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ES 2318493 T3

DESCRIPCION

Gen de fusién episomal.

La presente invencién se refiere a una estructura episomal de mamiferos que expresa un oncogen funcional, por
lo que dicho oncogen es un gen de fusion de dos genes cromosdmicos. Mds especificamente, la invencion se refiere
a un producto de fusién NUP214-ABL1, importante en el desarrollo de leucemia linfoblastica aguda de células T, a
métodos para detectar la fusién y a métodos para impedir la actividad oncogénica de dicho producto de fusién.

La leucemia aguda es una enfermedad de los leucocitos y sus precursores. Se caracteriza por la aparicién de
células anormales inmaduras en la médula 6sea y sangre periférica. Las leucemias agudas se clasifican segtin criterios
morfolégicos, citoquimicos e inmunoldgicos.

La leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL) representa aproximadamente del 10 al 15% de casos nueva-
mente diagnosticados de leucemia linfoblastica aguda infantil y, generalmente, los nifios con T-ALL tienen un diag-
néstico peor que aquéllos con ALL del linaje del precursor B (B-ALL). Debido a que han sido identificados varios
defectos genéticos como causa de T-ALL, la individualizacién del tratamiento de T-ALL podria mejorar el resultado
y la calidad de vida a largo plazo. A pesar de un detallado entendimiento de factores de transcripcién desregulados
en la leucemia linfobléstica aguda de células T (T-ALL), s6lo rara vez han sido identificadas, en esta enfermedad,
mutaciones en proteina tirosina quinasas (Fernando et al., 2002; Pui et al., 2004; Paietta et al., 2004).

En esta invencion se describe la multiplicacién episomal (Maurer et al., 1987) de ABL1 en 5 de 90 (5,6%) pacien-
tes con T-ALL, una aberracién que no es detectable por técnicas de citogenética convencional utilizada normalmente
para determinar el tipo de mutaciones T-ALL, pero pueden ser detectadas por todas las técnicas que pueden identi-
ficar la estructura episomal, tal como FISH, hibridacién genémica comparativa basada en micromatriz o PCR. Los
andlisis moleculares definen el amplicén como una regién de 500 kb de 9q34, que contiene los oncogenes ABLI1 y
NUP214 (de Klein et al., 1982; von Lindren et al., 1992). Sorprendentemente, se identificé un mecanismo, no descrito
anteriormente, para la activacién de tirosina quinasas en cdncer: formacién de episomas que dan como resultado la
formacién de una fusién entre NUP214 y ABLI. El transcrito NUP214-ABL1 se detect6 en 5 pacientes con la multi-
plicacién ABLI, en 5 de 85 (5,8%) pacientes adicionales con T-ALL, y en 3 de 22 lineas celulares T-ALL. La tirosina
quinasa NUP214-ABL1 esencialmente fosforilada es sensible al inhibidor de tirosina quinasa imatinib (Capdeville et
al., 2002). La reorganizacién criptica constante NUP214-ABL1 estd asociada con el aumento de la expresién de HOX
(Fernando et al., 2002) y la delecion de CDKN2A (Hebert et al., 1994), consistente con una patogénesis multietapa de
T-ALL. La expresiéon de NUP214-ABL1 define un nuevo subgrupo de pacientes con T-ALL que se podrian beneficiar
del tratamiento con imatinib.

Un primer aspecto de la invencién es un gen de fusién aislado NUP214-ABL1, dicho gen de fusién expresa una
tirosina quinasa y dicha tirosina quinasa estd expresada de forma constitutiva. Dicho gen de fusién juega un papel en el
desarrollo de leucemia. Preferiblemente, dicha leucemia es seleccionada del grupo que consiste en enfermedades mie-
loproliferativas negativas T-ALL, ALL del precursor de B, B-LL y BCR-ABL1. Mais preferiblemente, dicha leucemia
es T-ALL.

Dicho gen de fusion estd situado en una estructura episomal de mamifero. Dicha estructura episomal de mami-
fero consiste en un fragmento cromosémico, que comprende la fusién de, al menos, NUP214 y ABLI, a través de
la cual dicha fusién, preferiblemente, estd expresando de forma activa un oncogen de fusién. Un fragmento cromo-
somico, tal como se utiliza aqui, significa que el ADN normalmente estd presente en el cromosoma no mutado del
mamifero. Preferiblemente, dicho fragmento cromosémico no comprende ADN que deriva directamente de ADN
viral, por integraciéon de ADN viral dentro del cromosoma. La estructura episomal de mamifero, tal como se utili-
za aqui, significa un fragmento de ADN circular submicroscépico, que se auto replica en células de mamifero, tal
como describen Maurer et al. (1987). Preferiblemente, dicha estructura episomal es mas pequefia que los minicro-
mosomas visibles al microscopio. Preferiblemente, dicha estructura episomal es mas pequefia que 1Mb, incluso mas
preferiblemente, mas pequefia que 750 kb, mds preferiblemente mds pequefia que 500 kb. Las estructuras episoma-
les de mamifero son claramente diferentes de las estructuras episomales virales tal como los episomas derivados del
HPV.

Se conoce que los genes pueden ser multiplicados en estructuras episomales y en minicromosomas. Sin embargo,
todos los genes descritos que se multiplican de esta manera, incluyendo oncogenes conocidos, son genes que, tal cual,
estdn presentes en el cromosoma de mamifero. Sorprendentemente se encontré que la formacién de una estructura
episomal puede crear un nuevo gen de fusién expresado que codifica una proteina funcional.

Todavia otro aspecto de la invencién es un método para detectar un gen de fusién segun la invencion. Preferible-
mente, dicho método comprende una técnica seleccionada del grupo que consiste en FISH, micromatriz-CGH y PCR.
Es importante observar que un gen de fusion, situado en una estructura episomal de mamifero, normalmente es pasado
por alto por un cariotipado clésico y se debe prestar especial atencidn para detectar aquellas estructuras.

Otro aspecto de la invencién es un método para determinar el tipo de leucemia, que comprende la deteccion de
un gen de fusion NUP214-ABL1 segun la invencién. Preferiblemente, dicha leucemia es seleccionada del grupo que
consiste en enfermedades mieloproliferativas negativas T-ALL, B-ALL, LL del precursor de B y BCR-ABLI1. Mis
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preferiblemente, incluso més preferiblemente, dicha leucemia es T-ALL. Dicho método es el de permitir la deteccién
de un gen de fusién situado en una estructura episomal de mamifero.

Otro aspecto de la invencién es un método para inhibir una quinasa constitutivamente activada expresada por el
gen de fusion NUP214-ABL1. Preferiblemente, dicho método comprende el uso de imatinib (también conocido como
mesilato de imanitibe, Glivec, Gleevec o STI-571; llamado quimicamente como metanosulfonato de 4-[(4-metil-1-
piperazimil)metil]-N-[4-metil-3-[[4—(3-piridinil)-2-pirimidinilJamino]fenil ]Jbenzamida) o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo.

Otro aspecto de la invencidn es el uso de imatinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para tratar la
T-ALL. Preferiblemente, dicha T-ALL se caracteriza por una fusion NUP214-ABL1.

Todavia otro aspecto de la invencién es el uso de imatinib, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo
para tratar un cancer que se caracteriza por una fusion NUP214-ABL1. Dicho cancer es una leucemia, incluso mas
preferiblemente, dicha leucemia se selecciona del grupo que consiste en B-ALL, LL del precursor de B y enfermedades
mieloproliferativas BCR-ABL1 negativas.

Breve descripcion de las figuras

Fig. 1. Cartografia FISH y matriz-CGH de la region amplificada en 9¢34. a Resultados FISH para el paciente
3. Multiplicacién extracromosémica de ABLI1 identificado con la sonda BCR-ABL1 LSI (Vysis) en interfase y 1
metafase. Se indican cromosomas 22 normales (BCR) y 1 cromosoma 9. El otro cromosoma 9 tiene una delecion de
ASS, FUBP3 y ABLI1. Se observaron nueve de 15 copias extra de ABL1.También estdn demostradas la multiplicacién
de 3 ABL1, LAMC3 y NUP214, mientras que ASS, FUBP3, 5 ABL1 y VAV2 no estin amplificados. CDKN2A
muestra delecion heteréloga. b Los resultados de la matriz-CGH, que muestran sefiales para 138 clones del cromosoma
9, confirman la multiplicacién de ABL1 y LAMC3. NTNGI no estd amplificado y 5° ABL1 s6lo estd amplificado en
el paciente 1. La matriz no contiene una sonda en la posicién (“locus”) NUP214. El clon 149/2 contiene CDKN2A.
¢ ubicacidn de las sondas utilizadas para FISH y matriz-CGH y su ubicacién a lo largo del cromosoma 9 (basado en
datos ensembl) las cajas negras representan genes, las cajas grises representan BACs.

Fig. 2. Deteccion del trdnscrito de fusion NUP214-ABLI por TR-PCR y Transferencia Northern. a Deteccion de
diferentes transcritos de fusion NUP214-ABL1 en 5 pacientes con T-ALL con multiplicacién de ABL1 (pacientes
1-4 y 6), y ausencia de esta fusién en pacientes con T-ALL con falta de multiplicacién de ABL1 (pacientes nal-
na3). También se detectd el transcrito de fusion NUP214-ABL1 en 5 de los 85 pacientes con T-ALL adicionales
escrutados por RT-PCR (pacientes 7-11). b Deteccién, por RT-PCR, de diferentes transcritos de fusion NUP214-
ABL1 en 4 lineas celulares T-ALL. ¢ Deteccion de transcritos ABL1 aberrantes en las lineas celulares PEER, ALL-
SIL y BE-13 por transferencia Northern. ¢ Deteccidn, transferencia Northern, de transcritos ABL1 aberrantes en las
lineas celulares PEER, ALL-SIL y BE-13 d Secuencia de los transcritos NUP214-ABL1 detectados que muestran las
distintas variantes. Todas las fusiones son en fase (“in-frame”) (secuencia traducida con las abreviaturas de aminoacido
de 1 letra).

Fig. 3. Representacion esquemdtica de la region amplificada y la proteina de fusion NUP214-ABLI. a Esquema de-
tallado de la regién amplificada con los genes y clones BAC indicados. b Representacion esquemadtica de las proteinas
NUP214 y ABL1 con los dominios mds importantes indicados. Se generaron dos proteinas de fusion NUP214-ABL1
principales: una fusién mds corta (239 kDa), detectada sélo en 1 paciente, y una fusién mas larga (319 a 333 kDa),
detectada en la mayoria de los pacientes. Todas las fusiones contienen dominios de espiral enrollada pronosticados de
NUP214 y los dominios SH3, SH2 y tirosina quinasa de ABL1.

Fig. 4. Caracterizacion de la proteina de fusion NUP214-ABL 1. a Utilizando anticuerpos anti-ABL1 y anti-
NUP214, se pudo detectar la proteina de fusion NUP214-ABLI1 en las lineas celulares ALL-SIL, BE-13 y PEER,
pero no en la linea celular NUP214-ABL1 negativa LOUCY. NUP214-ABL1 estaba fosforilada en 3 lineas celulares,
y también se detectd la fosforilacién de ABL1 en ALL-SIL. La fosforilacién de NUP214-ABLI1 se correlacionaba
con la fosforilacién de CRKL. b El tratamiento con imatinib de ALL-SIL da como resultado una disminucién dosis
dependiente en la fosforilacion de NUP214-ABL1 y CRKL. ¢ El tratamiento con imatinib tiene un efecto inhibidor
dependiente de dosis sobre el crecimiento de la linea celular ALL-SIL. Tal como se esperaba, no se observé efecto en
la linea celular LOUCY, indicando también que el efecto inhibidor observado con ALL-SIL no es debido a un efecto
téxico general del imatinib sobre las células T. d El tratamiento con imatinib de células primarias de médula dsea
del paciente 4 da como resultado la disminucién en la fosforilacién de CRKL, demostrando un efecto inhibidor del
imatinib sobre NUP214-ABL1 en células leucémicas primarias de este paciente.

Fig. 5. Los elementos extracromosomicos (episomas) no son detectados por andlisis citogenético cldsico. Resul-
tados FISH con la sonda LSI BCR-ABLI1 (Vysis) para el paciente 3, que muestran hibridacién de la sonda ABLI
(rojo) sobre un cromosoma 9 (el otro cromosoma 9 tiene una delecién de ABL1 y, por ello, no es detectado) y sobre
miultiples elementos extracromosomales (a), que no son visibles por tincién invertida con DAPI (b). La sonda BSR
(verde) hibrida en los 2 cromosomas 22 normales (a, c).
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Ejemplos
Material y métodos para los ejemplos
Pacientes

Se seleccionaron retrospectivamente 90 casos de T-ALL con células fijadas disponibles para el escrutinio inicial
con FISH. Mis tarde se afiadi6 al estudio un paciente adicional (paciente 6), y se hizo un escrutinio, por RT-PCR, de
un conjunto de 85 pacientes con T-ALL del Dana Farber Cancer Institute (Boston, MA, USA) para la presencia de la
fusion NUP214-ABL1. Se revisaron los datos de diagndstico clinico, morfologia e inmunofenotipo. Este estudio fue
aprobado por el Comité Etico de la Facultad de Medicina de la Universidad de Leuven.

Citogenética y FISH

Los estudios de citogenética se realizaron en médula 6sea o células sanguineas utilizando cultivos directos o a corto
plazo sin mitégenos y banda R. Se describieron los cariotipos segiin el Sistema Internacional para la Nomenclatura
de Citogenética Humana (ISCN) (Mitelman, 1995). En casos sin invasién en médula 6sea, se hizo un cariotipo de los
nédulos linféticos y/o los derrames pleurales. Tal como se describe (Dierlamm et al., 1996), se llevé a cabo un FISH
en suspension de células fijadas almacenadas usadas originalmente para hacer el cariotipo. Se pudieron hibridar de
forma exitosa las mismas metafases hasta 3 veces. Se realiz6 un escrutinio inicial utilizando la sonda de translocacién
LSI BCR-ABL ES (Vysis, Downers Grove II). En promedio, se marcaron 10 metafases y 200 nicleos. Ademads, se
investigaron casos que mostraron sefiales de hibridacién aberrante utilizando un panel de sondas BAC que cartografian
9q34 desde 125,7 a 134,7 Mb segtin ensembl (www.ensembl.org). Las sondas FISH estdn enumeradas en la figura 1 y
la tabla 1. Los BACs se obtuvieron de la biblioteca RPCI11 del Roswell Park Institute (http://bacpac.chori.org).

Micro matriz CGH

Se realizé una matriz CGH utilizando Code Linked Slides (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) que
contienen los clones 3527 de BAC del Grupo de Clones de 1 Mb del Wellcome Trust Sanger Institute, un regalo del Dr.
Carter (Fiegler et al., 2003). Se multiplicé el ADN de BAC por “PCR cebada con oligonucleétido degenerado” (DOP-
PCR) (Fiegler et al., 2003). Los productos amino-unidos de la PCR se motearon con una concentracién de 200 ng/nl
en los portas por uso de una impresora Molecular Dynamics Generation IIT (Amersham). Los clones se imprimieron en
dos duplicados en diferentes posiciones sobre la matriz. Se marcé el ADN de prueba y el de referencia por etiquetado
al azar del cebador (Bioprime DNA Labelling System, Invitrogen, Carisbad, CA) utilizando dCTPs marcados en Cy3
y Cy5 (Amersham Pharmacia Biotech). La preparacién de la sonda y el bloqueo previo de la muestra se llevo a cabo tal
como se describe (Fiegler ef al., 2003). La hibridacién se llevé a cabo durante 48 horas bajo una cubreobjetos en una
cdmara hiimeda saturada con formamida al 20% y SSC 2x. Se realizaron los lavados tras la hibridacién, y el andlisis
de imégenes y datos segtin condiciones cldsicas. Las intensidades de los puntos se corrigieron para el fondo local. Sélo
se conservaron los puntos con intensidades de sefial de CyS y Cy3 dos veces por encima de las intensidades de sefal
de fondo. Para cada clon, se calcul6 una relacién de intensidad de fluorescencia de Cy5 sobre Cy3. La normalizacién
de los datos se consiguid dividiendo la relacién de intensidad de fluorescencia en cada punto por la media de todas las
relaciones de los autosomas. Se hizo la media de dos valores de los clones duplicados y se calculé un valor log,. Si la
variacién entre las dos relaciones de intensidad era mds grande de 10%), el elemento de dato era eliminado del andlisis.
Las relaciones de Log, entre -0,2 y 0,2 se aceptaron como normales. Las relaciones por debajo o por encima de este
intervalo normal se interpretaron respectivamente como debidas a una delecién o duplicacién hecha. Si la relacion de
log, estaba por encima de 1, entonces el hecho se consideraba multiplicado.

Cultivo celular y transferencia Western

Se incubaron células de médula 6sea en RPMI-1640 suplementado con FCS al 10% durante un periodo de 2 horas
en presencia de diferentes concentraciones de imatinib. Se lisaron las células en tamp6n de muestra 1,5x, se separaron
utilizando SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de PVDF. Se cultivaron lineas celulares de T-ALL en RPMI-
1640 suplementado con FCS al 20%. Para curvas de dosis-respuesta, se crecieron, en placas de 24 pocillos, 3x10°
células/ml, con diferentes concentraciones de imatinib, y el nimero de células viables se determiné al principio y tras
24 y 48 horas de incubacién. El porcentaje de células viables con relacién al control (sin imatinib) se calculé en cada
punto de tiempo para 3 pocillos independientes. Pata la transferencia Western, las lineas celulares se cultivaron en
presencia de diferentes concentraciones de imatinib durante 2 horas, se agruparon y lisaron en tampén de lisis frio
que contiene NaVO, 1 mM, e inhibidores de proteasa. Las proteinas se separaron en geles NuPAGE Tris-Acetato
(Invitrogen) y se transfirieron a membranas de PVDE. Los anticuerpos utilizados fueron: anti-fosfo-AVL, anti-ABL,
anti-fosfo-CRKL y anti-CRKL (Cell Signaling); anti-ratén-PO y anti-conejo-PO (Amersham Pharmacia Biotech). El
anticuerpo Anti-NUP214 dirigido frente la parte C-terminal de NUP214 (Fornerod et al., 1995) fue amablemente
proporcionado por G. Grosveld (St Jude Chidren’s Research Hospital, Memphis).
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PCR

Se realiz6 una rapida multiplicacién de los extremos del cDNA (RACE) tal como se describi6 anteriormente (Cools
et al., 1999). Brevemente, la sintesis de cDNA se llevé a cabo con ABL1-R1 (5’- gcgtgatgtagttgcttg), seguido de PCR
con los cebadores adaptadores (Cools et al., 1995) y los cebadores anidados ABL1, ABL1-R2 (5’-acaccattccccattgt-
gattat) y ABL1-R3 (5’-ccggagcttttcacctttagtta). Los productos de PCR se clonaron y secuenciaron. Se llevé a cabo la
RT-PCR para escrutar la presencia de los transcritos de NUP214-ABL1 utilizando NUP20 (exén 20, 5’-aatccttgec-
caaagtaccag), NUP28 (exdn 28, 5’-tcacaccaacaccgtcttct), NUP29 (exén 29, 5’-agggaggctctgtetttggt), NUP31 (exén
31, 5’-agagggggaggtttcttcagt), combinados respectivamente con ABL1-R2 y ABL1-R3. Se secuenciaron todos los
productos de la PCR.

Transferencia Southern y Northern

Para la transferencia Southern, se digirieron 8 pg de ADN con BamHI, se fraccionaron por tamafio en un gel de
agarosa al 0,7%, y se transfirieron a membranas Hybond-N+ (AP Biotech). La sonda contenia exén 2-8 de ratén Abl1 y
se mezcl6 con una sonda para el gen TCRD en 14q11 (control interno). Las sefiales de hibridacién se cuantificaron por
analisis densitométrico utilizando un Software Phosphor Imager e Imager Quani 3.0 (Molecular dynamics, Sunnyvale,
CA).

Para la transferencia Northern, se fraccionaron 10 ug de ARN total en un gel de agarosa al 1%, y se transfirieron a
membranas Hybond-N+ (AP Biotech). La sonda fue un producto de PCR de ABL1 de 300 pb.

Ejemplo 1
ABLI estd implicado en la leucemia linfobldstica aguda de células T

La traslocacion Philadelphia, que codifica el gen de fusion BCR-ABL1 (BCR-ABL), se encuentra tipicamente
en leucemia mieloide crénica (CML) y en leucemia linfobldstica aguda del precursor de células B (B-ALL), pero
es excepcionalmente rara en T-ALL (Pui et al., 2004; de Klein et al., 1982; de Klein et al., 1986). Para estudiar la
potencial implicacién de los reordenamientos del gen ABL1 en tumores de células T, se escrutaron 90 casos de T-
ALL por hibridacién de fluorescencia (FISH), utilizando sondas BCR y ABL1. No se observaron sefiales de fusién
BCR-ABLI, confirmando la baja frecuencia de este reordenamiento en T-ALL. Sin embargo, se observé una marcada
multiplicacion (> 10 sefiales por nicleo) de ABL1 en 6 de 9 pacientes con T-ALL (figura 1a, tabla 1, tabla 2, pacientes
1-6). Sorprendentemente, las sefiales adicionales de ABL1 eran extracromosOmicas. Anteriormente se ha observado
multiplicacién extracromosémica de oncogenes sobre minicromosomas (dmin) (Hahn, 1993), que son visibles por
citogenética clasica, o en unidades citogenéticamente invisibles, llamadas episomas (Maurer et al., 1987). En nuestros
casos, dmin no eran visibles por bandas G o R, por lo que la multiplicacién de ABL1 ocurrié més probablemente en
episomas.

La cartografia FISH mads detallada de los episomas confirmé que contenian ABL1, LAMC3 y NUP214 (CAN),
3 genes localizados dentro de una region de 500kb en la region 9q34 del cromosoma (figura la, 1c). Las sondas que
contienen los genes ASS, FUBP2 y VAV2 no hibridaron con los episomas (figura la, 1c). Ademads, el extremo 5 de
ABLI no pudo ser detectado en los episomas en 4 de los 6 casos, definiendo el punto de rotura proximal en el primer
intrén de ABL1 y el punto de rotura telomérico entre NUP214 y VAV?2. La hibridacién gendmica comparativa basada
en micro matriz (matriz CGH), utilizando una matriz del cromosoma artificial de Bacteria de 1Mb (BAC) (Fliegler
et al., 2003), confirmé la multiplicacién de ABL1 y LAMC3 en los 4 casos que pudieron ser analizados por este
método (figura 1b, 1c). Las secuencias BAC-57C19 (SABLI1) s6lo fueron amplificadas en el paciente 1, confirmando
los hallazgos de FISH (figura 1b, tabla 1). Las secuencias BAC-5N16 no fueron multiplicadas en ninguno de los 4
pacientes, delimitando asi la regién multiplicada a un tamafio maximo de 1Mb (figura 1b, 1¢). Ademads, la matriz CGH
también mostré delecion de BAC-14912, que contiene el gen de supresion tumoral CDKN2A, en pacientes 2-4, una
observacién que también fue confirmada por FISH (figura 1a, 1b, tabla 1). En los pacientes 1-3, también se confirmé
la multiplicacién de ABL1 por transferencia Southern.

Ejemplo 2
ABLI estd fusionado a NUP214

La presencia de puntos de rotura dentro del intrén 1 del gen ABL1, y la ausencia selectiva del extremo 5° de ABL1
en la multiplicacidn, sugerian que ABL1 podria estar implicado en la generacién de un gen de fusion. Para probar esto,
se llevo a cabo una RACE-PCR sobre los transcritos ABL1 del paciente 4. La secuenciacién de los productos de PCR
revelaron una fusién en fase (“in-frame”) entre el exén 31 de NUP214 y el ex6n 2 del ABL1 (figura 2a, 2d). Estos
resultados son compatibles con un modelo en el que la region gendmica entre ABL1 y NUP214 estaba circularizada,
generando un gen de fusion NUP214-ABL1 (figura 3a). Luego, el nimero de copias del episoma aumenté debido a
una segregacion desigual durante la division celular. En el paciente 3, la formacién del episoma podria haber sido
originada a partir de una delecion, ya que un cromosoma 9 lleva una delecién de una regién ligeramente mayor que
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la regién multiplicada (figura 1a, 1b, tabla 1). Se describieron deleciones similares asociadas con la multiplicacién de
MYC en dmin o episomas (Carroll ef al., 1988).

A continuacion, se llevé a cabo la RT-PCR para detectar los trdnscritos de fusién de NUP214-ABL1 en los 5 pa-
cientes con multiplicaciéon de ABL1 cuyo cDNA estaba disponible. Todos los casos expresaron un transcrito de fusién
NUP214-ABL1 que estaba ausente en casos de T-ALL sin multiplicacién de ABL1 (figura 2a). Para confirmar estos
descubrimientos, se escrutaron por RT-PCR 85 pacientes adicionales con T-ALL. El transcrito de fusion NUP214-
ABLLI se detect6 en 5 pacientes adicionales (pacientes 7-11) (figura 2a). A continuacidn, se analizaron lineas celulares
de T-ALL humanas para la presencia de la fusién. El transcrito NUP214-ABL1 se detecté en 3 de las 22 lineas ce-
lulares T-ALL independientes: ALL-SIL, PEER, y TALL-104, y en BE-13, una sublinea tetraploide de PEER (figura
2b, tabla 3). También se confirmo, por transferencia Northern, la presencia de un tradnscrito aberrante de ABL1 en las
lineas celulares (figura 2c). En conjunto, estos datos indican que aproximadamente el 6% de los pacientes con T-ALL
albergan una fusién criptica de NUP214 a ABLI1.

Se observaron variantes del gen de fusion NUP214-ABL1 entre los casos de T-ALL debido a diferentes puntos de
rotura en NUP214 (en intervalos entre los intrones 23 a 34) (figura 2d). Todos los puntos de rotura en ABL1 ocurrieron
en el intrén 1, con el ex6n 2 de ABL1 presente asi en todas las variantes de fusion. Asi, el uso del exén de ABL1 no
varié y coincidié con el punto de rotura de ABL1 observado en CML y B-ALL Philadelphia positivo. Los ARNm
de fusién de NUP214 ABL1 estdn pronosticados para codificar proteinas de 2210 a 3175 aminodcidos con pesos
moleculares de aproximadamente 239 a 333 kDa (figura 3b).

NUP214 es una proteina que contiene repeticiones FXFG, que es un componente del complejo del poro nuclear,
que media el transporte nucleocitopldsmico (Kraemer et al., 1994). El gen NUP214 estd ampliamente expresado y
estd implicado en la patogénesis de leucemia mieloide aguda asociada a la fusién t(6;9)(p23;q34)/DEK-NUP214 (Von
Lindem et al., 1992). Sin embargo, en la proteina de fusion DEK-NUP214, est4 presente la region C-terminal de
NUP214 (codificada por exones 18-36), mientras que las fusiones predichas NUP213-ABL1 conservan la regiéon N-
terminal de NUP214 (codificada por variantes en el intervalo entre los exones 1-23 a los exones 1-34) que incluyen
los dominios predichos de espiral enrollada de NUP214 que pueden servir como motivos de oligomerizacién (figura
3b).

Ejemplo 3
NUP214-ABLI actia como tirosina quinasa constitutivamente activa

ABLI es una tirosina quinasa citoplasmica expresada de forma ubicua que estd fusionada a BCR en casos de CML
y ALL del precursor de B con t(9;22)(q34;q11) (de Klein et al., 1982; de Klein et al., 1986) y a ETV6 en leucemias con
t(9;12)(q34;p13) (Golub et al., 1996). Semejantes a las proteinas de fusion BCR-ABL1 y ETV6-ABLI, las fusiones
NUP214-ABL1 contienen los dominios SH3, SH2 y quinasa de ABLI1 (figura 3b), sugiriendo que NUP214-ABL1
actda como una tirosina quinasa constitutivamente activada. Esto se evalu6 por anélisis del estado de fosforilacion de la
tirosina de NUP214-ABL1 y CRLK, una diana directa de la quinasa de ABL1 (Oda et al,. 1994). La proteina de fusién
NUP214-ABL1 se detectd en las lineas celulares PEER, BE-13, y ALL-SIL, utilizando anticuerpos dirigidos frente a
ABLI o NUP214 (figura 4a). Ademds, NUP214-ABL1 y CRKL se fosforilaron en las lineas celulares que expresan
NUP214-ABL1, mientras que CRKL no estaba fosforilado en la linea celular NUP214-ABL1 negativa LOUCY (figura
4a). La adicién de imatinib, un inhibidor selectivo de la actividad quinasa de ABL1 (Capdeville et al., 2002), hizo
decrecer la fosforilaciéon de NUP214-ABL1 y CRKL (figura 4a) e inhibid la proliferaciéon de ALL-SIL (figura 4c).
También se inhibi6 la fosforilacién de CRKL por imatinib en células primarias de médula 6sea del paciente 4 (figura
4d). Estos resultados indican que NUP214-ABLI1 es una tirosina quinasa constitutivamente activada que activa rutas
similares tal como BCR-ABLI, y es sensible a la inhibicién con imatinib.

Mientras que las tirosinas quinasas constitutivamente activadas son suficientes para inducir la enfermedad mie-
loproliferativa, éstas requieren del efecto cooperativo de otras mutaciones para inducir la leucemia aguda (Kelly y
Gilliand, 2002). De acuerdo con esto, se identificaron mutaciones adicionales en las células que expresaban la fu-
sion NUP214-ABL1. Se detectd la delecion de los genes de supresion tumoral CDKN2A/B (p16/p15) en 7 de 8
casos evaluados, y se observo la delecidn de 12p, una regién que puede albergar un gen supresor de tumores (Hoo-
maert et al., 2003) en el paciente sin delecion CDKN2A/B. El escrutinio molecular para los oncogenes conocidos
de T-ALL revel6 la sobre expresion mutuamente excluyente de TLX1 (HOX11) y TLX3 (HOX11L2), respectiva-
mente, en los pacientes 4 y 5 (Tabla 2). Se observaron descubrimientos similares en las lineas celulares T-ALL,
donde se describi6 la expresion de TLX1 y NKX2-5 para ALL-SIL y PEER, respectivamente (tabla 3) (Angel et
al., 2003). Estos datos proporcionan soporte genético para una patogénesis en multi etapa de T-ALL: delecién de un
gen supresor de tumores (CDKN2A/B o un supresor de tumores del cromosoma putativo 12p), expresion desregulada
de un factor de transcripcién (HOX11, HOX11L2), y expresién de una tirosina quinasa constitutivamente activada
(NUP214-ABL1).

Los resultados identifican la fusién episomal de NUP214 a ABL1 como un mecanismo nuevo para la generacién
de un gen de fusion. Este reordenamiento genético se encripta por citogenética convencional (figura 5), pero se detecta
facilmente por FISH utilizando una sonda ABL1 disponible comercialmente. Es mas, Barber et al. describieron recien-
temente multiplicacién de ABL1 en un subconjunto de pacientes con T-ALL, aunque las consecuencias moleculares y
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fisiolégicas de una multiplicacion no fueron claras (Barber et al., 2004). FISH con las sondas ABLI es caracteristico,
y parece ser patognomonico para la presencia de la fusion NUP214-ABL1 en T-ALL. La hibridacién ABL1 en 9q34
se observé como se esperaba, y en miiltiples lugares extra cromosémicos en metafases, asi como multiples sefiales en
la mayoria de las células en interfase. Este estudio también demuestra el poder de la matriz CGH de alta resolucién
para la deteccién de desequilibrios genéticos adquiridos en células cancerosas. Se muestra que ademas de deleciones
cripticas (Cools et al., 2003) también las multiplicaciones cripticas pueden generar nuevos genes de fusién, que su-
gieren que los escrutinios amplios de genoma para deleciones y amplificaciones en un amplio espectro de tumores
hematolégicos y tumores s6lidos pueden revelar mas de estas aberraciones.

Serd interesante investigar si esta fusién también ocurre en T-ALL como resultado de t(9;9)(q43;q34), o en otros
tumores hematoldgicos, en ALL de precursor de B y enfermedades mieloproliferativas BCR-ABL1 negativas. Los
datos de supervivencia de nuestros 11 pacientes indican un curso bastante agresivo de la enfermedad en los 4 adultos
(2 recaidas tempranas y 2 muertes toxicas) (tabla 2). El descubrimiento de que NUP214-ABL1 es sensible al inhibidor
de tirosina quinasa imatinib sugiere nuevos enfoques terapéuticos para mejorar el resultado y la morbilidad potencial-
mente disminuida relacionada con el tratamiento en el subconjunto de casos de T-ALL que expresan el gen de fusién
NUP214-ABL1.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 3
Linea celular NUP214-ABL1) TLX1 TLX3 NKX2-5
1 ALL-SIL + + - -
2 BE-13* + - - +
3 CCRF-CEM - - - +
4 DND-41 - n.d. n.d. n.d.
5 DU-528 - - - -
6 HPB-ALL - - + -
7 HSB-2 - - - -
8 JURKAT - - - -
9 KARPAS-45 - - - -
10 KE-37 - - - -
11 KOPT-6 - n.d. nd. n.d.
12 LOUCY - - - -
13 MHH-TALL1 - - - -
14 MHH-TALL2 - - - -
15 MOLT-3 - n.d. n.d. n.d.
16 MOLT-4 - - - -
17 | MoLT-138 - - - -
18 MOLT-14§ - n.d. n.d. n.d.
19 | wmoLT-16¥# - - - -
20 MOLT-17# - n.d. n.d. n.d.
21 P12-ICHIKAWA - - - -
22 PEER* + + - +
23 RPMI-8402 - - - -
24 SUP-T1 - - - -
25 SUP-T11 - n.d. n.d. n.d.
26 TALL-104 + - - -

Lista de las 26 lineas celulares escrutadas por RT-PCR para la presencia de la fusién NUP214-ABL1. Esta colec-
cion contiene 22 lineas celulares T independientes, y 4 lineas celulares hermanas (indicadas por * § #). Los datos de
expresion en TLX1, TLX3, y NKX2-5 se describieron en Nagel et al. (2003).
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REIVINDICACIONES
1. Un gen de fusién que:
- estd situado sobre una estructura episomal en células de pacientes con leucemia,
- comprende partes de los oncogenes ABL1 y NUP214, y

- codifica una tirosina quinasa constitutivamente fosforilada que es sensible a inhibicién con imatinib, donde dichas
partes se deben a puntos de rotura en intrones 23 a 34 de NUP214 e intr6n 1 de ABL1.

2. Un gen de fusién segun la reivindicacién 1, donde dichos pacientes con leucemia tienen leucemia linfobldstica
aguda de células T (T-ALL), leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL), leucemia linfoblastica del precursor
de células B (LL del precursor de B) o una enfermedad mieloproliferativa BCR-ABLI negativa.

3. Un método in vitro para detectar un gen de fusién segin las reivindicaciones 1-2 que comprende:

a. obtener células, y

b. determinar la presencia de dicho gen de fusion en dichas células.

4. Un método in vitro segtin la reivindicacion 3 donde dicha determinacién de la presencia de dicho gen de fusién
en dichas células implica andlisis de Hibridacién Fluorescente In Situ (FISH), Hibridacion Gendmica Comparativa en
micromatriz (CGH) o una Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR).

5. Un método in vitro para determinar el tipo de leucemia seleccionada del grupo que consiste en leucemia linfo-
blastica aguda de células T (T-ALL), leucemia linfoblastica aguda de células B (B-ALL), leucemia linfoblastica del
precursor de células (LL del precursor de B) o enfermedad mieloproliferativa BCR-ABL1 negativa que comprende las

etapas del método segtin la reivindicacion 3.

6. Uso de imatinib o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo para la preparacién de un medicamento para
tratar leucemia, caracterizado por la presencia de un gen de fusién segun la reivindicacion 1.

7. Uso segtn la reivindicacién 6, donde dicha leucemia es leucemia linfoblastica aguda de células T (T-ALL).

12
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Fig. 2:

B
NUP214-ABL1
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NUP214-ABL 1—pm
ABLIZE

NUP215-ABL1

A8L1

d

paciente 2 NUP214 {exon 23) ABL1 (exon 2)
aggcggcagatggecagt caggeascagARGCCCTTCAGCGGTCAGTAGCATCTGAC
R R @ M A S @ A P E A L Q R P V & 8 D

paciente 10 NUP214 (exon 29§ ABL1 (exon 2}
tctgggttcagcttttgeccaaacttcaghAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGAC

S G F S F €C G &2 5 E A L 0 R P V A § D

pacientes 1,4, 6, HUP214 (exon 31) ABL1 (exon 2
7.9,11 gggggctttggatccacagotace teaaAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTRAC
S 6 F 6 &8 T & TJS8UFKAaAaU1lQRUPVY RS D

paciente 3. NUP214 [excn 32) ABL1 (exon 2)
ALL-STIL, TALL-104 ¢ rrqgattttectetccaaacaaaacagAAGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGRC
F G F 8 S P N KT EA ALUG QT RTZPUV A 5 D

paciente 8. NUP214 {exon 34} ABL1(exon 2)

PEER, BE-13 ttctctggttttggatcaggeacaggagrRGCCCTTCAGCGGCCAGTAGCATCTGAC
F S G F G S GTGEAULOQHRUPUV A S D
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<110> VIB vzw
K.U. LEUVEN R&D

<120> GEN DE FUSION EPISOMAL
<130> PMA/NUP/V185

<150> EP04102584.2
<151> 2004-06-08

<160> 17
<170> PatentIn version 3.1

<210> 1

<211>18

<212> DNA

<213> secuencia artificial

<220>
<223> cebador ABL1-R1

<400> 1
gcgtgatgta gttgcettg
<210>2
<211>23
<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador ABL1-R2

<400> 2

acaccattcc ccattgtgat tat
<210>3
<211>23

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> cebador ABL1-R3

<400> 3

ccggagcttt tcacctttag tta
<210> 4
<211> 21

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> NUP20

<400> 4

aatccttgce caaagtacca g
<210> 5
<211>20

<212> DNA
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> NUP28

<400> 5
tcacaccaac accgtcttct

<210> 6

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> NUP29

<400> 6
agggaggctc tgtctttggt

<210>7

<211>21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> NUP31

<400> 7

agagggggag gtttcttcag t
<210> 8
<211> 57
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica misceldnea

ES 2318493 T3

20

20

21

<223> Tréanscrito de fusion NUP214-ABL1 - paciente 2

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(57)
<223>
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ES 2318493 T3

<400> 8
agg cgg cag atg gcc agt cag gca cca gaa gcc ctt cag cgg cca gta 48
Arg Arg Gln Met Ala Ser Gln Ala Pro Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val
1 S 10 1s
gca tct gac 57

Ala Ser Asp

<210>9

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea

<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABLI1 - paciente 2

<400> 9

Arg Arg Gln Met Ala Ser Gln Ala Pro Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val
1 5 10 15

Ala Ser Asp

<210> 10

<211> 57

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea
<223> Transcrito de fusion NUP214-ABLI1 - paciente 10
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(57)

<223>

<400> 10

tct ggg ttc agc ttt tge caa gct tca gaa gec ctt cag cgg cca gta 48
Ser Gly Phe Ser Phe Cys Gln Ala Ser Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val
1 5 10 15

gca tct gac $7
Ala Ser Asp

<210> 11

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea

<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABL1 - paciente 10
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<400> 11

Ser Gly Phe Ser Phe Cys Gln Ala Ser Glu Ala Leu Gln Axg Pro Val

Ala Ser Asp

<210> 12

<211> 57

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea
<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABLI1 - paciente 1,4, 6,7,9, 11
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(57)

<223>

<400> 12

ggg ggc ttt gga tcc aca gct acc tca aaa gcc ctt cag cgg cca gta 48
Gly Gly Phe Gly Ser Thr Ala Thr Ser Lys Ala Leu Gln Arg Pro Val
1 5 10 15

gca tct gac 57
Ala Ser Asp

<210> 13

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea

<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABLI1 - paciente 1,4, 6,7, 9, 11

<400> 13

Gly Gly Phe Gly Ser Thr Ala Thr Ser Lys Ala Leu Gln Arg Pro Val
1 S 10 15

Ala Ser Asp

<210> 14

<211> 57

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea

<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABLI - paciente 3
<220>

<221> CDS
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<222> (1)..(57)
<223>

<400> 14

ttt ggg ttt tcc tct cca aac aaa aca gaa gcc ctt cag cgg cca gta
Phe Gly Phe Ser Ser Pro Asn Lys Thr Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val

1 5

gca tct gac
Ala Ser Asp

<210> 15

<211> 19

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea

<223> Trénscrito de fusion NUP214-ABL1 - paciente 3

<400> 15

10

15

48

57

Phe Gly Phe Ser Ser Pro Asn Lys Thr Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val

1 5

Ala Ser Asp

<210> 16

<211> 57

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> Caracteristica misceldnea
<223> Tréanscrito de fusion NUP214-ABL1 - paciente 8
<220>

<221> CDS

<222> (1) .. (57)

<223>

<400> 16

15

ttc tct ggt ttt gga tca ggc aca gga gaa gcc ctt cag cgg cca gta
Phe Ser Gly Phe Gly Ser Gly Thr Gly Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val

1 5

gca tct gac
Ala Ser Asp
<210> 17
<211>19
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> Caracteristica miscelanea
<223> Tréanscrito de fusion NUP214-ABL1 - paciente 8

10

.15

48

57
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<400> 17

Phe Ser Gly Phe Gly Ser Gly Thr Gly Glu Ala Leu Gln Arg Pro Val

1

Ala Ser Asp

S

ES 2318493 T3
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