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DESCRIPCION
Método para detectar el gen de fusion RP2-ARHGAP6
Campo técnico
La presente invencion se refiere a un método para detectar un nuevo gen de fusion.
Antecedentes de la técnica

El gen de retinosis pigmentaria 2 (RP2) (recesivo ligado al cromosoma X) existe en el brazo corto del cromosoma X
humano, y se conoce como un gen casual de retinosis pigmentaria (Nat Genet. 1998; 19(4): 327-332). Se sabe que
RP2 tiene una funcién para unirse a ARL3 (factor de ribosilacion de ADP similar a GTPasa 3), que es uno de los
pequefios miembros de la familia de proteinas GTPasa 3, para potenciar la actividad GTP hidrolasa de ARL3, es
decir, es una proteina activadora de GTPasa (Nat Struct Mol Biol. 2008; 15(4): 373-380). Su asociacion con el
cancer se desconoce actualmente.

El gen de la proteina 6 activadora de Rho-GTPasa (ARHGAPG6), que tiene una funcién activadora de GTPasa, existe
en el brazo corto del cromosoma X humano, igual que RP2, y la proteina codificada por este gen es una proteina
activadora de GTPasa que posee un dominio Rho-GAP en el centro. El gen de ARHGAPG6 se sabe que tiene una
funcion de potenciar la actividad GTP hidrolasa de la pequefia familia de proteinas GTPasa, particularmente RhoA
(Hum Mol Genet. 2000; 9(4): 477-488). En cuanto al cancer, se notifica que el gen ha disminuido su expresion en la
poblacion afroamericana, que tiene una alta tasa de incidencia y tasa de mortalidad de cancer de colon (PLoS One.
2012; 7(1): e30168), y también que un gen de fusion del mismo con un gen de claudina 18 (CLDN18) se encontr6 en
pacientes que padecian cancer gastrico de tipo difuso (Nature 2014; 513(7517): 202-209).

No hay informes hasta ahora de un gen de fusion que se compone de RP2 y ARHGAPS6.
Sumario de la invencion

Problema que va a resolverse por la invencién

El objeto de la presente invencion es dilucidar un nuevo gen causante de cancer, el polinucleétido, y de ese modo
proporcionar un método para detectar un polinucleétido o un polipéptido codificado por el polinucleétido, asi como un
conjunto de cebadores o un kit de deteccion para dicha deteccion.

Medios para resolver los problemas

Los presentes inventores aislaron e identificaron a partir de una linea celular de cancer de estdbmago, un nuevo gen
de fusién en el que una parte del gen de ARHGAPS6 y una parte del gen de RP2 se fusionan juntas (ejemplo 1), y
encontraron que este gen de fusion era el gen causante del cancer, ya que la tasa de supervivencia de la linea
celular de cancer de estdmago disminuyd con la supresion de la expresion de genes de fusion en las lineas
celulares de cancer de estdmago que expresan de manera enddgena tales genes de fusion (ejemplo 2). Los
presentes inventores construyeron un método de deteccion de un gen de fusiéon basandose en estos hallazgos, y
proporciond conjuntos de cebadores para tal fin, usando asi la deteccion de tal gen de fusién haciendo posible
seleccionar pacientes con cancer (particularmente, pacientes con cancer de estdmago) que resulten positivos para
un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP®6 (ejemplo 3).

Dicho de otro modo, la presente invencioén se refiere a [1] a [24] mostrados a continuacion.

[1] Un método para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de retinosis pigmentaria 2 (RP2) (recesivo
ligado al cromosoma X) y un gen de la proteina 6 activadora de Rho-GTPasa (ARHGAPS6), comprendiendo el
método una etapa de detectar si un polinucleétido que codifica para un polipéptido descrito por o bien (1) o bien (2)
mostrados a continuacion existe en una muestra obtenida de un sujeto:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del 90% con
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, o un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se delecionan, sustituyen,
insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos.

[2] El método segun [1], en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad
de no menos del 90% con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y tiene la capacidad de
desarrollar un tumor
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[3] El método segun [1], en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 2 y tiene la capacidad de desarrollar un tumor, o el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2, en el que se delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos, y
tiene la capacidad de desarrollar un tumor.

[4] El método segun [1], en el que el polipéptido consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 2.

[5] Un método para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP6 que
comprende una etapa de detectar si un polinucleétido que codifica para un polipéptido que consiste en una
secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 existe en una muestra obtenida de un sujeto.

[6] El método segun uno cualquiera de [1] a [5] que comprende ademas una etapa en la que se evalia cuando se
detecta un polinucledtido seleccionado como diana en la deteccién, que existe un gen de fusion que se compone de
un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS.

[7] El método segun uno cualquiera de [1] a [6], que comprende ademas una etapa de amplificacion de un acido
nucleico que existe en una muestra obtenida de un sujeto, o una etapa de hibridacién de una sonda con un acido
nucleico que existe en una muestra obtenida de un sujeto para detectar polinucleétido seleccionado como diana en
la deteccion.

[8] EI método segun [7], que comprende una etapa de amplificacion del acido nucleico que existe en una muestra
obtenida de un sujeto usando un conjunto de cebadores mostrado a continuacion:

un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPG6, comprendiendo el conjunto de cebadores un cebador sentido disefiado a partir de una seccion que
codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado a partir de una seccién que codifica para ARHGAPG, en el que
el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con un polinucleétido
seleccionado como diana en la deteccion, y el cebador sentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en
condiciones rigurosas con una cadena complementaria de un polinucleétido seleccionado como diana en la
deteccion.

[9] ElI método segun [8], en el que el cebador sentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones
rigurosas con una cadena complementaria de un polinucleétido que consiste en la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO:
1, y el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas con un
polinucleétido que consiste en la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

[10] El método segun uno cualquiera de [7] a [9], que comprende una etapa de amplificacion del acido nucleico que
existe en una muestra obtenida de un sujeto usando un conjunto de cebadores mostrado a continuacion:

un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPSG, en el que un cebador sentido consiste en un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas
aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1, y un cebador antisentido consiste en un oligonucleétido
complementario a un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 103 a 2439 de
SEQ ID NO: 1.

[11] El método segun uno cualquiera de [7] a [10], que comprende ademas una etapa de detectar si se obtuvo un
fragmento amplificado de acido nucleico de un tamafio diana.

[12] El método segun [11], que comprende ademas una etapa en la que se evalua cuando se obtiene un fragmento
amplificado de acido nucleico de un tamafo diana, que existe un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y
un gen de ARHGAPSG.

[13] El método segun uno cualquiera de [7] a [10], que comprende ademas una etapa de determinacion de una
secuencia de bases de un fragmento amplificado de acido nucleico.

[14] El método segun [13], que comprende ademas una etapa en la que se evalta cuando un fragmento amplificado
de acido nucleico incluye una secuencia de bases de una seccion que codifica para RP2 y una secuencia de bases
de una seccion que codifica para ARHGAP6 en un mismo fragmento, que existe un gen de fusién que se compone
de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS6.

[15] EI método segun [7], que comprende una etapa de hibridaciéon de una sonda con el acido nucleico que existe en
una muestra obtenida de un sujeto, en la que la sonda comprende un oligonucleétido que hibrida con el
polinucledétido en condiciones rigurosas.

[16] El método segun [15], que comprende una etapa de realizacion de hibridacion in situ usando una muestra
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obtenida de un sujeto, una sonda disefiada a partir de una seccién que codifica para RP2 del polinucleétido y una
sonda disefiada a partir de una seccién que codifica para ARHGAP6 del polinucledtido.

[17] EI método segun [16], que usa multiples tipos de sondas disefiadas a partir de una seccidon que codifica para
RP2 y miltiples tipos de sondas disefiadas a partir de una seccién que codifica para ARHGAPG.

[18] EI método segun [7], [16] o [17], que usa muiltiples tipos de pares de sondas adyacentes que comprenden un
oligonucledtido que es complementario a un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la
base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1, y mdltiples tipos de pares de sondas adyacentes que comprenden un
oligonucledtido que es complementario a un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la
base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1, en una etapa de hibridacion de una sonda con el acido nucleico que existe en
una muestra obtenida de un sujeto.

[19] El método segun uno cualquiera de [16] a [18], que comprende ademas una etapa de amplificacién de sefales
de hibridacion.

[20] El método segun uno cualquiera de [16] a [19], que comprende ademas una etapa de detectar una
superposicion de sefales de una sefial de una sonda disefiada a partir de una seccién que codifica para RP2 y una
sefial de una sonda disefiada a partir de una seccién que codifica para ARHGAPG.

[21] El método segun [20], que comprende ademas una etapa en la que se evallia cuando dos sefiales se detectan
en la misma area, que existe un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPSG.

[22] El método segun uno cualquiera de [1] a [21], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un
sujeto.

[23] EI método segun uno cualquiera de [1] a [22], en el que el sujeto es un paciente con cancer.
[24] EI método segun [23], en el que el cancer es cancer de estémago.
Ademas, la presente invencion se refiere a [25] a [27] mostrados a continuacion.

[25] Un método para detectar si existe cancer en un sujeto que comprende la etapa segun uno cualquiera de [1] a
[21].

[26] EI método segun [25], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un sujeto.

[27] EI método segun [25] o [26], en el que el cancer es cancer de estdmago.

Ademas, la presente invencion se refiere a [28] a [32] mostrados a continuacion.

[28] EI método para diagnosticar cancer en un sujeto que comprende una etapa segun uno cualquiera de [1] a [21].
[29] EI método segun [28], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un sujeto.

[30] El método segun [28] o [29], que comprende ademas una etapa en la que se evalla cuando se detecta un gen
de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6 en una muestra obtenida de un sujeto, que
existe una alta posibilidad de que el sujeto tenga cancer.

[31] EI método segun [28] o [29], en el que el cancer es cancer de estdmago.

[32] El método segun [29], que comprende ademas una etapa en la que se evalla cuando se detecta un gen de
fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS6 en una muestra obtenida de un sujeto, que existe
una alta posibilidad de que un sujeto tenga cancer de estdmago.

Ademas, la presente invencion se refiere a [33] a [36] mostrados a continuacion.

[33] Un método para identificar un sujeto que es un candidato para recibir un tratamiento por un inhibidor de la
funcién de ARHGAPS6 y/o un agente farmacéutico para bloquear una sefial anémala inducida por un gen de fusion
que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6, que comprende uno cualquiera segun uno cualquiera de
[1] a [21], en el que el sujeto es un paciente con cancer.

[34] EI método segun [33], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un sujeto.

[35] El método segun [33] o [34], que comprende ademas una etapa en la que se evalla cuando se detecta un gen
de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP6 en una muestra obtenida de un sujeto, que el
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sujeto es un candidato para recibir un tratamiento por un inhibidor de ARHGAP6 y/o un agente farmacéutico para
bloquear una sefal anémala inducida por un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPSG.

[36] El método segun uno cualquiera de [33] o [35], en el que el cancer es cancer de estémago.
Ademas, la presente invencion se refiere a [37] a [42] mostrados a continuacion.

[37] Un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAP6 que existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el conjunto de cebadores un cebador
sentido disefiado a partir de una seccion que codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado a partir de una
seccion que codifica para ARHGAPG, en el que el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida
en condiciones rigurosas con el polinucleétido segun uno cualquiera de [1] a [5], y el cebador sentido consiste en un
oligonucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con una cadena complementaria del polinucleétido.

[38] El conjunto de cebadores segun [37], en el que el cebador sentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida
en condiciones rigurosas con una cadena complementaria de un polinucleétido que consiste en la base n.° 1 a 102
de SEQ ID NO: 1, y el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas
con un polinucleétido que consiste en la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

[39] Un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAP6 que existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el conjunto de cebadores un cebador
sentido disefiado a partir de una seccion que codifica para RP2 o un cebador antisentido disefiado a partir de una
seccion que codifica para ARHGAP6 del polinucledtido seguin uno cualquiera de [1] a [5].

[40] EI conjunto de cebadores seguin uno cualquiera de [37] a [39], en el que el cebador sentido consiste en un
oligonucledtido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1, y el
cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que es complementario a un oligonucleétido de al menos 16
bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

[41] El conjunto de cebadores segun uno cualquiera de [37] a [40], en el que el sujeto es un paciente con cancer.

[42] El conjunto de cebadores segun [41], en el que el cancer es cancer de estdmago.

Ademas, la presente invencion se refiere a [43] a [48] mostrados a continuacion.

[43] Una sonda para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP6 que
existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo la sonda un oligonucledtido que se hibrida en
condiciones rigurosas con el polinucledtido segun uno cualquiera de [1] a [5].

[44] El conjunto de sondas que comprende muiltiples sondas segun [43], comprendiendo el conjunto de sondas una
sonda disefiada a partir de una seccion que codifica para RP2 y una sonda disefiada a partir de una seccion que

codifica para ARHGAPG6 del polinucledtido segun uno cualquiera de [1] a [5].

[45] El conjunto de sondas segun [44], que comprende multiples tipos de sondas disefiadas a partir de una seccion
que codifica para RP2 y multiples tipos de sondas disefiadas a partir de una seccién que codifica para ARHGAP6.

[46] El conjunto de sondas segun [44] o [45], que comprende multiples tipos de pares de sondas adyacentes que
comprenden un oligonucleétido que es complementario a un oligonucledtido de al menos 16 bases consecutivas
aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1 y multiples tipos de pares de sondas adyacentes que
comprenden un oligonucleétido que es complementario a un oligonucledtido de al menos 16 bases consecutivas
aleatorias entre la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

[47] La sonda o un conjunto de sondas segun uno cualquiera de [43] a [46], en el que el sujeto es un paciente con
cancer.

[48] EI método segun [47], en el que el cancer es cancer de estémago.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a [49] a [53] mostrados a continuacion.

[49] Un kit de deteccién para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP6
que existe en una muestra obtenida del sujeto, comprendiendo el conjunto de deteccion un conjunto de cebadores

segun uno cualquiera de [37] a [40].

[50] Un kit de deteccién para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP6
que existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el kit de deteccidon una sonda o un conjunto de
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sondas segun uno cualquiera de [43] a [46].

[51] El kit de deteccién segun [50], que comprende ademas un reactivo para amplificar una sefial de hibridacion.
[52] El kit de deteccién segun uno cualquiera de [49] a [51], en el que el sujeto es un paciente con cancer.

[53] El kit de deteccién segun [52], en el que el cancer es cancer de estdbmago.

Ademas, la presente invencion se refiere a [54] a [63] mostrados a continuacion.

[54] Un método de deteccion de una proteina de fusion de RP2 y ARHGAP6 que comprende una etapa de detectar
si un polipéptido segun o bien (1) o bien (2) existe en una muestra obtenida de un sujeto:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del 90% con
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, o un polipéptido
que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se delecionan, sustituyen,
insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos.

[55] El método segun [54], en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una
identidad de no menos del 90% con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y tiene la
capacidad de desarrollar un tumor.

[56] El método segun [54], en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 2 y tiene la capacidad de desarrollar un tumor, o el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2, en el que se delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos, y
tiene la capacidad de desarrollar un tumor.

[57] EI método segun [54], en el que el polipéptido consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 2.

[58] Un método de deteccion de una proteina de fusion de RP2 y ARHGAP6 que comprende una etapa de detectar
si un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 existe en una
muestra obtenida de un sujeto.

[59] El método segun uno cualquiera de [54] a [58], en el que la etapa para detectar si el polipéptido existe
comprende una etapa de poner en contacto un anticuerpo (anticuerpo primario) que reconoce una seccion derivada
de un gen de RP2 en el polipéptido y un anticuerpo (anticuerpo primario) que reconoce una seccion derivada de un
gen de ARHGAPS6 en el polipéptido con una muestra obtenida de un sujeto.

[60] EI método segun [59], que comprende ademas las etapas de i) a v) descritas a continuacion:

i) una etapa de adicion de anticuerpos secundarios que se conectan a oligonucledtidos y que se unen
respectivamente a anticuerpo primarios; ii) una etapa de adiciéon de una disolucidon de unién que contiene dos tipos
de oligonucledtidos que son parcialmente complementarios a oligonucledtidos conectados a los anticuerpos
secundarios y una ligasa que puede ligar los dos tipos de oligonucledtidos para formar una estructura circular
cuando los oligonucledtidos se aproximan entre si, induciendo asi una reaccion de union; iii) una etapa de
elongacién de un acido nucleico junto a una estructura circular que se forma; y iv) una etapa de hibridacién de una
sonda de oligonucleétidos marcada que puede hibridarse con un acido nucleico elongado, y v) una etapa de detectar
una sefal marcada.

[61] El método segun uno cualquiera de [54] a [60], que comprende una etapa de obtencién de una muestra de un
sujeto.

[62] EI método segun uno cualquiera de [54] a [61], en el que el sujeto es un paciente con cancer.
[63] EI método segun [62], en el que el cancer es cancer de estémago.
Ademas, la presente invencion se refiere a [64] a [66] mostrados a continuacion.

[64] Un método para detectar si existe cancer en un sujeto que comprende la etapa segun uno cualquiera de [54] a
[60].

[65] EI método segun [64], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un sujeto.
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[66] EI método segun [64] o [65], en el que el cancer es cancer de estdmago.
Ademas, la presente invencion se refiere a [67] a [71] mostrados a continuacion.

[67] Un método para diagnosticar cancer en un sujeto que comprende una etapa segun uno cualquiera de [54] a
[60].

[68] EI método segun [67], que comprende una etapa de obtencidon de una muestra de un sujeto.

[69] EI método segun [67] o [68], que comprende ademas una etapa en la que se evallua cuando se detecta una
proteina de fusion de RP2 y ARHGAPG6 en una muestra obtenida de un sujeto, que existe una alta posibilidad de que
el sujeto tenga cancer.

[70] EI método segun [67] o [68], en el que el cancer es cancer de estdmago.

[71] El método segun [68], que comprende ademas una etapa en la que se evallia cuando se detecta una proteina
de fusion de RP2 y ARHGAP6 en una muestra obtenida de un sujeto, que existe una alta posibilidad de que el sujeto
tenga cancer de estémago.

Ademas, la presente invencion se refiere a [72] a [75] mostrados a continuacion.

[72] Un método para identificar un sujeto que es un candidato para recibir un tratamiento por un inhibidor de la
funcion de ARHGAPS6 y/o un agente farmacéutico para bloquear una sefial anémala inducida por un gen de fusion
que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6, comprendiendo el método segun uno cualquiera de [54]
a [60], en el que el sujeto es un paciente con cancer.

[73] El método segun [72], que comprende una etapa de obtencion de una muestra de un sujeto.

[74] El método segun [72] o [73], que comprende ademas una etapa en la que se evalla cuando se detecta una
proteina de fusién de RP2 y ARHGAP6 en una muestra obtenida de un sujeto, que el sujeto es un candidato para
recibir un tratamiento por un inhibidor d¢ ARHGAPS6 y/o un agente farmacéutico para bloquear una sefial anémala
inducida por un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6.

[75] EI método segun [72] o [74], en el que el cancer es cancer de estdmago.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a [76] a [79] mostrados a continuacion.

[76] Un kit de deteccidon para detectar una proteina de fusion de RP2 y ARHGAP6 que existe en una muestra
obtenida de un sujeto, comprendiendo el kit de deteccion un anticuerpo (anticuerpo primario) que reconoce una
seccion derivada de un gen de RP2 en el polipéptido segin uno cualquiera de [54] a [58], y un anticuerpo
(anticuerpo primario) que reconoce una seccion derivada de un gen de ARHGAPG6 en dicho polipéptido.

[77] El kit de deteccion segun [76], que comprende anticuerpos secundarios que se conectan a oligonucledtidos y
que se unen respectivamente a anticuerpos primarios, dos tipos de oligonucleétidos que son parcialmente
complementarios a los oligonucledtidos conectados a los anticuerpos secundarios, una ligasa que puede ligar los
dos tipos de oligonucleétidos para formar una estructura circular cuando los oligonucledtidos se aproximan entre si,
y una sonda de oligonucledétidos marcada.

[78] El kit de deteccién segun [76] o [77], en el que el sujeto es un paciente con cancer.

[79] El kit de deteccidn segun [78], en el que el cancer es cancer de estdbmago.

Ademas, la presente divulgacion se refiere a [80] a [81] mostrados a continuacion.

[80] Un polipéptido segun uno cualquiera de (1) a (3) mostrado a continuacién o un polinucleétido que codifica para
dicho polipéptido:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del 90% con
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se
delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos;

(3) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2.

[81] El polipéptido o un polinucledtido que codifica dicho polipéptido segun [80] que tiene la capacidad de desarrollar
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un tumor.
Efecto ventajoso de la invencion

El método de deteccion de la presente invencidon puede usarse como un método para detectar cancer
(particularmente, cancer de estbmago) que da positivo para un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y
un gen de ARHGAPG6 (a continuacion en el presente documento denominado gen de fusion RP2-ARHGAPS6). El
conjunto de cebadores, sonda, conjunto de sondas y kit de deteccion de la presente divulgacion pueden usarse en
un método de deteccion de la presente divulgacion.

Breve descripcion de los dibujos

[Figura 1] La figura 1 muestra el resultado de la inmunotransferencia de tipo Western. Muestra el cambio en la
cantidad de expresion de proteina de la proteina de fusion RP2-ARHGAPG6 por el tratamiento con ARNip de
ARHGAPSG.

[Figura 2] La figura 2 muestra el cambio en el nimero de células viables en la linea celular de cancer de estémago
provocado por el tratamiento con ARNip de ARHGAPS. La figura 2 compara el nimero de células viables cultivadas
en un suero bovino al 0,5% que contiene medio RPMI-1640 después de la introduccion de ARNip con el del control.

[Figura 3] La figura 3 muestra un resultado de amplificacion por PCR de una region que contiene un punto de fusion
de un gen de fusion RP2-ARHGAPG.

Descripcion de las realizaciones
({Método de deteccion de la presente invencion))

El método de deteccion de la presente invencion incluye un método para detectar un gen de fusién, y un método
para detectar una proteina de fusion codificada en el gen de fusion. El método para detectar un gen de fusion de la
presente invencion o el método para detectar una proteina de fusién de la presente invencion incluye una etapa de
detectar si un polinucleétido o polipéptido especifico existe en una muestra obtenida de un sujeto.

Los elementos recogidos del sujeto (muestras separadas de un organismo vivo) se usan como la muestra obtenida
del sujeto, especificamente, cualquier células, tejido o liquido corporal que se recogieron (sangre, mucosidad oral,
células tumorales circulantes, exosoma, etc.), muestras biopsiadas (muestras del foco primario, células cancerosas
en la disolucion de lavado peritoneal, células cancerosas en ascitis, etc.), de las cuales se prefieren las muestras
biopsiadas. Es posible usar ADN del genoma extraido de las muestras recogidas o usar productos de transcripcion
de las mismas (productos que se obtienen por transcripcion y traduccion de un genoma; por ejemplo, ARN, proteina)
o0 ADNc preparado a partir de ARN. Es particularmente preferible usar ARN o ADNc que se haya formulado.
También es posible usar una muestra estabilizada fijada en formalina e incrustada en parafina (muestra fijada en
formalina — incrustada parafina; muestra FFPE). También puede usarse una muestra FFPE cortada en corte fino de
FFPE. El uso de un corte de FFPE permite la deteccion directa de un polinucleétido que existe en el corte.

El método para detectar un gen de fusion en la presente invencion es un método para detectar “un gen de fusion que
se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS6,” en el que el gen de fusién es un gen de fusion que
comprende una parte de un gen de RP2 y una parte de un gen de ARHGAPG6. Un gen de fusidon a modo de ejemplo
que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS incluye un polinucleétido que consiste en una secuencia
de bases representada por SEQ ID NO: 1. El polinucleétido que consiste en una secuencia de bases representada
por SEQ ID NO: 1 es un polinucleétido con una secuencia de bases de la base n.° 190 (correspondiente al extremo
terminal 5’ de la secuencia codificante (a continuacion en el presente documento denominada CDS)) a 291 de un
gen de RP2 (n.° de registro de GenBank: NM_006915.2) y la base n.° 1462 a 3798 (correspondiente al extremo
terminal 3° de CDS) de un gen de ARHGAPS6 (n.° de registro de GenBank: NM_013427.2). De la secuencia de bases
representada por SEQ ID NO: 1, la secuencia desde la base n.° 1 hasta 102 se deriva de un gen de RP2, y la
secuencia desde la base n.° 103 hasta 2439 se deriva de un gen de ARHGAPSG. El polinucleétido que consiste en
una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 1 también se denomina “polinucleétido de fusiéon.” La
secuencia de aminoacidos codificada en la base n.° 1 a 2439 de SEQ ID NO: 1 se muestra en SEQ ID NO: 2.

En la “etapa de detectar si existe un polinucleétido” en el método de deteccion de un gen de fusion de la presente
invencion, el polinucledtido que es la diana de deteccion (denominado en la presente memoria descriptiva
“polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion”) incluye, por ejemplo, un polinucleétido que codifica para
un polipéptido descrito en (1) o (2) mostrado a continuacion:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del 90% con
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del 90% con
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una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, y tiene la capacidad de desarrollar un tumor.

En el polipéptido mencionado anteriormente, la “identidad con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ
ID NO: 2” es preferiblemente del 95% o mayor, y mas preferiblemente del 98% o mayor.

Obsérvese que la “identidad” tal como se usa en la presente memoria descriptiva es un valor de “identidad” obtenido
usando un parametro preparado por defecto por la busqueda del programa NEEDLE (J Mol Biol 1970; 48: 443-453).
El parametro anteriormente mencionado se muestra a continuacion.

Penalizacion de huecos = 10
Penalizacion de extension = 0,5
Matriz = EBLOSUM62

Si un polipéptido “tiene la capacidad de desarrollar un tumor” o no puede confirmarse mediante un método mostrado
a continuacion en el ejemplo 2. Un método especifico es introducir ARNip que suprime la expresion de un
polinucledtido que codifica para el polipéptido en una célula que expresa el polipéptido (NSC-10C), y para verificar
que la viabilidad de la célula disminuye.

En una realizaciéon de la presente invencion, el polinucleétido seleccionado como diana en la deteccién es un
polinucleétido que codifica para un polipéptido segin uno cualquiera de (1) a (4) mostrados a continuacion:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se
delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se
delecionan, sustituyen, insertan y/o afnaden de 1 a 10 aminoacidos, y tiene la capacidad de desarrollar un tumor;

(3) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 y tiene la
capacidad de desarrollar un tumor; y

(4) un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2.

En el polipéptido de (1) y (2), el nUmero de aminoacidos que se habia delecionado, sustituido, insertado y/o afiadido
en la secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2 es preferiblemente de uno a unos pocos, mas
preferiblemente de 1 a 7, e incluso mas preferiblemente de 1 a 5.

Un ejemplo de un polinucledtido que codifica para “un polipéptido que consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2” incluye “un polinucleétido que consiste en una secuencia de bases representada
por SEQ ID NO: 1.”

El método para detectar un gen de fusion de la presente invencion puede comprender una etapa en la que se evalua
si el polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion existe si se detectd dicho polinucleétido.

El método para detectar un gen de fusion de la presente invencion puede comprender ademas una etapa en la que
se evallia cuando se detecta un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccién, que existe un gen de fusion
que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP®G.

El método para detectar un gen de fusion de la presente invencion puede comprender una etapa de amplificacion del
acido nucleico que existe en la muestra obtenida de un sujeto o una etapa de hibridacién de una sonda con el acido
nucleico que existe en la muestra obtenida de un sujeto para detectar el polinucleétido seleccionado como diana en
la deteccion.

El acido nucleico que va a usarse puede ser un ARN, ADN de genoma o un ADNc preparado a partir de ARN. Los
métodos de extracciéon de ADN, extraccion de ARN o preparacion de ADNc a partir de ARN se conocen
habitualmente en el campo, y pueden realizarse facilmente usando un kit de extraccién de ADN, kit de extraccion de
ARN o un kit de sintesis de ADNc comercialmente disponible.

La etapa de amplificacion de un acido nucleico en la muestra obtenida de un sujeto puede realizarse mediante un
método habitualmente conocido de amplificacion de un acido nucleico. Tal método incluye PCR (reaccién en cadena
de la polimerasa, por ejemplo, PCR en tiempo real), LCR (reaccion en cadena de la ligasa), SDA (amplificacion de
desplazamiento de cadena), NASBA (amplificacién basada en secuencia de acido nucleico), ICAN (amplificacion de
acidos nucleicos iniciada por cebadores isotérmica y quimérica), LAMP (amplificacion isotérmica mediada por bucle),
TMA (amplificacion mediada por transcripcion, por ejemplo, el sistema TMA de Gen-Probe) y un método preferible
es la PCR.
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Especificamente, el acido nucleico (por ejemplo, ARN, ADN de genoma o ADNc preparado a partir de ARN, etc.) en
la muestra obtenida de un sujeto se somete a una reaccion de amplificacion de acidos nucleicos usando un conjunto
de cebadores disefiados para amplificar especificamente un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion.
El conjunto de cebadores que va a usarse no esta particularmente limitado siempre que pueda amplificarse
especificamente el polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion. Por ejemplo, el uso de un software de
disefio de cebadores (por ejemplo, Primer Express; Applied Biosystems) permite a un experto en la técnica disefar
facilmente el conjunto de cebadores basados en la secuencia de bases del polinucleétido seleccionado como diana
en la deteccion. Mas especificamente, un conjunto de cebadores incluye un cebador sentido (cebador 5’) disefiado a
partir de una seccion que codifica para el RP2 de un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion (por
ejemplo, cualquier seccion en una region del gen de RP2 del polinucledtido de fusion (particularmente, ADNc)) y un
cebador antisentido (cebador 3’) disefiado a partir de una seccion que codifica para ARHGAP6 de un polinucledtido
seleccionado como diana en la deteccion (por ejemplo, cualquier seccion en una region del gen de ARHGAPG6 del
polinucleétido de fusion (particularmente, ADNc)), y el cebador antisentido consiste en un oligonucledtido que se
hibrida con un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccién en condiciones rigurosas (preferiblemente, en
condiciones muy rigurosas), y el cebador sentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida con una cadena
complementaria de un polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion en condiciones rigurosas
(preferiblemente, en condiciones muy rigurosas). De lo contrario, o bien el cebador sentido o bien el cebador
antisentido puede disefiarse de manera que corresponda a la region que comprende el punto de fusion del
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion.

Las “condiciones rigurosas” en la presente memoria descriptiva se refieren a unas condiciones de hibridacién de
“563SSPE, disolucion de Denhardt 53, SDS al 0,5%, formaldehido al 50%, ADN de esperma de salmén 200 ug/ml, a
42°C durante la noche” y unas condiciones de lavado de “0,53SSC, SDS al 0,1%, 42°C”. “Unas condiciones muy
rigurosas” se refieren a unas condiciones de hibridacion de “53SSPE, disolucion de Denhardt 53, SDS al 0,5%,
formaldehido al 50%, ADN de esperma de salmén200 ng/ml, a 42°C durante la noche” y unas condiciones de lavado
de “0,23SSC, SDS al 0,1%, 65°C”.

El “punto de fusidon” de un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccién en la presente memoria
descriptiva es un punto en el que una seccién derivada de un gen de RP2 y una seccion derivada de un gen de
ARHGAP6 en el polinucledtido seleccionado como diana en la deteccién se fusionan juntas, y la “regidon que
comprende el punto de fusidon” en el polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion es, por ejemplo, la
region que comprende las bases de la base n.° 102 y 103 cuando el polinucleétido seleccionado como diana en la
deteccién es un polinucledtido que consiste en una secuencia de bases representada por SEQ ID NO: 1.

En una realizacion de la presente invencion, el cebador sentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida con
una cadena complementaria de un polinucleétido que consiste en la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1 en
condiciones rigurosas, y el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida con un polinucleétido
que consiste en la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1 en condiciones rigurosas.

En una realizacién de la presente invencion, el cebador sentido consiste en al menos 16 bases consecutivas de un
oligonucleétido entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1, y el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido
que es complementario con al menos 16 bases consecutivas de un oligonucleétido que consiste en la base n.° 103 a
2439 de SEQ ID NO: 1.

En una etapa para amplificar acido nucleico, el cebador sentido y el cebador antisentido deben ajustarse
preferiblemente de manera que el tamafio de fragmento del acido nucleico que va a amplificarse es de 1 kb o menor,
ya que un gran tamafo de fragmento del acido nucleico que va a amplificarse conduce a una mala eficiencia de
amplificacion. Los cebadores que van a usarse tienen generalmente una longitud de cadena de al menos 15 bases,
preferiblemente al menos 16 bases, mas preferiblemente al menos 18 bases, incluso mas preferiblemente al menos
20 bases. En una realizacion de la presente invencion, el cebador tiene de 15 a 40 bases, preferiblemente de 16 a
24 bases, mas preferiblemente de 18 a 24 bases, incluso mas preferiblemente de 20 a 24 bases.

El cebador puede producirse por sintesis quimica sin estar particularmente limitado de ese modo.

En una realizacion preferible, el método de deteccion de un gen de fusion de la presente invencién abarca ademas
una etapa de detectar si un fragmento amplificado de acido nucleico de un tamafio deseado se obtuvo ademas de
una etapa de amplificacion de acido nucleico en la muestra obtenida de un sujeto. La etapa de detectar si se obtuvo
un fragmento amplificado de acido nucleico de un tamafio deseado puede realizarse usando electroforesis, por
ejemplo. Usando electroforesis, el fragmento de acido nucleico puede analizarse por electroforesis de gel de
agarosa para confirmar si los fragmentos amplificados de acido nucleico se produjeron en el tamafio deseado
usando colorante de bromuro de etidio, etc.

Ademas, realizando una monitorizacién de amplificacion por PCR en el procedimiento de amplificacion del gen (PCR

en tiempo real) (Genome Res. 1996; 6(10): 986-994), es posible realizar un andlisis cuantificado de fragmentos
amplificados de acido nucleico. Un posible candidato que va a usarse en el método de monitorizacion de
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amplificacion por PCR es ABI PRISM7900 (Applied Biosystems).

Cuando se obtiene un fragmento amplificado de acido nucleico del tamafio deseado, esto significa que un
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion existié en la muestra obtenida de un sujeto. El método de
deteccion de un gen de fusion de la presente invencion puede incluir ademas una etapa en la que se evalta cuando
se obtiene un fragmento amplificado de acido nucleico del tamafo deseado, que existe un gen de fusién que se
compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6.

En una realizacion preferible distinta, el método de deteccion del gen de fusiéon de la presente invencion abarca
ademas una etapa de determinacion de la secuencia de bases del acido nucleico amplificado ademas de una etapa
de amplificacion del acido nucleico de la muestra obtenida de un sujeto. La etapa de determinacion de la secuencia
de bases del fragmento de acido nucleico puede usar métodos de secuenciacion conocidos habitualmente en el
campo de la técnica incluyendo métodos de secuenciacion de préxima generacion (Nature Biotechnology 2008; 26:
1135-1145) (por ejemplo, HiSeq2500 (lllumina)), tal como la secuenciaciéon de Sanger (por ejemplo, puede usarse
ABI PRISM3100 (Applied Biosystems)), o secuenciacion mediante sintesis, etc.

La etapa de determinacion de la secuencia de bases del fragmento de acido nucleico incluye no sélo una etapa de
secuenciacion de la longitud completa de un fragmento de acido nucleico, sino también una etapa de secuenciacion
de secuencias parciales que corresponden a ambos extremos del fragmento de acido nucleico.

Cuando el fragmento de acido nucleico secuenciado incluye una secuencia de bases de una seccion que codifica
para RP2 y una secuencia de bases de una seccion que codifica para ARHGAP6 del polinucledtido seleccionado
como diana en la deteccion en el mismo fragmento, esto significa que el polinucleétido seleccionado como diana en
la deteccion existio en la muestra obtenida de un sujeto. EI método de deteccion del gen de fusion de la presente
invencion puede incluir ademas una etapa en la que se evalua cuando el fragmento amplificado de acido nucleico
incluye una secuencia de bases de una seccion que codifica para RP2 y una secuencia de bases de una seccion
que codifica para ARHGAPG6 del polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion en el mismo fragmento, que
existe un gen de fusiéon que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAP®G.

La etapa de hibridacion de una sonda con un acido nucleico en la muestra obtenida de un sujeto puede realizarse
usando una sonda que incluye un oligonucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas (preferiblemente, en
condiciones muy rigurosas) con un polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion, y usando un método de
hibridacion habitualmente conocido. Tales métodos incluyen, por ejemplo, hibridacion de tipo Northern, método de
transferencia puntual, método de microalineamiento de ADN, método de proteccién de ARN, hibridacion in situ, etc.
Un método preferible es la hibridacién in situ. La deteccidon usando la hibridacién in situ puede realizarse mediante
una hibridacion in situ fluorescente (FISH), hibridacion in situ cromogénica (CISH) o hibridacion in situ con plata
(SISH) habitualmente conocido. La longitud de cadena de la sonda usada en la hibridacion puede seleccionarse
segun sea necesario por un experto en la técnica segun el método de hibridacion que va a usarse, pero la sonda
tiene preferiblemente una longitud de cadena de al menos 16 bases.

En una realizacion de la presente invencion, la sonda usada en la hibridacién es un oligonucleétido que se hibrida en
condiciones rigurosas (preferiblemente, en condiciones muy rigurosas) con un polinucleétido seleccionado como
diana en la deteccion, o una cadena complementaria del mismo, e incluye un oligonucleétido de al menos 16 bases
en 5 y al menos 16 bases en 3’ del punto de fusion en el polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion
(siendo un ejemplo especifico una secuencia de la base n.° 87 a 118 en SEQ ID NO: 1) o un oligonucleétido que es
complementario a dicho oligonucleétido.

En una realizacién de la presente invencion, la etapa de hibridacion de una sonda con un acido nucleico que existe
en una muestra obtenida de un sujeto puede realizarse segun el método de FISH de ARN habitualmente conocido
(J. Mol. Diagn. 2012; 14(1): 22-29). Mas especificamente, se realiza hibridacion in situ usando un muestra obtenida
de un sujeto (por ejemplo, fragmento de FFPE), una sonda disefiada a partir de una secciéon que codifica para RP2
del polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion (por ejemplo, cualquier seccién en una region del gen de
RP2 del polinucledtido de fusién), y una sonda disefiada a partir de una secciéon que codifica para ARHGAP6 del
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion (por ejemplo, cualquier seccidon en una region del gen de
ARHGAP6 del polinucleétido de fusion). Las sondas incluyen oligonucledtidos que se hibridan en condiciones
rigurosas (preferiblemente, en condiciones muy rigurosas) con el polinucledtido seleccionado como diana en la
deteccion.

En una realizacién de la presente invencion, la hibridacién in situ se realiza usando multiples sondas de deteccion
disefiadas a partir de una seccién que codifica para RP2 y multiples sondas de deteccion disefiadas a partir de una
seccién que codifica para ARHGAPSG.

En una realizacion de la presente invencion, la hibridacion in situ se realiza usando las siguientes sondas: multiples
tipos de pares de sondas adyacentes que incluyen oligonucledtidos que son complementarios a al menos 16
oligonucleétidos consecutivos aleatorios en la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1 (preferiblemente de 10 a 25 tipos,
mas preferiblemente de 18 a 22 tipos, incluso mas preferiblemente 20 tipos de pares de sondas), y multiples tipos de
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pares de sondas adyacentes que incluyen oligonucledtidos que son complementarios a al menos 16 oligonucleétidos
consecutivos aleatorios en la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1 (preferiblemente de 10 a 25 tipos, mas
preferiblemente de 18 a 22 tipos, incluso mas preferiblemente 20 tipos de pares de sondas).

En una realizacién adicional, el par de sondas que va a usarse en la hibridacién in situ puede incluir un par de
sondas adyacente que incluye un oligonucleétido que es complementario a un oligonucleétido de al menos 16 bases
consecutivas aleatorias en la regién de no traduccion en el lado 5 del gen de RP2 (base n.° 1 a 189 del n.° de
registro de GenBank: NM_006915.2), y/o un par de sondas que incluye un oligonucleétido que es complementario a
un oligonucleodtido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias en la region de no traduccién en el lado 3’ del gen
de ARHGAPS6 (base n.° 3799 a 5118 del n.° de registro de GenBank: NM_013427.2).

Los “pares de sondas adyacentes” en la presente memoria descriptiva consisten en dos tipos de sondas que se
disponen proximos entre si cuando se hibridan con el polinucleétido seleccionado como diana en la deteccién. Las
sondas incluyen un oligonucleétido que es complementario al polinucleétido seleccionado como diana en la
deteccion, y la longitud del oligonucleétido es generalmente de al menos 16 bases, preferiblemente de al menos 18
bases. En una realizacion de la presente invencion, la longitud del oligonucleétido es de 16 a 30 bases,
preferiblemente de 18 a 25 bases.

En una realizacion preferible de la presente invencion, el método de deteccion del gen de fusion de la presente
invencion abarca ademas una etapa de amplificacién de una sefial de hibridacion ademas de una etapa de
realizacion de hibridacién in situ. Para realizar una etapa de amplificacion de una sefial de hibridacién, puede
hibridarse un reactivo que amplifica una sefial de hibridaciéon con una sonda que se hibrida con un acido nucleico
contenido en la muestra.

Los reactivos que amplifican una sefial de hibridaciéon usada en la hibridacion in situ incluyen PreAmplifier Mix QT,
Amplifier Mix QT, Label Probe Mix y Label Probe Diluent QF, que pueden obtenerse de Affymetrix.

En una realizacion mas preferible, el método de deteccion del gen de fusion de la presente invencion abarca ademas
una etapa de detectar una superposicion de sefiales entre una sefial de una sonda disefiada a partir de una seccién
que codifica para RP2 y una sefial de una sonda disefiada a partir de una seccion que codifica para ARHGAPG.
Separando el reactivo fluorescente o el reactivo de color que detecta una sonda disefiada a partir de una seccién
que codifica para RP2 y una sonda disefiada a partir de una seccidon que codifica para ARHGAPG6, es posible
observar si las sefales de las dos sondas diferentes estan en la misma area (dentro de la misma molécula). Cuando
se observa que las sefiales de las dos sondas diferentes estan en la misma area (dentro la misma molécula), esto
significaria que el polinucledtido seleccionado como diana en la deteccion existi6 en la muestra obtenida de un
sujeto. El método de deteccion del gen de fusion de la presente invencion puede incluir ademas una etapa en la que
se evalla cuando las dos sefales estan en la misma area (dentro de la misma molécula), que existe un gen de
fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPSG.

Las sondas no estan particularmente limitadas, pero pueden producirse mediante un método de sintesis quimica.

El método de deteccion de la proteina de fusion de la presente invencién es un método para detectar “una proteina
de fusion de RP2 y ARHGAPG6” y la proteina de fusion es una proteina de fusion codificada por el gen de fusion del
gen de RP2 y el gen de ARHGAP®G.

En la “etapa de detectar si existe un polipéptido” en el método de deteccion de la proteina de fusion de la presente
invencion, el polipéptido seleccionado como diana en la deteccion incluye un polipéptido que se codifica por un
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion.

El método de deteccidon de la proteina de fusién de la presente invencion puede abarcar una etapa en la que se
evalla si existe un polinucleétido por si se detecta el polipéptido seleccionado como diana en la deteccion.

El método de deteccion de la proteina de fusidén de la presente invencion puede abarcar ademas una etapa en la
que se evalla cuando se detecta el polipéptido seleccionado como diana en la deteccién, que existe una proteina de
fusion de RP2 y ARHGAPSG.

La etapa de detectar si existe un polipéptido puede realizarse preparando un lisado derivado de una muestra
obtenida de un sujeto (por ejemplo, célula o tejido canceroso obtenido de un sujeto) y midiendo el polipéptido
seleccionado como diana en la deteccidn, contenido en la muestra mediante un método de medicién inmunoldgica o
un mediante un método de medicién activa de enzimas, que combina anticuerpos contra proteinas que constituyen
la proteina de fusién, o un método de deteccién que combina estos métodos, o mediante espectrometria de masas.
Ademas, esta etapa puede realizarse mediante un método de deteccion usando una tecnologia de tincion de tejidos
inmunolégica realizada combinando el polipéptido seleccionado como diana en la deteccion, incluido en la muestra
(por ejemplo, fragmento de FFPE) obtenida de un sujeto, que se habia sometido a un tratamiento previo apropiado
(tal como, retirada de parafina), con los anticuerpos contra las proteinas que constituyen la proteina de fusion. De lo
contrario, esta etapa puede realizarse intercambiando los anticuerpos contra las proteinas que constituyen la
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proteina de fusién a anticuerpos que reconocen la seccion de fusion de la proteina de fusién. Enfoques a modo de
ejemplo de estos métodos incluyen los siguientes métodos usando anticuerpos monoclonales y anticuerpos
policlonales especificos para el polipéptido seleccionado como diana en la deteccién: medicion de inmunizacién
enzimatica, método ELISA de tipo sandwich de doble anticuerpo, método de medicién inmunoldgica fluorescente,
método de medicidn radioinmunolégica, inmunotransferencia de tipo Western, tincion inmunohistolégica, un método
de deteccion que combina precipitacion inmunitaria y espectrometria de masas, etc.

La “seccion de fusion” de la proteina de fusién de la presente memoria descriptiva se refiere a una seccion en el
polipéptido seleccionado como diana en la deteccion, en la que la seccion derivada de un gen de RP2 y una seccion
derivada de un gen de ARHGAP®6 se fusionan.

La deteccion usando una tecnologia de tincion inmunohistolégica puede realizarse segin un ensayo de union de
proximidad (Nat. Methods. 2006; 3(12): 995-1000). Mas especificamente, si el polipéptido seleccionado como diana
en la deteccion existe o no puede detectarse usando un anticuerpo que reconozca una seccion derivada del gen de
RP2 del polipéptido seleccionado como diana en la deteccion, y un anticuerpo que reconozca una seccion derivada
de un gen de ARHGAP6 de un polipéptido seleccionado como diana en la deteccion, y detectando que los dos
anticuerpos reconocen la misma molécula mediante las tecnologias mencionadas anteriormente. Mas
especificamente, la deteccidon puede realizarse por i) una etapa de poner en contacto un anticuerpo (anticuerpo
primario) que reconoce una seccion derivada de un gen de RP2 del polipéptido seleccionado como diana en la
deteccion, y el anticuerpo (anticuerpo primario) que reconoce una seccion derivada de un gen de ARHGAPG6 del
polipéptido seleccionado como diana en la deteccion, con la muestra obtenida del sujeto; ii) una etapa de adicion de
anticuerpos secundarios que se conectan a oligonucledtidos, y se unen a los respectivos anticuerpos primarios, iii)
una etapa de induccion de la unién afiadiendo dos tipos de oligonucleétidos que son parcialmente complementarios
a los oligonucleotidos conectados a los anticuerpos secundarios, y una disolucion de unién que contiene ligasa que
puede formar una estructura circular mediante unién de los dos tipos de oligonucleétidos cuando se aproximan entre
si; iv) una etapa de elongacién de un acido nucleico junto con la estructura circular que se formd, v) una etapa de
hibridaciéon de una sonda de oligonucleétidos marcada que puede hibridarse con el acido nucleico elongado; y vi)
una etapa de detectar la sefial de marcado. Tal detecciéon puede realizarse usando una sonda PLA y reactivos
incluidos en el kit de reactivos Duolink Il o el kit de reactivos de campo brillante Duolink Il (Olink).

En una realizacién de la presente invencion, el método de deteccion de la presente invencién abarca una etapa de
obtencién de una muestra del sujeto.

En una realizacién de la presente invencion, el sujeto del método de deteccidon de la presente invencion es un
paciente con cancer, y en una realizacion mas especifica, el cancer es cancer de estdbmago. El tipo de cancer de
estdbmago no esta particularmente limitado, puede ser un tipo difuso, un tipo intestinal o un tipo mixto en la
clasificacion de Lauren. Ademas, sin estar limitado de ese modo, el cancer de estomago puede ser cualquiera de
adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma poco diferenciado, carcinoma en anillo de sello,
0 carcinoma mucinoso, etc.

En el método de deteccion de la presente invencion, es posible evaluar cuando se detecta el polinucledtido
seleccionado como diana en la deteccion, o el polipéptido seleccionado como diana en la deteccién en la muestra
obtenida del sujeto, que el sujeto tiene cancer (particularmente, cancer de estbmago).

La etapa de deteccion en el método de deteccién de la presente invenciéon puede usarse como un método para
detectar si existe cancer (particularmente, cancer de estdmago) en un sujeto o un método para diagnosticar cancer
(particularmente, cancer de estdmago) en el sujeto. El método de diagndstico de la presente invencion puede incluir,
ademas de la etapa de deteccidén mencionada anteriormente, una etapa en la que se evalia cuando se detecta el
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion, o el polipéptido seleccionado como diana en la deteccién en
la muestra obtenida del sujeto, que existe una alta posibilidad de que el sujeto tenga cancer (particularmente, cancer
de estdbmago). Ademas, la etapa de deteccion puede usarse en un método para identificar un sujeto (pacientes con
cancer de cancer de estdbmago, etc.) que es un candidato para recibir un tratamiento por un inhibidor de la funcién
de ARHGAPSG y/o un agente farmacéutico que bloquea la sefial de anomalia inducida por un gen de fusién que se
compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPS6. El método de identificacién de la presente invencion puede
incluir, ademas de la etapa de deteccién, una etapa en la que se evalla cuando se detecta un polinucleétido en una
muestra obtenida del sujeto, que el sujeto es un candidato para recibir un tratamiento por un inhibidor de la funcion
de ARHGAPSG y/o un agente farmacéutico que bloquea la sefial de anomalia inducida por un gen de fusién que se
compone de un gen de RP2 y un gen de ARHGAPG6.

({El conjunto de cebadores, sonda, conjunto de sondas y kit de deteccién de la presente divulgacion))

La presente divulgacion abarca un conjunto de cebadores, una sonda, un conjunto de sondas y un kit de deteccion
usado en el método de deteccién de la presente divulgacion.

El conjunto de cebadores de la presente invencion incluye un cebador sentido disefiado a partir de una seccién que
codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado a partir de una seccion que codifica para ARHGAPSG, vy el
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cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida con el polinucleétido seleccionado como diana en
la deteccion en condiciones rigurosas (preferiblemente, en condiciones muy rigurosas), y el cebador sentido consiste
en un oligonucledétido que se hibrida con una cadena complementaria de un polinucleétido seleccionado como diana
en la deteccion en condiciones rigurosas (preferiblemente, en condiciones muy rigurosas).

En el conjunto de cebadores de la presente invencion, o bien el cebador sentido o bien el cebador antisentido
pueden disefiarse de manera que correspondan a una region en un polinucleétido seleccionado como diana en la
deteccidon que comprende un punto de fusion.

Una realizacion especifica del conjunto de cebadores de la presente invencion incluye el siguiente conjunto de
cebadores:

un conjunto de cebadores que consiste en un cebador sentido que consiste en un oligonucleétido que se hibrida en
condiciones rigurosas con una cadena complementaria de un polinucleétido que consiste en la base n.° 1 a 102 de
SEQ ID NO: 1 y un cebador antisentido que consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones rigurosas
con un polinucleétido que consiste en la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

Una realizacion mas especifica del conjunto de cebadores de la presente invencion incluye el siguiente conjunto de
cebadores:

un conjunto de cebadores que consiste en un cebador sentido que consiste en un oligonucleétido de al menos 16
bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1 y un cebador antisentido que consiste en
un oligonucleétido que es complementario con al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 103 a
2439 de SEQ ID NO: 1.

Es preferible para el conjunto de cebadores que tenga un espacio de 1 kb o menor entre las posiciones
seleccionadas del cebador sentido y el cebador antisentido, o un fragmento de acido nucleico amplificado por el
cebador sentido y el cebador antisentido con un tamafio de 1 kb o menor. Ademas, el cebador de la presente
invencion tiene normalmente una longitud de cadena de al menos 15 bases, preferiblemente de al menos 16 bases,
mas preferiblemente de al menos 18 bases, incluso mas preferiblemente de al menos 20 bases. En una realizacion
de la presente invencion, el cebador tiene una longitud de cadena de 15 a 40 bases, preferiblemente de 16 a 24
bases, mas preferiblemente de 18 a 24 bases, e incluso mas preferiblemente de 20 a 24 bases.

Los cebadores incluidos en el conjunto de cebadores de la presente invencion, sin estar limitados particularmente,
pueden producirse mediante un método de sintesis quimica.

Las sondas incluidas en la sonda de la presente invencion y el conjunto de sondas de la presente invencion incluyen
un oligonucledtido que se hibrida con el polinucleétido seleccionado como diana en la detecciéon en condiciones
rigurosas (preferiblemente, en condiciones muy rigurosas). La longitud de cadena de las sondas incluidas en la
sonda de la presente invencion o el conjunto de sondas de la presente invencion puede seleccionarse segin sea
necesario por un experto en la técnica segun el método de hibridacion aplicado, pero la sonda tiene preferiblemente
una longitud de cadena de al menos 16 bases.

En una realizacién de la presente invencion, la sonda de la presente invencion incluye un oligonucleétido de al
menos 16 bases en 5’ y al menos 16 bases en 3’ del punto de fusién en el polinucleétido seleccionado como diana
en la deteccion (especificamente, la secuencia entre la base n.° 87 a 118 de SEQ ID NO: 1), o un oligonucleétido
que es complementario al mismo.

En una realizacion de la presente invencion, el conjunto de sondas de la presente invencion incluye una sonda
disefiada a partir de una seccion que codifica para RP2 (por ejemplo, cualquier seccion en la region del gen de RP2
del polinucledtido de fusion) y una sonda disefiada a partir de una seccién que codifica para ARHGAPG6 (por ejemplo,
cualquier seccion en la region del gen de ARHGAPG6 del polinucleétido de fusion).

En una realizacion de la presente invencion, el conjunto de sondas de la presente invencion incluye multiples tipos
de sondas disefiadas a partir de una seccion que codifica para RP2 y mdltiples tipos de sondas disefiadas a partir de
una seccién que codifica para ARHGAPSG.

En una realizacion de la presente invencion, el conjunto de sondas de la presente invencion incluye los siguientes:

multiples tipos de pares de sondas adyacentes que incluyen un oligonucledtido que es complementario a un
oligonucledtido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1
(preferiblemente de 10 a 25 tipos, mas preferiblemente de 18 a 22 tipos, incluso mas preferiblemente 20 tipos de
pares de sondas), y mdltiples tipos de pares de sondas adyacentes que incluyen un oligonucledtido que es
complementario con un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 103 a 2439
de SEQ ID NO: 1 (preferiblemente de 10 a 25 tipos, mas preferiblemente de 18 a 22 tipos, incluso mas
preferiblemente 20 tipos de pares de sondas).

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2785554 T3

Las sondas del par de sondas incluyen un oligonucleotido que es complementario con el polinucleétido seleccionado
como diana en la deteccion, y la longitud del oligonucleétido es normalmente de al menos 16 bases, preferiblemente
de al menos 18 bases. En una realizacion de la presente invencion, la longitud del oligonucleétido es de 16 a 30
bases, preferiblemente de 18 a 25 bases.

La sonda de la presente invencion y la sonda incluida en el conjunto de sondas de la presente invencion, sin estar
limitadas de ese modo, pueden producirse mediante sintesis quimica.

La presente divulgacion abarca un kit de deteccion que incluye un conjunto de cebadores de la presente invencion,
una sonda de la presente invencion o el conjunto de sondas de la presente invencion. El kit de deteccion de la
presente divulgacion puede incluir ademas del conjunto de cebadores de la presente invencion, la sonda de la
presente invencion o el conjunto de sondas de la presente invencion, componentes que pueden usarse junto con el
conjunto de cebadores, la sonda o el conjunto de sondas para la deteccion de un polinucleétido seleccionado como
diana en la deteccién tales como reactivos para amplificar la sefial de hibridacion.

La presente divulgacion también abarca un kit de deteccion para detectar un polipéptido seleccionado como diana
en la deteccion. Preferiblemente, el kit de deteccion incluye un anticuerpo (anticuerpo primario) que reconoce una
seccion derivada de un gen de RP2 de polipéptido seleccionado como diana en la deteccién, y un anticuerpo
(anticuerpo primario) que reconoce una seccion derivada de un gen de ARHGAPG6 de polipéptido seleccionado como
diana en la deteccion. Mas preferiblemente, la presente invencion puede incluir anticuerpos secundarios conectados
con oligonucledtidos, que se unen respectivamente a anticuerpos primarios, dos tipos de oligonucleétidos que son
parcialmente complementarios a los oligonucleétidos conectados a los anticuerpos secundarios, ligasa que forma
una estructura circular mediante la unién de los dos tipos de oligonucledtidos cuando se aproximan entre si, y
sondas de oligonucledtidos marcadas.

El conjunto de cebadores, la sonda, el conjunto de sondas y el kit de deteccion de la presente divulgacion pueden
usarse para el método de deteccion, método de diagnostico, método de identificacion de un paciente y método de
identificacion de un sujeto de la presente invencion. En una realizacion de la presente divulgacion, con respecto al
conjunto de cebadores, la sonda, el conjunto de sondas y el kit de deteccion de la presente divulgacion, el sujeto es
un paciente con cancer y mas especificamente, el cancer es cancer de estdmago. El cancer de estémago no esta
particularmente limitado, pero puede ser un tipo difuso, un tipo intestinal o un tipo mixto en la clasificacién de Lauren.
Ademas, sin estar limitado de ese modo, el cancer de estdmago puede ser cualquiera de adenocarcinoma papilar,
adenocarcinoma tubular, adenocarcinoma poco diferenciado, carcinoma en anillo de sello o carcinoma mucinoso.

Ejemplos
Los ejemplos pueden realizarse mediante métodos habitualmente conocidos a menos que se indique lo contrario.
Cuando se usan reactivos o kits comercialmente disponibles, los ejemplos pueden realizarse segun los manuales de

los productos comerciales.

Ejemplo 1. Aislamiento del gen de fusién RP2-ARHGAP6

Se prepard ARN total de la linea celular de cancer de estomago NSC-10C establecida en la Division de Oncologia
Traduccional, Instituto de Investigacion del National Cancer Center, y se transcribié de manera inversa en ADNc con
transcriptasa inversa (SuperScriptlll; Life Technologies) y cebador oligo(dT) (cebador oligo(dT)20; Life Technologies)
segun el protocolo convencional del reactivo.

A continuacién, se usaron cebadores de RP2_full fwd01 representados por SEQ ID NO: 3 y ARHGAP6_full rev01
representados por SEQ ID NO: 4 para realizar PCR (10 s a 98°C, 15 s a 55°C y 3 min. a 68°C, 30 ciclos, seguido por
5 min a 68°C) usando ADN polimerasa (PrimeSTAR GXL; TAKARA BIO INC.) con ADNc obtenido en la etapa
anterior como molde. Luego, usando el producto de PCR mencionado anteriormente diluido 10 veces como molde,
se sometieron los cebadores de RP2_full fwd02 representados por SEQ ID NO: 5 y ARHGAPG6_full rev02
representados por SEQ ID NO: 6 a PCR (10 s a 98°C, 15 s a 55°C y 3 min. a 68 °C, 30 ciclos, seguido por 5 min a
68°C) usando la misma ADN polimerasa. Se realizd electroforesis después de la PCR para obtener un producto de
PCR de aproximadamente 2,5 kpb. Después de afiadir A al extremo 3’ del producto de PCR usando Takara Taq
(TAKARA BIO INC.), se clon6 en un vector de clonacion (kit de clonacién de PCR TOPO XL, Life Technologies), y se
secuencié mediante el método de secuenciacion de didesoxilo (kit de secuenciaciéon de ciclo BigDye Terminator
v3.1; Life Technologies). Por consiguiente, se encontré que el producto de PCR de aproximadamente 2,5 kpb
derivado de la linea celular NSC-10C es un producto de transcripcion (SEQ ID NO: 1) en el que la secuencia de
nucleétidos de la base n.° 190 (correspondiente al extremo terminal 5° de CDS) a 291 de RP2 (NM_006915.2)
registrado en NCBI se fusiona a una secuencia de nucleétidos de la base n.° 1462 a 3798 de ARHGAP6
(NM_013427.2) (correspondiente al extremo terminal 3’ de CDS). La secuencia de aminoacidos de un polipéptido
codificado en SEQ ID NO: 1 se representa por SEQ ID NO: 2.

Ejemplo 2. Evaluacién de la capacidad de suprimir la expresion de proteina de fusion RP2-ARHGAP6 en lineas
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celulares de cancer de estémago que expresan el gen de fusion RP2-ARHGAP6 usando ARNip de ARHGAPS6 vy
evaluacion de la viabilidad de las lineas celulares en las mismas condiciones

Después de cultivar la linea celular NSC-10C que expresa el gen de fusiéon RP2-ARHGAPS, tal como se muestra en
el ejemplo 1, y dos subcepas, NSC-10X1aA y NSC-10X1aF, establecidas en la Divisién de Oncologia Traduccional,
Instituto de Investigacion del National Cancer Center, en medio RPMI-1640 (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.)
que contenia suero bovino al 10% (Gibco), se introdujo ARNip en las células segun el protocolo convencional del
reactivo de transfeccion DharmaFECT1 (GE Healthcare). Especificamente, se sembraron las células cancerosas
anteriores a 2x105 células por pocillo en una placa de 6 pocillos (140675, Nunc), se afiadieron 75 pmol de ARNip
que selecciona como diana ARHGAPG6 (288604, Life Technologies) y ARNip de control (AM4611, Life Technologies)
a las células (concentracion final 75 nM), y se cultivaron las células a 37°C en un entorno del 5% CO, durante 120 h.
(a continuacion en el presente documento, el grupo en el que se transfecté el ARNip de control se denomina el
grupo ARNip de control, y el grupo en el que se transfecta ARNip que selecciona como diana ARHGAP6 se
denomina el grupo ARNip de ARHGAPS6).

Se evaluo el efecto supresor de la proteina de fusion RP2-ARHGAP6 mediante el tratamiento de ARNip mediante el
analisis de inmunotransferencia de tipo Western. Especificamente, se disolvieron las células cultivadas en tampén
de muestra de Laemmli (Bio-Rad) que contenia ditiotreitol 350 mM (Fermentas) para extraer la proteina. Se midi6 la
concentracion de proteina mediante el ensayo de cuantificacion de proteina (MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG).
Se cargaron 5 ug o 20 ug del extracto de proteina en un gel de poliacrilamida al 8% o al 12% (Serva) que contenia
SDS (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) y se realiz6 electroforesis en gel durante 1 h en condiciones de 40 mA.
Después 80 min de transferencia a una membrana de PVDF (Millipore Corporacion) en condiciones de 60 mA
usando TRANS-BLOT SD SEMI-DRY TRANSFER CELL (Bio-Rad), se realizé el bloqueo durante 2 h a temperatura
ambiente usando PBS que contenia agente de bloqueo de membranas al 5% (GE Healthcare) (a continuacion en el
presente documento denominado tampoén de bloqueo). Se agité la membrana en una disoluciéon de anticuerpo
primario de anticuerpo anti-ARHGAP6 (HPA036779, Sigma-Aldrich) diluido con un tampoén de blogueo hasta una
proporcion de 1:250 y anticuerpo anti-B-actina (4967, Cell Signaling Technology) diluido con un tampén de bloqueo
hasta una proporcién de 1:3000, y se incubd durante la noche a 4°C. Después de lavar con PBS que contenia
Tween 20 al 0,05% (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) (a continuacion en el presente documento denominado
tampon de lavado), se agitd la membrana en una disolucion de anticuerpo secundario de anticuerpo anti-IgG de
conejo marcado con HRP (P0399, Daco) diluido con un tampdén de bloqueo hasta una proporcién de 1:3000, y se
incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Después de lavar con un tampén de lavado, se afadié Pierce Western
blot Substrate Plus (Thermo Fisher Scientific Inc.) a la membrana, y se detectd la quimioluminiscencia en una
membrana usando un dispositivo LAS-4000R (Fuji Film). El analisis de inmunotransferencia de tipo Western
confirmo que la expresion de proteina de fusion RP2-ARHGAP6 se suprimié por el ARNip para ARHGAPG6 en todas
las lineas celulares que expresaron de manera endogena gen de fusion RP2-ARHGAPS (figura 1).

Para evaluar el efecto del gen de fusion RP2-ARHGAP6 sobre la viabilidad de las células cancerosas, se
transfectaron ARNip que selecciona como diana ARHGAPG6 y el ARNip de control en la linea celular NSC-10C y la
subcepa de la misma en las mismas condiciones tal como se mostré anteriormente. Después de 24 h, se cambio el
medio a medio RPMI-1640 que contenia suero bovino al 0,5%, y sembraron las células a 1x10° células por pocillo
en una placa de 96 pocillos (167008, Nunc), a 100 pul cada una, de manera que se sembraron las células de cada
grupo en 6 pocillos, y se cultivaron durante 96 h adicionales a 37°C en un entorno del 5% de CO». Se prepararon los
pocillos que contenian s6lo medio RPMI-1640 que contenian suero bovino al 10% sin células como control (a
continuacion en el presente documento denominado grupo de medio). Se midié el nimero de células vivas segun el
protocolo convencional del kit de recuento de células 8 (DOJINDO LABORATORIES). Especificamente, se
afadieron 10 pl del reactivo por pocillo y se cultivaron las células durante 4 h a 37°C en un entorno del 5% de CO.,
luego, se determind el ndmero de células vivas midiendo una absorbancia de 450 nm mediante un lector de
microplacas (BioTek). Se adoptaron un total de 4 pocillos excluyendo los valores de absorbancia maximos y
minimos de cada grupo para el andlisis. La viabilidad del grupo ARNip de control y el grupo ARNip de ARHGAP6 se
determiné restando la absorbancia del grupo de medio de la absorbancia de cada grupo (a continuacion en el
presente documento denominado el valor de correccion), y ajustando el valor de correccion del grupo ARNip de
control como el 100%. Se uso la prueba de la t de Student para la prueba de significacion entre el grupo ARNip de
control y el grupo ARNip de ARHGAP®6.

Por consiguiente, la viabilidad de las células disminuyé (figura 2) cuando se suprimié el nivel de expresion de
proteina de fusion RP2-ARHGAPG6 transfectando ARNip que selecciona como diana ARHGAPG6 en todas las lineas
celulares que expresan de manera endogena gen de fusion RP2-ARHGAPSG. Ya que el valor de p es menor de 0,05
incluso realizando la correccion mediante el método de pruebas muiltiples (mediante el método de Bonferroni), se
evalud que existe una diferencia significativa. Por tanto, se encontré que la supresiéon de la expresion del gen de
fusion en las células cancerosas que expresan de manera endogena el gen de fusion RP2-ARHGAPG6 tiene un
efecto para suprimir el crecimiento de células cancerosas y/o para disminuir la supervivencia de aquellas células.

Por tanto, se encontré que el RP2-ARHGAPG6 definié la capacidad de avance del tumor de las células cancerosas.

Ejemplo 3. Deteccién del gen de fusion RP2-ARHGAP6
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ARN total preparado a partir de las subcepas de NSC-10C, es decir NSC-10X1A, NSC-10X1aA, NSC-10X1F, NSC-
10X1aF, NSC-10X1aX1 y NSC-10X1aX1a, las lineas celulares de cancer de estémago KATO-IIl (JCRB0611, banco
de células JCRB) y HSC-39 (proporcionada por el National Cancer Center Japan, Seccidon de Experimentacion
Animal) y lineas celulares de cancer de estdmago NSC-9C, NSC-6C y NSC-16C que se establecieron en la Division
de Oncologia Traduccional, Instituto de Investigacion del National Cancer Center, ademas de la linea celular de
cancer de estdmago NSC-10C que expresa un gen de fusion RP2-ARHGAP6 mostrada en el ejemplo 1, se
transcribieron de manera inversa en ADNc con transcriptasa inversa (SuperScriptlll; Life Technologies) y cebador
oligo(dT) (cebador oligo(dT) 20; Life Technologies).

A continuacion, se usaron cebadores de RP2_CDS_F23 representados por SEQ ID NO: 7 y ARHGAP6_GCF-R1
representados por SEQ ID NO: 8 para realizar PCR (2 min a 94°C, seguido por 15 s a 94°C, 15 s a 55°C y 1 min a
68°C, 30 ciclos) usando ADN polimerasa (ADN polimerasa AccuPrime Tagq; Life Technologies), y el ADNc obtenido
anteriormente como molde (200 ng cuando se convierte en ARN total). De manera similar, para confirmar la misma
cantidad de molde de ADNc en las reacciones, se usaron cebadores de ACTB_F2 representados por SEQ ID NO: 9
y ACTB_R2 representados por SEQ ID NO: 10 para realizar PCR (2 min a 94°C, seguido por 15 s a 94°C, 15s a
55°C y 1 min a 68°C, 25 ciclos) usando la misma ADN polimerasa que anteriormente. Se realizé electroforesis con
gel de agarosa al 2% (Lonza) después de la reaccion de PCR, y aproximadamente 200 pb de producto de PCR se
amplificaron sélo en NSC-10C y subcepas de la misma que ya confirmaron la expresion de gen de fusion RP2-
ARHGAPS6 (figura 3). El producto de PCR amplificado por el conjunto de cebadores mencionado anteriormente era
de 214 pb segun la secuencia de nucleétidos del gen de fusion identificado en el ejemplo 1. Por tanto, se mostré que
el gen de fusidn que expresa las células cancerosas es detectable con el método de PCR.

Aplicabilidad industrial

El método de deteccion de la presente invencion es un método para detectar un gen de fusion que se compone del
gen de RP2 y el gen de ARHGAP®G, y es util como método para detectar y diagnosticar cancer en un sujeto. Ademas,
el conjunto de cebadores y el kit de deteccion de la presente divulgacion pueden usarse en un método de la
presente divulgacion.

Lista de secuencias

<110> Astellas Pharma Inc.
National Cancer Center

<120> Un método para detectar el gen RP2-ARHGAP6
<130> A16019A00

<150> Documento JP2015-248292
<151> 21-12-2015

<150> Documento US62/209130
<151> 24-08-2015

<160> 10

<170> PatentIn versién 3.5
<210> 1

<211> 2439

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(2439)

<400> 1
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REIVINDICACIONES

Método para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de retinosis pigmentaria 2 (RP2)
(recesivo ligado al cromosoma X) y un gen de la proteina 6 activadora de Rho-GTPasa (ARHGAPG6),
comprendiendo el método una etapa de detectar si un polinucleétido que codifica para un polipéptido
descrito por o bien (1) o bien (2) mostrado a continuacion existe en una muestra obtenida de un sujeto:

(1) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene una identidad de no menos del
90% con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2;

(2) un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, o un
polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se
delecionan, sustituyen, insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que
tiene una identidad de no menos del 90% con una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO:
2 y tiene la capacidad de desarrollar un tumor.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2 y tiene la capacidad de desarrollar un tumor, o el polipéptido comprende
una secuencia de aminoacidos representada por SEQ ID NO: 2, en el que se delecionan, sustituyen,
insertan y/o afiaden de 1 a 10 aminoacidos, y tiene la capacidad de desarrollar un tumor.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el polipéptido consiste en una secuencia de aminoacidos
representada por SEQ ID NO: 2.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una etapa de
amplificacion de un acido nucleico que existe en una muestra obtenida de un sujeto, o una etapa de
hibridacion de una sonda con un acido nucleico que existe en una muestra obtenida de un sujeto para
detectar el polinucleétido.

Método segun la reivindicacion 5, que comprende una etapa de amplificacion del acido nucleico que existe
en una muestra obtenida de un sujeto usando un conjunto de cebadores mostrado a continuacion:

un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusidon que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPG6, comprendiendo el conjunto de cebadores un cebador sentido disefiado a partir de una seccion
que codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado a partir de una secciéon que codifica para
ARHGAPSG, en el que el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido que se hibrida en condiciones
rigurosas con un polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion, y el cebador sentido consiste en
un oligonucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con una cadena complementaria de un
polinucleétido seleccionado como diana en la deteccion.

Método segun la reivindicaciéon 5, que comprende una etapa de amplificacion del acido nucleico que existe
en una muestra obtenida de un sujeto usando un conjunto de cebadores mostrado a continuacion:

un conjunto de cebadores para detectar un gen de fusion que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPG6, en el que un cebador sentido consiste en un oligonucleétido de al menos 16 bases
consecutivas aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1, y un cebador antisentido consiste en un
oligonucledtido complementario a un oligonucleétido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la
base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que el sujeto es un paciente con cancer.
Método segun la reivindicacion 8, en el que el cancer es cancer de estdmago.

Método para diagnosticar cancer en un sujeto que comprende una etapa de deteccidon segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, y una etapa en la que se evalla cuando el polinucleétido se
detecta en una muestra obtenida del sujeto, que existe una alta posibilidad de que el sujeto tenga cancer.
Método segun la reivindicacion 10, en el que el cancer es cancer de estdmago.

Conjunto de cebadores para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPG6 que existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el conjunto de cebadores un
cebador sentido disefiado a partir de una seccion que codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado

a partir de una seccién que codifica para ARHGAPG, en el que el cebador antisentido consiste en un
oligonucledtido que se hibrida en condiciones rigurosas con el polinucledtido segin una cualquiera de las
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reivindicaciones 1 a 4, y el cebador sentido consiste en un oligonucledtido que se hibrida en condiciones
rigurosas con una cadena complementaria de dicho polinucleétido.

Conjunto de cebadores para detectar un gen de fusién que se compone de un gen de RP2 y un gen de
ARHGAPG6 que existe en una muestra obtenida de un sujeto, comprendiendo el conjunto de cebadores un
cebador sentido disefiado a partir de una seccion que codifica para RP2 y un cebador antisentido disefiado
a partir de una seccion que codifica para ARHGAP6 del polinucledtido segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4.

Conjunto de cebadores segun la reivindicacion 13, en el que el cebador sentido consiste en un
oligonucledtido de al menos 16 bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 1 a 102 de SEQ ID NO: 1,y
el cebador antisentido consiste en un oligonucleétido complementario a un oligonucleétido de al menos 16
bases consecutivas aleatorias entre la base n.° 103 a 2439 de SEQ ID NO: 1.
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