procedente de un sujeto y comparar el nivel de el al menos un producto génico en la muestra de ensayo de LLA con
el nivel de un producto génico correspondiente en una muestra del control. Una alteracion (por ejemplo, un aumento,
una disminucion) en la sefial de al menos un producto génico en la muestra de ensayo comparada con la muestra
del control es indicativa de un sujeto cualquiera que tiene, o esta en riesgo de desarrollar, LLA asociada con el uno o
mas marcadores de prondstico.

La LLA puede estar asociada con uno o mas marcadores o caracteristicas de prondstico, incluyendo, un marcador
asociado con un pronéstico adverso (es decir, negativo), o un marcador asociado con un prondéstico bueno (es decir,
positivo). La LLA que se ha diagnosticado usando los métodos descritos en el presente documento puede estar
asociada con una 0 més caracteristicas de prondésticos adversos.

Se describen en el presente documento los microARN concretos cuya expresion estd alterada en células LLA
asociadas con cada uno de estos marcadores de pronostico. El nivel del al menos un producto génico puede
medirse transcribiendo de forma inversa el ARN procedente de una muestra de ensayo obtenida del sujeto para
proporcionar un conjunto de oligodesoxinucledtidos diana, hibridar los oligodesoxinucledtidos diana con una
micromatriz que comprende una sonda de oligonucleétidos especifica de ARNmi para proporcionar un perfil de
hibridacion especifico de la muestra de ensayo, y comparar el perfil de hibridacion de la muestra de ensayo con un
perfil de hibridacion generado a partir de una muestra control.

Aunque sin desear quedar ligado por teoria particular alguna, se cree que las alteraciones en el nivel de uno o méas
productos génicos en células puede dar como resultado la desregulacién de una o mas dianas previstas para estos
productos génicos, que puede dar lugar a la formacion de LLA. Por tanto, alterar el nivel del producto génico (por
ejemplo, disminuyendo el nivel de un producto génico que esta regulado en exceso en células de LLA, aumentando
el nivel de un producto génico que esta regulado por defecto en células cancerosas) puede tratar satisfactoriamente
la LLA. Se describen en el presente documento ejemplos de presuntas dianas génicas de productos génicos que
estan desreguladas en las células de LLA.

De acuerdo con ello, la presente divulgacion abarca métodos para tratar la LLA en un sujeto, en el que al menos un
producto génico estd desregulado (por ejemplo, regulado por defecto, regulado por exceso) en las células
cancerosas del sujeto. Cuando el al menos un producto génico aislado esta regulado por defecto en las células de
LLA, el método comprende administrar una cantidad eficaz del al menos un producto génico aislado de tal manera
que se inhiba la proliferacion de células cancerosas en el sujeto. Cuando el al menos un producto génico aislado
esta regulado por exceso en las células cancerosas, el método comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz
de al menos un compuesto para inhibir la expresién del al menos un gen, que en el presente documento se
denominan compuestos de inhibicidon de la expresién génica, de tal manera que se inhibe la proliferacion de células
de LLA.

Los términos "tratar”, "que trata" y "tratamiento”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a mejorar los
sintomas asociados con una enfermedad o dolencia, por ejemplo, LLA, incluyendo prevenir o retrasar el comienzo
de los sintomas de la enfermedad, y/o disminuir la gravedad o la frecuencia de los sintomas de la enfermedad o
dolencia. Los términos "sujeto” e "individuo" se definen en el presente documento para incluir animales, tales como
mamiferos, incluyendo pero sin limitarse a, especies de primates, vacas, ovejas, cabras, caballos, perros, gatos,
conejos, cobayas, ratas, ratones u otros bovinos, ovinos, equinos, canidos, felinos, roedores, o murinos.
Preferentemente el animal es un ser humano.

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad eficaz" de un producto génico aislado es una cantidad
suficiente para inhibir la proliferacion de una célula cancerosa en un sujeto que padece de LLA. Un experto en la
materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un producto génico que se va a administrar a un sujeto
dado, teniendo en cuenta factores, tales como el tamafio y el peso del sujeto; la extension de la penetracién de la
enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la ruta de administracion; y si la administracion es regional o sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz de un producto génico aislado puede estar basada en el peso corporal aproximado
0 estimado de un sujeto que se va a tratar. Preferentemente, dichas cantidades eficaces se administran por via
parenteral o entérica, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una cantidad eficaz del producto
génico aislado que se administra a un sujeto puede variar entre aproximadamente 5 - 3000 microgramos/kg de peso
corporal, entre aproximadamente 700 - 1000 microgramos/kg de peso corporal, 0 mas de aproximadamente 1000
microgramos/kg de peso corporal.

Un experto en la materia puede determinar también facilmente un régimen de dosificacion adecuado para la
administracion de un producto génico aislado a un sujeto dado. Por ejemplo, se puede administrar un producto
génico al sujeto una vez (por ejemplo, como una Unica inyeccion o deposito). Como alternativa, un producto génico
puede administrarse una vez o dos veces al dia a un sujeto durante un periodo de entre aproximadamente tres a
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aproximadamente veintiocho dias, de forma mas concreta entre aproximadamente siete a aproximadamente diez
dias. En un régimen de dosificaciéon concreto, un producto génico se administra una vez al dia durante siete dias.
Cuando un régimen de dosificacion comprende miltiples administraciones, se entiende que la cantidad eficaz del
producto génico administrada al sujeto puede comprender la cantidad total de producto génico administrada en el
régimen de dosificacion completo.

Tal como se usa en el presente documento, un producto génico "aislado" es aquel que se sintetiza, o altera o elimina
del estado natural a través de la intervencion humana. Por ejemplo, un producto génico sintético, o un producto
génico parcial o completamente separado de los materiales coexistentes de su estado natural, se considera que esta
"aislado". Un producto génico aislado puede existir en forma sustancialmente purificada, o puede existir en una
célula en la que se ha administrado el producto génico. De esta manera, un producto génico que se administra de
forma deliberada a, o se expresa en, una célula, se considera un producto génico "aislado". Un producto génico
producido en el interior de una célula a partir de una molécula precursora se considera también que es una molécula
"aislada".

Se pueden obtener productos génicos aislados utilizando numerosas técnicas normalizadas. Por ejemplo, los
productos génicos se pueden sintetizar quimicamente o producirse de forma recombinante utilizando los métodos
conocidos en la materia. Los productos génicos pueden sintetizarse quimicamente usando fosforamiditas de
ribonucleésido adecuadamente protegidas y un sintetizador de ADN/ARN convencional. Los proveedores
comerciales de moléculas de ARN sintéticas o reactivos de sintesis incluyen, por ejemplo, Proligo (Hamburgo,
Alemania), Dharmacon Research (Lafayette, CO, EE.UU.), Pierce Chemical (parte de Perbio Science, Rockford, IL,
EE.UU.), Glen Research (Sterling, VA, EE.UU.), ChemGenes (Ashland, MA, EE.UU.) y Cruachem (Glasgow, Reino
Unido).

Como alternativa, los productos génicos pueden expresarse a partir de plasmidos de ADN circulares o lineales
utilizando un promotor adecuado. Los promotores adecuados para expresar el ARN de un plasmido incluyen, por
ejemplo, las secuencias promotoras de U6 o el HI ARN de pol Ill, o los promotores del citomegalovirus. La seleccion
de otros promotores adecuados estd comprendida en los conocimientos de los expertos en la materia. Los
plasmidos recombinantes de la invencién pueden comprender también promotores inducibles o regulables para la
expresion de los productos génicos en células cancerosas.

Los productos génicos que se expresan a partir de plasmidos recombinantes pueden aislarse a partir de sistemas de
expresion de células cultivadas mediante técnicas normalizadas. Los productos génicos que se expresan a partir de
plasmidos recombinantes pueden también administrarse a, y expresarse directamente en, las células cancerosas.
Se describe con mas detalle a continuacion el uso de plasmidos recombinantes para administrar los productos
génicos a células cancerosas.

Los productos génicos pueden expresarse a partir de un plasmido recombinante independiente, o se pueden
expresar a partir del mismo plasmido recombinante. Los productos génicos pueden expresarse como moléculas
precursoras de ARN a partir de un Unico plasmido, y las moléculas precursoras se procesan para obtener el
producto génico funcional mediante un sistema de procesamiento adecuado, que incluye, pero sin limitacion,
sistemas de procesamiento existentes en una célula cancerosa. Otros sistemas de procesamiento adecuados
incluyen, por ejemplo, el sistema de lisados celulares de Drosophila in vitro (por ejemplo, como se describe en la
solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.° 2002/0086356 de Tuschl et al.) y el sistema ARNasa lll de E.
coli (por ejemplo, como se describe en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.° 2004/0014113 de
Yang et al.).

La eleccion de plasmidos adecuada para expresar los productos génicos, los métodos para insertar secuencias de
acidos nucleicos en el plasmido para expresar los productos génicos, y los métodos para administrar el plasmido
recombinante a las células de interés estan comprendidos en los conocimientos de los expertos en la materia.
Véase, por ejemplo, Zeng et al. (2002), Molecular Cell 9:1327-1333; Tuschl (2002), Nat. Biotechnol, 20:446-448;
Brummelkamp et al. (2002), Science 296:550-553; Miyagishi et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20:497-500; Paddison et
al. (2002), Genes Dev. 16:948-958; Lee et al. (2002), Nat. Biotechnol. 20:500-505; y Paul et al. (2002), Nat.
Biotechnol. 20:505-508.

Un plasmido que expresa los productos génicos comprende una secuencia que codifica un ARN precursor bajo el
control del promotor temprano intermedio de CMV. Tal como se usa en el presente documento, "bajo el control" de
un promotor significa que las secuencias de acidos nucleicos que codifican el producto génico se localizan en 3' con
respecto al promotor, de tal manera que el promotor puede iniciar la transcripcion de las secuencias de codificacion
del producto génico.

Los productos génicos se pueden expresar también a partir de vectores viricos recombinantes. Se contempla que
los productos génicos se puedan expresar a partir de dos vectores viricos recombinantes independientes, o a partir
del mismo vector virico. El ARN expresado a partir de los vectores viricos recombinantes puede aislarse bien a partir
de sistemas de expresion de células cultivadas mediante técnicas normalizadas, o bien se puede expresar
directamente en células cancerosas. El uso de vectores viricos recombinantes para administrar los productos
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génicos a las células cancerosas se describe con mas detalle a continuacion.

Los vectores viricos recombinantes comprenden secuencias que codifican los productos génicos y cualquier
promotor adecuado para la expresion de secuencias de ARN. Los promotores adecuados incluyen, por ejemplo, las
secuencias promotoras de U6 o el HI ARN de pol lll, o los promotores del citomegalovirus. La seleccién de otros
promotores adecuados esta comprendida en los conocimientos de los expertos en la materia. Los vectores viricos
recombinantes pueden comprender también promotores inducibles o regulables para la expresion de los productos
génicos en una célula cancerosa.

Se puede usar cualquier vector virico que pueda aceptar las secuencias de codificacién de los productos génicos;
por ejemplo, vectores derivados de adenovirus (VA); virus adenoasociados (VAA); retrovirus (por ejemplo, lentivirus
(LV), Rabdovirus, virus de la leucemia de murino); virus del herpes, y similares. Se puede modificar el tropismo de
los vectores viricos mediante pseudotipado de los vectores con proteinas de la envuelta u otros antigenos
superficiales procedentes de otros virus, o sustituyendo diferentes proteinas de capsidas viricas, segun sea
adecuado.

Por ejemplo, se pueden pseudotipar vectores lentiviricos con proteinas superficiales procedentes del virus de la
estomatitis vesicular (VSV), rabia, ébola, mokola, y similares. Se pueden preparar vectores de VAA para que se
dirijan a células diferentes mediante el disefio por ingenieria de vectores que expresan diferentes serotipos de
proteinas de capsidas. Por ejemplo, un vector de VAA que expresa una cépsida del serotipo 2 0 un genoma del
serotipo 2 se denomina VAA/2/2. Este gen de la cdpsida del serotipo 2 en el vector VAA/2/2 puede sustituirse por un
gen de capsida de serotipo 5 para producir un vector VAA 2/5. Las técnicas para producir vectores de VAA que
expresan diferentes serotipos de proteinas de capsidas estan comprendidas en los conocimientos de los expertos en
la materia; véase, por ejemplo, Rabinowitz, J. E., et al. (2002), /. Virol. 76:791-801.

La seleccion de vectores viricos recombinantes adecuados para su uso en la invencion, los métodos para insertar
secuencias de &cidos nucleicos para expresar ARN en el vector, los métodos para administrar el vector virico a las
células de interés, y la recuperacién de los productos de ARN expresados estan comprendidos en los conocimientos
de los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Dornburg (1995), Gene Therap. 2:301-310; Eglitis (1988),
Biotechniques 6:608-614; Miller (1990), Hum. Gene Therap. 1:5-14; y Anderson (1998), Nature 392:25-30.

Los vectores viricos adecuados pueden ser aquellos derivados de VA y VAA. Un vector VA adecuado para expresar
los productos génicos, un método para construir el vector VA recombinante, y un método para administrar el vector a
células diana, se describen en Xia et al. (2002), Nat. Biotech. 20:1006-1010. Los vectores VAA adecuados para
expresar los productos génicos, los métodos para construir el vector VAA recombinante, y los métodos para
administrar los vectores en células diana se describen en Samulski et al. (1987), J. Virol. 61:3096-3101; Fisher et al.
(1996), J. Virol, 70:520-532; Samulski et al. (1989), J. Virol. 63:3822-3826; patente de EE.UU. N° 5.252.479; patente
de EE.UU. N° 5.139.941; solicitud de patente internacional N.° WO 94/13788; y solicitud de patente internacional N.°
WO 93/24641.

Un vector virico VAA puede comprender una secuencia de &acido nucleico que codifica un ARN precursor en unién
funcional con una secuencia poliT de terminacion bajo el control de un promotor de ARN de U6 humano. Tal como
se usa en el presente documento, "en union funcional con una secuencia poliT de terminacion” significa que las
secuencias de acidos nucleicos que codifican las hebras de sentido directo o de sentido contrario se encuentran
inmediatamente adyacentes a la sefial de terminacion de PoliT en la direccion 5'. Durante la transcripcion de las
secuencias del vector, las sefiales de terminacion de poliT actian para terminar la transcripcion.

Se puede administrar también al sujeto una cantidad eficaz de al menos un compuesto que inhibe la expresién. Tal
como se usa en el presente documento, "inhibir la expresion del gen" significa que la produccion de la forma madura
activa del producto génico después del tratamiento es menor que la cantidad producida antes del tratamiento. Un
experto en la materia puede determinar facilmente si se ha inhibido la expresién en una célula cancerosa, utilizando
por ejemplo las técnicas para determinar el nivel de transcritos descrito anteriormente para el método diagnéstico.
Se puede producir la inhibicién durante la expresiéon génica (es decir, inhibiendo la transcripcion de un gen que
codifica el producto génico) o durante el procesamiento (por ejemplo, inhibiendo el procesamiento de un precursor
para obtener un producto génico activo maduro).

Tal como se usa en el presente documento, una "cantidad eficaz" de un compuesto que inhibe la expresion es una
cantidad suficiente para inhibir la proliferacion de un cancer asociado con una caracteristica cromosdmica asociada
a cancer. Un experto en la materia puede determinar facilmente una cantidad eficaz de un compuesto inhibidor de la
expresion que se va a administrar a un sujeto dado, teniendo en cuenta factores, tales como el tamafio y el peso del
sujeto; la extensién de la penetracion de la enfermedad; la edad, salud y sexo del sujeto; la ruta de administracion; y
si la administracion es regional o sistémica.

Por ejemplo, una cantidad eficaz del compuesto inhibidor de la expresion puede estar basada en el peso corporal

aproximado o estimado de un sujeto que se va a tratar. Dichas cantidades eficaces se administran por via parenteral
o0 entérica, entre otras, como se describe en el presente documento. Por ejemplo, una cantidad eficaz del compuesto
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inhibidor de la expresion administrada a un sujeto puede variar entre aproximadamente 5 - 3000 microgramos/kg de
peso corporal, entre aproximadamente 700 - 1000 microgramos/kg de peso corporal, o puede ser mayor de
aproximadamente 1000 microgramos/kg de peso corporal.

Un experto en la materia puede determinar también facilmente un régimen de dosificacién adecuado para la
administracion de compuesto que inhibe la expresion de un sujeto dado. Por ejemplo, se puede administrar un
compuesto inhibidor de la expresién al sujeto una vez (por ejemplo, como una Unica inyeccidon o depdsito). Como
alternativa, se puede administrar una vez o dos veces al dia un compuesto inhibidor de la expresién a un sujeto
durante un periodo de entre aproximadamente tres a aproximadamente veintiocho dias, mas preferentemente entre
aproximadamente siete a aproximadamente diez dias. En un régimen de dosificacién concreto, un compuesto
inhibidor de la expresion se administra una vez durante siete dias. Cuando un régimen de dosificacion comprende
multiples administraciones, se entiende que la cantidad eficaz del compuesto inhibidor de la expresién administrada
al sujeto puede comprender la cantidad total de compuesto administrada durante el régimen de dosificacién
completo.

Los compuestos adecuados para inhibir la expresion incluyen ARN bicatenario (tal como un ARN interferente corto o
pequefio o "ARNip"), los acidos nucleicos de sentido contrario, y las moléculas de ARN enzimatico, tales como
ribozimas. Cada uno de estos compuestos puede dirigirse a un producto génico dado y destruir o inducir la
destruccion del producto génico diana.

Por ejemplo, puede inhibirse la expresién de un gen dado induciendo la interferencia del ARN del gen con una
molécula de ARN bicatenario aislado ("ARNds") que tiene al menos un 90 %, por ejemplo al menos un 95 %, al
menos un 98 %, al menos un 99 % o 100 %, de homologia de la secuencia con al menos una porcion del producto
génico. La molécula de ARNds es un "ARN interferente corto o pequefio” o "ARNip".

El ARNip util en los presentes métodos comprende un ARN bicatenario corto de aproximadamente 17 nucledtidos a
aproximadamente 29 nucledtidos de longitud, preferentemente de aproximadamente 19 a aproximadamente 25
nucleétidos de longitud. EI ARNip comprende una hebra de ARN de sentido directo y una hebra de ARN de sentido
contrario complementaria hibridadas entre si mediante las interacciones de emparejamiento de bases de Watson-
Crick (a partir de ahora en el presente documento "base emparejada"). La hebra de sentido directo comprende una
secuencia de 4cido nucleico que es sustancialmente idéntica a una secuencia de &cido nucleico contenida en el
producto del gen diana.

Tal como se usa en el presente documento, una secuencia de acido nucleico en un ARNip que es "sustancialmente
idéntica" a una secuencia diana contenida en el ARNm diana es una secuencia de acido nucleico que es idéntica a
la secuencia diana, o que difiere de la secuencia diana en uno o dos nucleétidos. Las hebras de sentido directo y
sentido contrario del ARNip pueden comprender dos moléculas de ARN monocatenario complementarias, o pueden
comprender una Unica molécula en la que dos porciones complementarias estan emparejadas por las bases y estan
unidas covalentemente por una zona "de horquilla" monocatenaria.

El ARNip puede alterar también el ARN que difiere del ARN que se produce naturalmente mediante la adicion,
delecion, sustitucion y/o alteracién de uno o mas nucleétidos. Dichas alteraciones pueden incluir la adicién de
material no nucleétido, de tal manera que los extremo(s) del ARNip o de uno o mas nucleétidos internos del ARNip,
o las modificaciones que convierten el ARNip en resistente a la digestion de la nucleasa, o la sustitucién de uno o
mas nucledtidos en el ARNip con desoxinucledtidos.

Una o ambas hebras del ARNip pueden comprender también un saliente 3'. Tal como se usa en el presente
documento, un "saliente 3™ se refiere a al menos un nucleétido desemparejado que se extiende desde el extremo 3'
de una hebra de ARN duplexada. De esta manera, el ARNip puede comprender al menos un saliente 3' de 1 a
aproximadamente 6 nucledtidos (que incluye ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos) de longitud, de 1 a
aproximadamente 5 nucledtidos de longitud, de 1 a aproximadamente 4 nucledtidos de longitud, o de
aproximadamente 2 a aproximadamente 4 nucleétidos de longitud. El saliente 3' puede estar presente en ambas
hebras del ARNip, y tiene 2 nucledtidos de longitud. Por ejemplo, cada hebra del ARNip puede comprender salientes
3' de &cido ditimidilico ("TT") o acido diuridilico ("uu").

El ARNip puede producirse quimica o biolégicamente, o se puede expresar a partir de un plasmido recombinante o
vector virico, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos aislados. Los métodos ilustrativos para
producir y ensayar moléculas de ARNds o ARNip se describen en la solicitud de patente publicada de Estados
Unidos N.° 2002/0173478 de Gewirtz y en la solicitud de patente publicada de Estados Unidos N.° 2004/0018176 de
Reich et al.

La expresién de un gen dado puede también inhibirse mediante un acido nucleico de sentido contrario. Tal como se
usa en el presente documento, un "acido nucleico de sentido contrario" se refiere a una molécula de acido nucleico
que se une a un ARN diana por medio de interacciones de acidos nucleicos ARN-ARN o ARN-ADN o ARN-péptido,
gue alteran la actividad del ARN diana. Los acidos nucleicos de sentido contrario adecuados para su uso en los
presentes métodos son acidos nucleicos monocatenarios (por ejemplo, ARN, ADN, quimeras de ARN-ADN, PNA)
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que generalmente comprenden una secuencia de acido nucleico complementaria de una secuencia de &acido
nucleico contigua en un producto génico. El acido nucleico de sentido contrario puede comprender una secuencia de
acido nucleico que tiene un 50-100 % de complementariedad, 75-100 % de complementariedad, o 95-100 % de
complementariedad con una secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico. Se proporcionan en el
presente documento secuencias de acidos nucleicos para los productos génicos. Sin desear quedar ligados a teoria
alguna, se cree que los acidos nucleicos de sentido contrario activan la ARNasa H u otra nucleasa celular que
digiere el producto génico/duplete de acido nucleico de sentido contrario.

Los acidos nucleicos de sentido contrario pueden contener también modificaciones en la estructura del acido
nucleico o en los restos azucarados y de bases (0 sus equivalentes) para aumentar la especificidad hacia la diana, la
resistencia a nucleasas, la administracion u otras propiedades relacionadas con la eficacia de la molécula. Dichas
modificaciones incluyen restos de colesterol, intercaladores de dupletes, tales como acridina, 0 uno 0 mas grupos
resistentes a las nucleasas.

Se pueden producir quimica o biolégicamente &cidos nucleicos de sentido contrario, 0 se puede expresar a partir de
un plasmido recombinante o vector virico, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos aislados.
Los métodos ilustrativos para la produccion y el ensayo estan comprendidos en el nivel de conocimientos de los
expertos en la materia; véase, por ejemplo, Stein y Cheng (1993), Science 261:1004 y patente de Estados Unidos
N.© 5.849.902 de Woolf et al.

La expresion de un gen dado puede estar también inhibida por un &cido nucleico enzimatico. Tal como se usa en el
presente documento, un "acido nucleico enzimético" se refiere a un &cido nucleico que comprende una region de
unién a sustrato que tiene complementariedad con una secuencia de acido nucleico contigua de un producto génico,
y que puede escindir especificamente el producto génico. La region de unién a sustrato del &cido nucleico
enzimatico puede ser, por ejemplo, 50-100 % de complementariedad, 75-100 % de complementariedad, o 95-100 %
de complementariedad con una secuencia de acido nucleico contigua en un producto génico. Los acidos nucleicos
enzimaticos pueden comprender también modificaciones en la base, azlcar, y/o grupos fosfato. Un acido nucleico
enzimatico ilustrativo para su uso en los presentes métodos es una ribozima.

Los acidos nucleicos enzimaticos pueden producirse quimica o biolégicamente, o se puede expresar a partir de un
plasmido recombinante o vector virico, como se ha descrito anteriormente para los productos génicos aislados. Los
métodos ilustrativos para producir y ensayar moléculas de ARNds o ARNip se describen en Werner y Uhlenbeck
(1995), Nucl. Acids Res. 23:2092-96; Hammann et al. (1999), Antisense and Nucleic Acid Drug Dev. 9:25-31; y en la
patente de Estados Unidos N.° 4.987.071 de Cech et al.

La administracion de al menos un producto génico, o al menos de un compuesto para inhibir la expresion inhibird la
proliferacién de células cancerosas en un sujeto que tiene un cancer asociado con una caracteristica cromosomica
asociada a cancer. Tal como se usa en el presente documento, "inhibir la proliferacion de una célula cancerosa"
significa destruir la célula, o detener o retrasar de forma permanente o temporal el crecimiento de la célula. La
inhibicion de la proliferacion de células cancerosas puede inferirse si el nimero de dichas células en el sujeto
permanece constante o disminuye tras la administracion de los productos génicos o de los compuestos inhibidores
de la expresion génica. Puede inferirse también una inhibicién de la proliferaciéon de células cancerosas si el nimero
absoluto de dichas células aumenta, pero disminuye la velocidad del crecimiento tumoral.

El ndmero de células cancerosas en el cuerpo de un sujeto puede determinarse mediante medida directa, o
mediante estimacion del tamafio de las masas tumorales primarias 0 metastasicas. Por ejemplo, puede medirse el
numero de células cancerosas en un sujeto mediante métodos inmunohistoquimicos, citometria de flujo, u otras
técnicas disefiadas para detectar marcadores superficiales caracteristicos de células cancerosas.

Los productos génicos o compuestos inhibidores de la expresion pueden administrarse a un sujeto mediante
cualquier medio adecuado para administrar estos compuestos a las células cancerosas del sujeto. Por ejemplo, los
productos génicos o compuestos inhibidores de la expresion pueden administrarse mediante métodos adecuados
para transfectar células del sujeto con estos compuestos, 0 con acidos nucleicos que comprenden secuencias que
codifican estos compuestos. Las células pueden transfectarse con un plasmido o vector virico que comprenden las
secuencias que codifican al menos un producto génico o compuesto inhibidor de la expresion génica.

Son bien conocidos en la materia los métodos de transfeccion de células eucariotas, e incluyen, por ejemplo,
inyeccion directa del acido nucleico en el nlcleo o pronicleo de una célula; electroporacion; transferencia de
liposomas o transferencia mediada por materiales lipofilos; administracion de acidos nucleicos mediada por receptor,
biobalistica o aceleracion de particulas; precipitacion con fosfato de calcio, y transfeccion mediada por vectores
viricos.

Por ejemplo, se pueden transfectar células con un compuesto de transferencia de liposomas, por ejemplo, DOTAP
metilsulfato de (N-[1-(2,3-dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetil-amonio, Boehringer Mannheim) o un equivalente, tal como
LIPOFECTIN. La cantidad de &cido nucleico utilizada no es critica para la practica de la invencion; se pueden
conseguir resultados aceptables con 0,1-100 microgramos de &cido nucleico/10° células. Por ejemplo, se puede
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utilizar una relacion de aproximadamente 0,5 microgramos de vector plasmido en 3 microgramos de DOTAP por 10°
células.

Un producto génico o compuesto inhibidor de la expresién génica puede también administrarse a un sujeto mediante
cualquier ruta de administracion entérica o parenteral adecuada. Las rutas de administracion entérica adecuadas
para los presentes métodos incluyen, por ejemplo, administracion oral, rectal, o intranasal. Las rutas de
administracion parenterales adecuadas incluyen, por ejemplo, administracion intravascular (por ejemplo, inyeccion
de bolo intravenoso, infusion intravenosa, inyeccion de bolo intraarterial, infusion intraarterial en instilacion mediante
catéter en la vasculatura); inyeccién peri e intratisular (por ejemplo, inyeccién peritumoral e intratumoral, inyeccion
intrarretinal, o inyeccion subrretinal); inyeccién o deposicidon subcutanea, incluyendo infusion subcutanea (tal como
mediante bombas osméticas); aplicacion directa al tejido de interés, por ejemplo, mediante un catéter u otro
dispositivo de sustitucion (por ejemplo, un aglomerado retinal o un supositorio o un implante que comprende un
material poroso, no poroso, o gelatinoso); e inhalacion. Las rutas de administracion particularmente adecuadas son
inyeccion, infusion e administracion intravenosa al paciente.

En los presentes métodos, un producto génico o el compuesto que inhibe la expresion de producto génico se puede
administrar al sujeto tanto como ARN puro, combinado con un reactivo de administracion, o como un acido nucleico
(por ejemplo, un plasmido recombinante o vector virico) que comprende secuencias que expresan el producto
génico o el compuesto que inhibe la expresion. Los reactivos de administracién adecuados incluyen, por ejemplo, el
reactivo lipdfilo Mirus Transit TKO; lipofectina; lipofectamina; celfectina; policationes (por ejemplo, polilisina), y
liposomas.

Se describen en el presente documento los plasmidos recombinantes y los vectores viricos que comprenden
secuencias que expresan los productos génicos o los compuestos que inhiben la expresién génica, y las técnicas
para administrar dichos plasmidos y vectores a células cancerosas.

Los liposomas se usan para administrar un producto génico o compuesto inhibidor (o acidos nucleicos que
comprenden secuencias que los codifican) a un sujeto. Los liposomas pueden también aumentar la vida media en
sangre de los productos génicos o0 acidos nucleicos. Los liposomas adecuados para su uso en la invencion pueden
formarse a partir de lipidos formadores de vesiculas convencionales, que incluyen generalmente fosfolipidos neutros
0 cargados negativamente y esteroles, tales como colesterol. La seleccion de lipidos esta guiada generalmente por
una consideracion de factores, tal como el tamafio deseado de los liposomas y la vida media de los liposomas en el
torrente sanguineo. Se conocen varios métodos para preparar liposomas, por ejemplo, como se describe en Szoka
et al. (1980), Ann. Rev. Biophys. Bioeng. 9:467; y en la patente de Estados Unidos N'°. 4.235.871, 4.501.728,
4.837.028, y 5.019.369.

Los liposomas para su uso en los presentes métodos pueden comprender una molécula de ligando que dirige el
liposoma a las células cancerosas. Se prefieren ligandos que se unen a los receptores prevalentes en células
cancerosas, tales como anticuerpos monoclonales que se unen a los antigenos de células tumorales.

Los liposomas para su uso en los presentes métodos pueden también modificarse para evitar el aclaramiento por el
sistema macréfago mononuclear ("MMS") y el sistema reticuloendotelial ("RES"). Dichos liposomas modificados
tienen restos de opsonizacidn-inhibicién sobre la superficie o incorporados en la estructura del liposoma. Un
liposoma puede comprender restos de opsonizacién-inhibicion y un ligando.

Los restos de opsonizacién-inhibicion para su uso en la preparacién de liposomas son normalmente polimeros
hidréfilos grandes que se unen a la membrana del liposoma. Tal como se usa en el presente documento, un resto
inhibidor de la opsonizacién esta "unido" a una membrana de liposoma cuando se une quimica o fisicamente a la
membrana, por ejemplo, mediante la intercalacion de un anclaje lipido soluble en la propia membrana, o uniéndose
directamente a los grupos activos de los lipidos de membrana. Estos polimeros hidréfilos inhibidores de la
opsonizacién forman una capa superficial protectora que disminuye significativamente la captacién de liposomas por
el MMS y RES; por ejemplo, como se describe en la Patente de los EE.UU. N.° 4.920.016.

Los restos de inhibicion de la opsonizacién adecuados para modificar liposomas son preferentemente polimeros
solubles en agua con un peso molecular promedio en nimero de aproximadamente 500 a aproximadamente 40.000
daltons, y mas preferentemente de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 20.000 daltons. Dichos polimeros
incluyen derivados de polietilenglicol (PEG) o polipropilenglicol (PPG); por ejemplo, metoxi PEG o PPG, y estearato
de PEG o PPG; polimeros sintéticos, tales como poliacrilamida o poli N-vinil pirrolidona; o poliamidoaminas lineales,
ramificadas o dendriméricas; acidos poliacrilicos; polialcoholes, por ejemplo, polialcohol vinilico y polixilitol al cual se
unen guimicamente grupos carboxilicos o amino, asi como gangliésidos, tales como gangliésido GMI. Son también
adecuados los copolimeros de PEG, metoxi PEG, o metoxi PPG, o sus derivados. Ademas, el polimero inhibidor de
la opsonizacion puede ser un copolimero de bloqueo de PEG y cualquiera de un poliaminoacido, polisacarido,
poliamidoamina, polietilenamina, o polinucledtido. Los polimeros inhibidores de la opsonizacion pueden ser también
polisacaridos naturales que contienen aminoacidos o acidos carboxilicos, por ejemplo, acido galacturénico, acido
glucourodnico, acido mannuroénico, acido hialurénico, acido péctico, acido neuraminico, acido alginico, carragenato;
polisacaridos u oligosacaridos aminados (lineales o ramificados); o polisacaridos u oligosacaridos carboxilados, por
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ejemplo, que se han hecho reaccionar con derivados de acidos carboénicos con unién resultante de grupos
carboxilicos. Preferentemente, el resto de opsonizacion-inhibicién es un PEG, PPG, o derivados del mismo. Los
liposomas modificados con PEG o derivados de PEG se denominan algunas veces "liposomas PEGilados".

El resto de opsonizacién-inhibicibn se puede unir a la membrana del liposoma mediante una cualquiera de
numerosas técnicas bien conocidas. Por ejemplo, un éster de N-hidroxisuccinimida de PEG se puede unir a un
anclaje de fosfatidil-etanolamina soluble en lipidos, y a continuacién unirse a una membrana. De manera similar, se
puede derivatizar un polimero de dextrano con un anclaje de estearilamina soluble en lipidos mediante aminacion
reductora utilizando Na(CN)BH3 y una mezcla disolvente, tal como tetrahidrofurano y agua en una relacién 30:12 a
60 %.

Los liposomas modificados con los restos de opsonizacion-inhibicién permanecen en la circulacion mucho mas que
los liposomas sin modificar. Por este motivo, dichos liposomas se denominan algunas veces liposomas "sigilosos".
Se sabe que los liposomas sigilosos se acumulan en tejidos alimentados por microvasculatura porosa o con
"pérdidas". De esta manera, el tejido caracterizado por dichos defectos de microvasculatura, por ejemplo, tumores
sélidos, acumulard eficazmente estos liposomas; véase Gabizon, et al. (1988), Proc. Natl. Acad. Sci, U.S.A,,
18:6949-53. Ademas, la captacion reducida por el RES disminuye la toxicidad de los liposomas sigilosos evitando la
acumulacion significativa de los liposomas en el higado y el bazo. De esta manera, los liposomas que estan
modificados con los restos de opsonizacion-inhibicion son particularmente adecuados para administrar productos
génicos o compuestos de inhibicion de la expresion génica (o &cidos nucleicos que comprenden las secuencias que
los codifican) a células tumorales.

Los productos génicos o compuestos inhibidores de la expresién génica se pueden formular como composiciones
farmacéuticas, denominadas algunas veces "medicamentos" antes de administrarlos a un sujeto, de acuerdo con las
técnicas conocidas en la materia. De acuerdo con ello, esta divulgacion abarca las composiciones farmacéuticas
para tratar la LLA. Las composiciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico aislado y un
transportador farmacéuticamente aceptable. El al menos un producto génico puede corresponder a un producto
génico que tiene un nivel disminuido de expresion en células LLA con respecto a las células del control adecuadas.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un compuesto inhibidor de la expresién. El al
menos un compuesto inhibidor de la expresion puede ser especifico de un gen cuya expresion es mayor en células
LLA que en células del control.

Las composiciones farmacéuticas descritas en el presente documento se caracterizan por ser casi estériles y
exentas de pir6genos. Tal como se usa en el presente documento, las "formulaciones farmacéuticas" incluyen
formulaciones para uso humano y veterinario. Los métodos para preparar dichas composiciones farmacéuticas estan
comprendidos en los conocimientos de los expertos en la materia, por ejemplo, como se describe en Remington's
Pharmaceutical Science, 172 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pa. (1985).

Las presentes formulaciones farmacéuticas comprenden al menos un producto génico o compuesto inhibidor de la
expresion génica (o al menos un acido nucleico que comprende las secuencias que codifican los anteriores) (por
ejemplo, de 0,1 a 90 % en peso), o una de sus sales fisiolégicamente aceptables, mezclado con un transportador
farmacéuticamente aceptable. Las formulaciones farmacéuticas pueden comprender también al menos un producto
génico o compuesto inhibidor de la expresiéon génica (o al menos un acido nucleico que comprende las secuencias
que codifican los anteriores) que se han encapsulado en un liposoma, y un transportador farmacéuticamente
aceptable.

Los transportadores farmacéuticamente aceptables especialmente adecuados son agua, agua tamponada, suero
salino normal, suero salino al 0,4 %, glicina al 0,3 %, acido hialurénico y similares.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender al menos un producto génico o compuesto inhibidor de la
expresion génica (o al menos un acido nucleico que comprende las secuencias que codifican los anteriores) que sea
resistente a la degradacion mediante nucleasas. Una persona experta en la materia puede sintetizar facilmente
acidos nucleicos que sean resistentes a nucleasas, por ejemplo, mediante la incorporacion de uno o mas
ribonucleétidos que estan modificados en la posicion 2' en los productos génicos. Los ribonucleétidos que estan
modificados en la posicion 2' adecuados incluyen los que estan modificados en la posicién 2 con flGor, amino,
alquilo, alcoxi, y O-alilo.

Las composiciones farmacéuticas pueden comprender también excipientes y/o aditivos farmacéuticos
convencionales. Los excipientes farmacéuticos adecuados incluyen estabilizantes, antioxidantes, agentes de ajuste
de la osmolalidad, tampones, y agentes de ajuste del pH. Los aditivos adecuados incluyen, por ejemplo, tampones
fisiolégicamente biocompatibles (por ejemplo, clorhidrato de trometamina), adiciones de quelantes (tales como, por
ejemplo, DTPA o DTPA-bisamida) o complejos quelantes de calcio (tales como, por ejemplo, calcio DTPA,
CaNaDTPA-bisamida), o, de manera opcional, adicionales de sales de calcio o sodio (por ejemplo, cloruro de calcio,
ascorbato de calcio, gluconato de calcio o lactato de calcio). Las composiciones farmacéuticas se pueden envasar
para su uso en forma liquida, o se pueden liofilizar.
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Para las composiciones farmacéuticas solidas, los transportadores solidos no téxicos convencionales
farmacéuticamente aceptables pueden incluir; por ejemplo, calidades farmacéuticas de manitol, lactosa, almidon,
estearato de magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa, sacarosa, carbonato de magnesio, y similares.

Por ejemplo, una composicién farmacéutica sélida para administracion oral puede comprender cualquiera de los
transportadores y excipientes relacionados anteriormente y 10-95 %, preferentemente 25 % - 75 %, de al menos un
producto génico o compuesto inhibidor de la expresion génica (0 al menos un acido nucleico que comprende las
secuencias que codifican los anteriores). Una composicion farmacéutica para su administracion en aerosol (para
inhalacién) puede comprender 0,01-20 % en peso, preferentemente 1 % -10 % en peso, de al menos un producto
génico o compuesto inhibidor de la expresion génica (o al menos un acido nucleico que comprende las secuencias
que codifican los anteriores) encapsulado en un liposoma como se ha descrito anteriormente, y un propulsor.
También se puede incluir un transportador si se desea; por ejemplo, lecitina para administracion intranasal.

Esta divulgacion también abarca métodos para identificar un agente contra la LLA, que comprende proporcionar un
agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico en la célula. EI método puede
comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un producto génico
asociado con una disminucion de los niveles de expresién de LLA en la célula. Un aumento en el nivel del producto
génico en la célula, con respecto a una célula control adecuada, es indicativo de que el agente de ensayo es un
agente contra la LLA.

El método puede comprender proporcionar un agente de ensayo a una célula y medir el nivel de al menos un
producto génico asociado con un aumento de los niveles de expresion de LLA en la célula. Una disminucion en el
nivel del producto génico en la célula, con respecto a una célula control adecuada, es indicativo de que el agente de
ensayo es un agente contra la LLA.

Los agentes adecuados incluyen, pero no se limitan a farmacos (por ejemplo, moléculas pequefias, péptidos), y
macromoléculas bioldgicas (por ejemplo, proteinas, acidos nucleicos). El agente se puede producir de forma
recombinante, sintética, o puede estar aislado (es decir, purificado) a partir de una fuente natural. Se conocen bien
en la técnica varios métodos para proporcionar dichos agentes a una célula (por ejemplo, transfeccion), y varios de
dichos métodos se han descrito anteriormente en el presente documento. Los métodos para detectar la expresion de
al menos un producto génico (por ejemplo, transferencia Northern, hibridacién in situ, RT-PCR, perfilado de
expresion) son bien conocidos en la materia.

DEFINICIONES
El término "matriz" se utiliza de forma indistinta con el término "micromatriz" en el presente documento.

El término "cancer" tal como se usa en el presente documento, se refiere a la dolencia fisiolégica en mamiferos que
se caracteriza normalmente por una proliferacion celular no regulada, y a la capacidad de dichas células para invadir
otros tejidos.

El término "expresion” tal como se usa en el presente documento, se refiere a la conversion de la informacion de la
secuencia de ADN en un ARN mensajero (ARNm) o proteina. Se puede realizar un seguimiento de la expresion
midiendo los niveles del ARNm de longitud completa, fragmentos de ARNm, proteina de longitud completa, o
fragmentos de proteina.

Se pretende que el término "proteina de fusion" describa al menos dos polipéptidos, normalmente de fuentes
diferentes, que estan unidos entre si de forma funcional. Con respecto a los polipéptidos, se pretende que la
expresion "unido de forma funcional" signifique que los dos polipéptidos estan conectados de tal forma que cada
polipéptido sirve a su funcion prevista. Normalmente, los dos polipéptidos estan unidos covalentemente mediante
enlaces peptidicos. La proteina de fusion se produce preferentemente mediante técnicas de ADN recombinante
convencionales. Por ejemplo, una molécula de ADN que codifica el primer polipéptido se liga a otra molécula de
ADN que codifica el segundo polipéptido, y la molécula de ADN hibrido resultante se expresa en una célula
hospedadora para producir la proteina de fusion. Las moléculas de ADN estan ligadas entre si en una orientacion 5'
a 3' de tal forma que, tras la union, el marco de traduccion de los polipéptidos codificados no se altera (es decir, las
moléculas de ADN estan ligadas entre si en el marco).

La expresion "firma de la expresion génica”, tal como se usa en el presente documento, se refiere al modelo Gnico
de expresion génica en una célula, y en particular, una célula cancerosa.

El término "hibridacion" tal como se usa en el presente documento, se refiere al proceso de union, hibridacién, o
emparejamiento de bases entre dos acidos nucleicos monocatenarios. La "rigurosidad de la hibridacién” se
determina por las condiciones de temperatura y fuerza ionica. La estabilidad del acido nucleico hibrido se expresa
por su temperatura de fusion, o Tm, que es la temperatura a la cual el hibrido esta desnaturalizado en un 50 % en
condiciones definidas. Se han derivado ecuaciones para estimar la Tm de un hibrido dado; las ecuaciones tienen en
cuenta el contenido de G+C del acido nucleico, la longitud de la sonda de hibridacién, etc. (por ejemplo, Sambrook et

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2562078 T3

al., 1989). Para maximizar la tasa de hibridacién entre la sonda y su diana, las hibridaciones se suelen llevar a cabo
en soluciones de elevada fuerza ionica (6x SSC o 6x SSPE) a una temperatura que esta aproximadamente 20-25°C
por debajo de la Tm. Si las secuencias a hibridar no son idénticas, entonces, la temperatura de hibridacion se reduce
en 1-1,5°C por cada 1 % de emparejamiento incorrecto. Por lo general, las condiciones de lavado deben ser tan
rigurosas como sea posible (es decir, fuerza iénica baja a una temperatura de aproximadamente 12-20 °C por
debajo de la Tm calculada). Como ejemplo, condiciones muy rigurosas suelen implicar la hibridacién a 68 °C en 6x
SSC/5x de solucion de Denhardt/SDS al 1,0 % y lacado en 0,2x SSC/0,1 % SDS a 65 °C. Las condiciones de
hibridacion éptimas generalmente difieren entre las hibridaciones realizadas en solucién y las hibridaciones que
utilizan acidos nucleicos inmovilizados. La persona experta en la materia apreciard qué parametros se deben
manipularse para optimizar la hibridacion.

El término "acido nucleico”, tal como se usa en el presente documento, se refiere a secuencias de nucleétidos
unidos. Los nucleétidos pueden ser desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos, pueden ser nucleétidos convencionales
0 no convencionales; pueden ser nucle6tidos modificados o derivatizados; pueden ser analogos sintéticos. Los
nucleétidos pueden unirse mediante enlaces fosfodiéster o mediante enlaces no hidrolizables. El acido nucleico
puede comprender unos o pocos nucleétidos (es decir, un oligonucledétido), o puede comprender varios nucleétidos
(es decir, un polinucledtido). El &cido nucleico puede ser monocatenario o bicatenario.

El término "prondstico” tal como se usa en el presente documento se refiere a la evolucién probable y al resultado de
un cancer, y en particular, a la posibilidad de recuperacion.

Por tanto, se pretende que la invencion no esté limitada a la realizacion concreta descrita en el presente documento
contemplada para llevar a cabo la presente invencion, sino que dicha invencién incluira todas las realizaciones
comprendidas en el alcance de las reivindicaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar la presencia de proteinas de fusion ALL1 en células en una muestra de un sujeto, en
donde el método comprende medir el nivel de la expresion de EphA7 en las células.

2. Un método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que las proteinas de fusién ALL1 son proteinas de fusion
ALL1/AF4y ALL1/AF9.

3. Un método de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que el nivel de expresion de EphA7 se mide mediante
PCR.

4. Un método in vitro para reducir la fosforilacion de ERK1/2 en células leucémicas que expresan la proteina de
fusién ALL1 mediante la supresion de la expresion de EphA7 con un ARNip dirigido contra EphA7.

5. Un agente que comprende al menos 5-yodotubercidina (5-1TU) para su uso en el tratamiento de la leucemia en
donde las células leucémicas tienen la translocacion t(4;11).
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