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DESCRIPCION
Método y sondas para la deteccién de una proteina de fusion especifica de un tumor.

Esta invencién se refiere a la deteccion de, entre otras, proteinas de fusidn especificas de un tumor. Mas
especificamente, la invencion se refiere a técnicas que indican la presencia de translocaciones cromosomicas
detectando la presencia de una proteina de fusién a nivel de una sola célula. En el diagnéstico de diversos tipos de
cancer, tales como leucemias, linfomas y tumores sélidos, las aberraciones cromosémicas se usan frecuentemente
para la clasificacion en subgrupos relevantes desde el punto de vista del pronésticol. Muchas de estas aberraciones
cromosoémicas dan como resultado genes de fusion, es decir, genes acoplados aberrantemente acoplados via la
parte en direccion de un gen a la parte en direccion del otro gen, o viceversa. Los genes de fusion se pueden
transcribir en transcritos de genes de fusion, y se pueden traducir en proteinas de fusion. Generalmente, las
proteinas de fusion desempefian un papel importante en el proceso oncogenético. Hasta ahora, se ha descrito méas
de un centenar de diferentes genes de fusién y proteinas de fusién en diversos tipos de cancer®®.

El término “cancer” comprende un grupo heterogéneo de neoplasmas, en el que cada tipo tiene sus propias
caracteristicas cuando se considera su potencial neoplésico y su respuesta a terapia. No es necesario decir que el
diagnostico y clasificacién exactos de los diversos tipos de cancer es preeminente a la hora de ayudar a seleccionar
la terapia mas eficaz. Ademas, es esencial un método de diagndstico que permita la deteccidon de pequefios
nameros de células neoplasicas en un gran escenario de células normales durante terapia, para evaluar la eficacia
del tratamiento y para anticipar una recaida inminente.

Las translocaciones cromosémicas se pueden detectar mediante un amplio conjunto de técnicas, la mayoria de las
cuales implican tecnologia biomolecular moderna. Las técnicas citogenéticas incluyen técnicas de bandeo
cromosémico convencionales (cariotipado) e hibridacion in situ fluorescente (FISH) que usa sondas marcadas
fluorescentemente. Para detectar fusiones de puntos de ruptura cromosémica, como se puede encontrar en
translocaciones, inversiones y supresiones cromosomicas, se pueden usar estrategias a base de la reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), usando cebadores localizados en cada lado del punto de ruptura. La amplificacién
de ADN sdélo se puede usar para aberraciones cromosémicas en las que los puntos de ruptura se agrupan en un
area pequefia. En la mayoria de los casos, los puntos de ruptura se extienden sobre grandes regiones intronicas,
pero varias translocaciones, inversiones y supresiones dan lugar a genes de fusidon y a transcritos de fusion
adecuados para la amplificacion mediante PCR después de una etapa de transcripcion inversa (RT-PCR).

Las técnicas mas usadas habitualmente dirigidas a detectar aberraciones cromosdmicas especificas implican el
andlisis a nivel cromosémico o de &cidos nucleicos (ADN o ARN). Una ventaja de tales marcadores de fusion
genética es su implicacion directa en la oncogénesis. En consecuencia, su presencia es constante a lo largo de toda
la evolucion de la enfermedad. Sin embargo, un inconveniente principal de los marcadores de fusion se refiere al
hecho de que no se pueden excluir variaciones en el nivel de la transcripcién génica y/o traducciéon génica durante
una enfermedad, y particularmente durante la terapia. De este modo, variaciones en la expresién de un transcrito de
un gen de fusién o en la expresiéon de una proteina de fusién hacen dificil correlacionar el nivel de deteccion del
marcador con la cantidad de células neoplasicas. Esto implica que la deteccion de un producto génico de fusion se
lleva a cabo preferiblemente a nivel proteico en células individuales.

Una proteina de fusion comprende partes de al menos dos proteinas que corresponden a y que se transcribieron
originalmente por y se tradujeron a partir de los genes separados originalmente. Las proteinas de fusion se
caracterizan de forma Unica por un punto de fusion, en el que se encuentran las dos proteinas. Los puntos de fusion
estan a menudo expuestos antigénicamente, comprendiendo distintos epitopos que algunas veces se pueden
detectar inmunoldgicamente.

Inicialmente, se hicieron intentos para crear anticuerpos especificos contra proteinas de fusion generando
anticuerpos frente a un péptido que corresponde a la regién de unién de una proteina de fusién. Este enfoque ha
tenido raramente éxito, principalmente debido al hecho de que es dificil encontrar reactivos inmunoldgicos que sean
exclusivamente reactivos con una proteina de fusién y no con las proteinas sin fusionar que normalmente se
producen en una célula. Si se obtenian anticuerpos especificos de la fusion, generalmente no eran aplicables a
microscopia de fluorescencia o citometria de ﬂujoe'g. Por ejemplo, el anticuerpo ERP-FP1 frente a la proteina de
fusion BCR-ABL funciona bien en procedimientos de transferencia Western, pero no tiene éxito en estudios
microscopicos sobre leucemias positivas a BCR-ABL humanas®’. Ademas, considerando la gran variacion dentro de
reordenamientos individuales observados en translocaciones cromosémicas, y dependiendo de la localizacién del
punto de ruptura en el gen no aberrante, en el que (incluso cuando se producen las translocaciones dentro de los
mismos dos genes) se pueden generar diferentes proteinas de fusion, se considera probable que, dentro de cada
caso separado de proteinas de fusion, surjan nuevos puntos de fusion. La deteccion de proteinas de fusién mediante
deteccién inmunolégica especifica del epitopo del punto de fusién de la proteina de fusion nunca ha sido por lo tanto
ampliamente aplicable.
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Un método alternativo para la deteccién especifica de proteinas de fusion implica la aplicacion de un denominado
anticuerpo de captura, que reconoce una parte de una proteina de fusién, y un anticuerpo de deteccién marcado,
que reconoce otra parte de una proteina de fusion. En tal sistema, un anticuerpo de captura se une a una capa de
soporte sélido, tal como una placa de ELISA o una tira reactiva para inmersion. El anticuerpo de captura también se
puede inmovilizar sobre perlas que se pueden analizar mediante citometria de qujog. Tras la incubacion de un
anticuerpo de captura con un lisado celular que se sospecha que contiene la proteina de fusion, se detecta la
proteina de fusién unida mediante un anticuerpo de deteccion marcado. Aunque elegante y facil de llevar a cabo, el
sistema de anticuerpo de captura/de deteccién no se puede aplicar de forma préactica para detectar una proteina de
fusion intracelular sin destruir la integridad celular. La mayoria de las proteinas de fusion especificas de tumores
estan localizadas intracelularmente, por ejemplo factores de transcripcion nucleares, 0 moléculas de sefializacion
que residen en el citoplasma o que van y vienen entre el citoplasma y el nucleo. De este modo, un sistema de
anticuerpo de captura/de deteccion no permite la deteccién de una proteina de fusion intracelular a nivel de una sola
célula.

La colocalizacion de dos anticuerpos marcados diferentemente frente a dos partes diferentes de una proteina de
fusion podria en teoria demostrar la presencia de una proteina de fusién en una sola célula. Sin embargo, la prueba
completa de la colocalizaciéon requiere el analisis mediante microscopia confocal de barrido por laser (CLSM).
Incluso entonces generalmente no es sencillo evaluar la colocalizacién de dos anticuerpos, debido a que las
proteinas normales reconocidas, que derivan de los genes normales en los cromosomas no afectados, pueden
provocar una tincién de fondo que interfiere con la deteccion de la proteina de fusion. Ademas, la CLSM tiene la gran
desventaja de que requiere un laboratorio especializado y bien equipado, y un personal entrenado y muy cualificado.
Tal técnica altamente especializada y que consume tiempo no es deseable para procedimientos de diagnostico
rutinarios, por ejemplo en un marco clinico.

Todo lo anterior indica que existe una necesidad especifica de un método mejorado para detectar una proteina de
fusion, que se puede usar preferiblemente en un laboratorio clinico. Particularmente desafiante es la deteccion de
una proteina de fusion intracelular a nivel de una sola célula.

La invencion proporciona la idea de que se puede usar la tecnologia de transferencia de energia por resonancia de
fluorescencia (FRET) para detectar la presencia de una proteina de fusion. La invencién proporciona un conjunto de
sondas, un kit de diagnostico y un método para detectar la presencia de una proteina de fusién como se describe en
las reivindicaciones anejas. La invencion proporciona un método in vitro para detectar la presencia de una proteina
de fusién en una célula usando un conjunto de al menos una primera y una segunda sonda molecular, siendo cada
sonda capaz de reconocer un sitio de unién situado en lados opuestos de la region de fusion de dicha proteina de
fusion, cada sonda esta provista ademas de un colorante en el que dichos colorantes juntos permiten la
transferencia de energia, cada sonda estd provista de un grupo reactivo que permite modular la organizacién
espacial de dichas sondas tras la unién a la molécula de interés, provocando que dichos colorantes estén a una
distancia de 100 Angstrom entre si de forma que hay una probabilidad aumentada de transferencia de energia entre
dichos colorantes, en el que un grupo reactivo de dicha primera sonda no esta implicado en la unién a la molécula
de interés y no es directamente reactivo con dicha segunda sonda y requiere una sustancia formadora de puentes
capaz de unir a través de un puente al menos dos grupos reactivos para mediar la energia de transferencia entre los
colorantes en dichas sondas, comprendiendo el método proporcionar un conjunto de sondas, proporcionar una
muestra que comprende una célula, poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en condiciones que
permitan yuxtaponer dichas sondas sobre dicha proteina de fusion, poner en contacto dichas sondas con una
sustancia formadora de puentes capaz de enlazar al menos un grupo reactivo de dicha primera sonda a dicha
segunda sonda, y detectar la yuxtaposicion de dichas sondas via FRET, para determinar la presencia de dicha
proteina de fusién. También se proporciona un conjunto de al menos una primera y una segunda sonda molecular,
siendo capaz cada sonda de unirse especificamente a una molécula de interés, y estando cada sonda provista de un
colorante en el que dichos colorantes juntos permiten la transferencia de energia; en el que cada sonda esta provista
de un grupo reactivo para modular la organizacion espacial de dichas sondas tras la unién a la molécula de interés,
haciendo que dichos colorantes estén a una distancia de 100 Angstrom entre si de forma que hay una probabilidad
aumentada de transferencia de energia entre dichos colorantes, y en el que dicho grupo reactivo no esta implicado
en la union a la molécula de interés, y en el que un grupo reactivo de dicha primera sonda no es directamente
reactivo con dicha segunda sonda y requiere una sustancia formadora de puentes capaz de unir a través de un
puente al menos dos grupos reactivos para mediar la energia de transferencia entre los colorantes en dichas
sondas.

Segun la invencion, una sonda molecular es capaz de unirse especificamente a una molécula biologica de interés
via su denominado dominio de unién. Tras la unién de al menos una primera y una segunda sonda a una molécula
de interés via el dominio de union, se puede usar un grupo reactivo para modular la yuxtaposicién. Un grupo reactivo
no tiene tendencia a competir con el dominio de unién por la unién a una molécula de interés. Aqui, un conjunto de
sondas de la invencién se distingue de conjuntos conocidos de sondas de anticuerpos que se agrupan o yuxtaponen
mediante la mera unién a una molécula o complejo antigénico. Un grupo reactivo preferiblemente sigue estando
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disponible para modular la organizacion espacial de sondas yuxtapuestas después de que la sonda se una a una
molécula de interés. Dicha molécula de interés es una proteina, preferiblemente una proteina de fusion, mas
preferiblemente una proteina de fusion oncogénica. La invencién proporciona un conjunto de una primera y una
segunda sonda molecular en la que cada sonda es capaz de reconocer y unirse a un sitio de unién (epitopo) situado
en lados opuestos de la region de fusion de dicha proteina de fusion. Por supuesto, cuando se usa un conjunto de
sondas en el que cada sonda se une a un epitopo diferente de una molécula de interés (por ejemplo epitopos en el
lado C- y N-terminal de la regiéon de fusion de una proteina de fusion), dichos diferentes epitopos no deberian de
interaccionar entre si de ninguna manera inter- o intramolecular, debido a que esto interferiria obviamente con la
union a la sonda. Por lo tanto, diferentes sondas dentro de un conjunto de sondas son capaces de unirse a
diferentes epitopos, que esencialmente no interaccionan. Esto es diferente de la situacién descrita en el documento
WO 01/75453, que se refiere a métodos para detectar una entidad en virtud de dos sondas (informadores), en los
gue las dos sondas se pueden unir al mismo sitio diana en la entidad, bien sustancialmente de forma simultanea o
bien secuencialmente, o a diferentes sitios diana. Los informadores/sondas del documento WO 01/75453 se pueden
usar para detectar una proteina de fusién quimérica. Se menciona que un informador se une preferiblemente a un
dominio SH2, y el otro informador se une a un sitio de uniéon a SH2, es decir, los informadores del documento WO
01/75453 se unen preferiblemente a epitopos que interaccionan. Tales sondas y métodos de deteccion son
claramente distintos de la presente invencién debido a que un método a base de FRET como se proporciona aqui
simplemente no funcionaria cuando se usa un conjunto de sondas en el que diferentes sondas se dirigen frente a
epitopos idénticos o que interaccionan. Ademas, ninguna de las sondas del documento WO 01/75453 esta provista
de un grupo reactivo que permite la yuxtaposicion de las sondas. El documento WO 02088733 describe anticuerpos
gue se unen a epitopos en una molécula de interés. Cada uno de estos constructos comprende un fluorocromo que
permite FRET cuando estan proximos, asi como cremalleras de leucina.

La presente invencién proporciona un kit de diagnéstico que comprende un conjunto de sondas como se describe en
las reivindicaciones anejas y un método para usar un conjunto de sondas para detectar la presencia de una proteina
de fusibn como se describe en las reivindicaciones anejas. El método se puede usar en el diagndstico y/o
clasificacion de una enfermedad, asi como antes, durante y después del tratamiento de una enfermedad, para
evaluar la eficacia de dicho tratamiento.

También se describe un método para producir un conjunto de sondas segun la invencién, que comprende poner en
contacto cada sonda con un colorante para formar un conjugado entre dicha sonda y dicho colorante, y purificar
dicho conjugado, que comprende ademas poner en contacto cada sonda con un grupo reactivo o un derivado del
mismo para formar un conjugado entre dicha sonda y dicho grupo reactivo, y purificar dicho conjugado.

La transferencia de energia por resonancia de fluorescencia (FRET) es una interaccion dependiente de la distancia
entre los estados excitados electrénicos de dos moléculas colorantes, en la que una molécula “donante”, tras la
excitacion mediante una fuente de luz, transfiere su energia a una molécula “aceptora”. En general, los colorantes
donantes y aceptores son diferentes, en cuyo caso FRET se puede detectar por la aparicién de fluorescencia
sensibilizada del aceptor, o mediante extincion de la fluorescencia del donante. Cuando los colorantes donantes y
aceptores son los mismos, FRET se puede detectar mediante la despolarizacién de la fluorescencia resultante. La
transferencia de energia se produce cuando el espectro de emisién del aceptor se solapa significativamente. Para
lograr la transferencia de energia por resonancia, el donante debe absorber luz y transferirla a través de la
resonancia de electrones excitados al receptorlo'ls. FRET se basa habitualmente en la interaccién entre colorantes
donantes y aceptores que son ambos fluorescentes. Sin embargo, también se pueden usar colorantes aceptores no
fluorescentes. Los colorantes aceptores no fluorescentes pueden ser ventajosos debido a que eliminan la
fluorescencia de fondo que resulta de la excitacion directa (es decir, no sensibilizado) del aceptor. En la presente
invencion, es posible monitorizar sondas yuxtapuestas en una proteina de fusidon usando un colorante donante
fluorescente y un colorante aceptor no fluorescente. La unién especifica de un conjunto de sondas a las proteinas
nativas, por ejemplo proteinas A y B, dar4 una sefial de fluorescencia basal. Con la cercana yuxtaposicion de un
conjunto de sondas en una proteina de fusién A-B, FRET entre las sondas extinguira la fluorescencia del donante.
En lugar de mediar un incremento en la fluorescencia del aceptor, el uso de un aceptor no fluorescente implica medir
una disminucién en la fluorescencia del donante. Hablando de forma general, la deteccion de una sefial disminuida
es menos sensible en comparacion con la deteccién de una sefial incrementada. Por lo tanto, un método segun la
invencion se practica preferiblemente usando un donante fluorescente y un colorante aceptor fluorescente.

Para que tenga lugar la transferencia de energia, la longitud de onda de emision de la fluorescencia del donante
debe de ser menor que la longitud de onda de excitacion del aceptor; esto es, el proceso debe de ser
energéticamente “cuesta abajo”. La yuxtaposicién suficientemente cercana de los dos colorantes, generalmente mas
cercana que 100 Angstrom, pero preferiblemente mas cercana que 50 Angstrom, es esencial para la transferencia
de energia entre el par donante/aceptor. Un Angstrom, una unidad métrica de longitud, es igual a 0,1 nanometros o
10 metros. La eficiencia de la transferencia de energia de FRET es inversamente proporcional a la sexta potencia
de la distancia entre el donante y el aceptor. Se proporciona la idea de que, debido a su elevada sensibilidad a la
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distancia, FRET es especialmente adecuada para detectar la yuxtaposicion de dos sondas conjugadas con
colorantes diferentes en una proteina de fusion.

En una realizacién preferida de la invencion, un conjunto de sondas comprende un conjunto de al menos dos
anticuerpos conjugados con colorantes, siendo capaz cada anticuerpo de reconocer un sitio de union situado en
lados opuestos de la region de fusidn de una proteina de fusion. Un anticuerpo adecuado comprende un anticuerpo
convencional (poli- o monoclonal) o sintético, o un fragmento de union funcionalmente equivalente al mismo, tal
como un fragmento FAb’, Fab, Fv monocatenario, un dianticuerpo (un dimero de Fv monocatenario), y similares. Por
ejemplo, una proteina de fusién quimérica A-B se puede detectar via FRET usando un conjunto de sondas
conjugadas a colorantes, por ejemplo un anticuerpo anti-A y un anticuerpo anti-B. En una realizacion preferida, una
muestra se pone en contacto con dos anticuerpos, uno frente al dominio A y el otro frente a un dominio B de una
proteina de fusion, para detectar la presencia de una proteina de fusion A-B en una muestra celular. Un anticuerpo
esta marcado con un colorante donante de FRET, y otro con un colorante aceptor de FRET. Sélo cuando el dominio
A esta en estrecha proximidad al dominio B, por ejemplo cuando ambos son parte de la misma molécula proteica,
los dos anticuerpos se aproximan suficientemente entre si (“yustaponen”), lo que permite que el par donante/aceptor
induzca una sefial de fluorescencia FRET detectable.

La reactividad simultdnea de mas de un anticuerpo diferente con la misma molécula proteica necesita el
reconocimiento de dos sitios de unién o epitopos diferentes que estan suficientemente separados a fin de prevenir el
impedimento estérico de los anticuerpos. Por ejemplo, la aplicacion simultdnea de un anticuerpo frente a los
dominios variables (V) y un anticuerpo frente a los dominios constantes (C) de las moléculas del receptor de células
T (TCR) sobre la superficie celular de un linfocito T no da resultados fiables y reproducibles. Sin embargo, la
aplicacion simultdnea de anticuerpos frente al dominio V y un anticuerpo frente a la molécula CD3, que esta
estrechamente asociada con la molécula de TCR, produjo excelentes resultados de tincién tanto en citometria de
flujo como en microscopia“. Estos datos sugieren que la distancia entre dos epitopos en la misma proteina deberia
de ser preferiblemente méas de aproximadamente 80 Angstrom para que sean reconocidos simultaneamente.

La colocalizacién de dos anticuerpos conjugados a colorantes frente a diferentes partes de la misma proteina de
fusién no es algunas veces suficiente para la transferencia de energia de FRET requerida. Un anticuerpo completo
es una molécula proteica con forma de Y grande, de un tamafio de ~150 kDa, formada por 2 cadenas pesadas y 2
cadenas ligeras. Debido a la longitud de una molécula de anticuerpo (300 a 400 Angstrom) vy la flexibilidad de la
region bisagra, las moléculas de anticuerpo yuxtapuestas pueden unir mediante un puente una distancia
relativamente grandels. Mientras que las sondas de FRET cercanamente yuxtapuestas son en general insuficientes
para obtener una sefial de FRET, puede ser ventajoso estabilizar y/o potenciar la yuxtaposicion de dos sondas a fin
de incrementar la eficiencia de FRET. Por ejemplo, el tamafio de una sonda o de un colorante puede interferir con el
analisis de FRET via efectos estéricos negativos. También, la flexibilidad de un anticuerpo puede disminuir la
probabilidad de la aparicién de FRET entre un par de colorantes de FRET que estan conjugados con sondas de
anticuerpos. Cuando se prepara un conjugado de colorante, como una sonda fluorescente, en general no es posible
controlar el sitio de conjugacion. Por ejemplo, en el caso de la conjugacion de un anticuerpo, un resto de colorante
se puede unir a diferentes partes de la molécula de anticuerpo. Dependiendo del sitio de la conjugacién con el
colorante, la orientacion espacial de los colorantes en las sondas puede ser favorable o desfavorable para la
eficiencia de la transferencia de energia de FRET, es decir, los colorantes unidos a sondas no necesitan estar
necesariamente dentro de la distancia de transferencia de energia entre si.

Sorprendentemente, la invencidn proporciona la idea de que la yuxtaposicion de un conjunto de sondas se puede
modular a fin de incrementar la probabilidad de la transferencia de energia de FRET entre un par de colorantes,
proporcionando al menos una sonda con un grupo reactivo. La invencién proporciona un conjunto de al menos una
primera y una segunda sonda molecular como se describe en las reivindicaciones anejas, estando cada sonda
provista de un colorante, en el que dichos colorantes permiten juntos la transferencia de energia; comprendiendo
cada sonda un grupo reactivo que permite yuxtaponer dicha al menos primera y segunda sonda, en el que dicho
grupo reactivo permite modular la yuxtaposicion de dichas sondas de tal forma que hay una probabilidad
incrementada de transferencia de energia entre dichos colorantes. El uso de tal conjunto de sondas permite detectar
sondas yuxtapuestas con una sensibilidad mejorada en comparacién con el uso de sondas que no comprenden
ningdn grupo reactivo.

En el presente contexto, la expresion “grupo reactivo” se refiere a un resto que permite modular la organizacion
espacial de colorantes de FRET por medio de una sustancia formadora de puentes capaz de unir mediante un
puente al menos dos grupos reactivos de forma que hay un incremento en la probabilidad de que se produzca la
transferencia de energia y/o un incremento en la eficiencia de la transferencia de energia. La organizacion espacial
se refiere tanto a la distancia entre los colorantes asi como también a su orientacion relativa. Modular la
organizacion espacial incluye ajustar y estabilizar la organizacion espacial de los colorantes. Una de las condiciones
principales para que se produzca la transferencia de energia es que las moléculas donante y aceptora deben de
estar en estrecha proximidad, tipicamente 10-100 A. Segun la invencién, un grupo reactivo permite yuxtaponer
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dichos colorantes en una distancia de 100 A entre si, preferiblemente en 50 A entre si, pero mas preferiblemente en
una distancia de 20 A entre si. Por lo tanto, se prefiere que un grupo reactivo sea pequefio, por ejemplo mas
pequefio que 10 kiloDalton (kD), mejor mas pequefio que 5 kDa, incluso mejor mas pequefio que 2 kDa, o lo mejor
mas pequefio que 1 kDa. Por ejemplo, un grupo reactivo es biotina.

Seguln la invencién, un grupo reactivo de una primera sonda no es directa o inmediatamente reactivo con una
segunda sonda, a fin de evitar la auto-asociacion de dichas sondas. Esto es ventajoso para un reconocimiento
optimo de una proteina de fusion por cada sonda, y para yuxtaponer dichas sondas en dicha proteina de fusién.
Ademas, evita que se produzca inoportunamente la transferencia de energia entre sondas directamente conectadas
o0 multimerizadas, y disminuye una sefial de fondo no especifica. Esto es importante para asegurarse de que una
sefial de transferencia de energia refleja verdaderamente sondas yuxtapuestas.

La invencion proporciona la idea de que, si un grupo reactivo de una primera sonda no es reactivo con al menos una
segunda sonda a fin de evitar la auto-asociacién de dichas sondas, se ha de usar una sustancia denominada
“formadora de puentes”, para mediar una interaccion entre dichas sondas, que permita modular la yuxtaposicién de
dichas sondas de forma que haya una probabilidad incrementada de transferencia de energia entre los colorantes en
dichas sondas. Una sustancia puede ser cualquier tipo de compuesto capaz de unirse a o modificar una sonda, un
grupo reactivo y/o un colorante para modular la organizacién espacial de colorantes en sondas yuxtapuestas, de
forma que sea favorable para la FRET. Una sustancia permite la yuxtaposicién de dichos colorantes dentro de una
distancia de 2 a 100 Angstrom entre si. Dicha sustancia se afiade a una muestra tras la unién de las sondas
conjugadas a colorantes a una proteina de fusion diana, en una cantidad eficaz para modular la organizacién
espacial de dichos colorantes en las sondas yuxtapuestas. Ventajosamente, dicha sustancia se une a un grupo
reactivo con una especificidad elevada y una alta afinidad. También, se prefiere que tal sustancia sea relativamente
pequefia, de forma que la sustancia formadora de puentes afecte s6lo minimamente a la distancia entre un par de
colorantes y la orientacion relativa de un par de colorantes. Se describe un método para detectar la presencia de una
proteina de fusiéon en una célula usando un conjunto de al menos una primera y una segunda sonda molecular,
siendo capaz cada sonda de reconocer un sitio de union situado en lados opuestos de la region de fusion de dicha
proteina de fusion, cada sonda esta provista ademas de un colorante en el que dichos colorantes juntos permiten la
transferencia de energia, cada sonda esta provista de un grupo reactivo que permite modular la yuxtaposicion de
dicha al menos primera y dicha segunda sondas de tal forma que hay una probabilidad incrementada de
transferencia de energia entre dichos colorantes, en el que un grupo reactivo de dicha primera sonda no es
directamente reactivo con dicha segunda sonda, que comprende proporcionar un conjunto de sondas, proporcionar
una muestra que comprende una célula, poner en contacto dicha muestra con dichas sondas en condiciones que
permitan yuxtaponer dichas sondas sobre dicha proteina de fusion, eliminar cualquier sonda no unida y cualquiera
unida no especificamente, poner en contacto dichas sondas con una sustancia capaz de enlazar al menos un grupo
reactivo de dicha primera sonda a dicha segunda sonda, y detectar la yuxtaposicion de dichas sondas via FRET,
para determinar la presencia de dicha proteina de fusion.

Un método que usa un conjunto de sondas tiene varias ventajas. En primer lugar, se puede lograr una especificidad
mejorada y una tincion de fondo reducida en comparaciéon con un método que use sondas que interaccionan
directamente. Después de todo, para que un grupo reactivo ejerza su efecto via una sustancia formadora de
puentes, las sondas necesitan estar en una yuxtaposicion cercana entre si antes de la adicién de dicha sustancia, es
decir, resultante de la uniéon de una sonda adyacente a otra sonda en la misma proteina de fusién. En segundo
lugar, el procedimiento es rapido y facil, debido a que no se requieren etapas de puesta en contacto/lavado
separadas para cada sonda individual. De este modo, permite poner en contacto una muestra con una mezcla de
sondas todas juntas en una sola accion. Igualmente, cualesquiera sondas no unidas y cualesquiera sondas unidas
no especificamente ase eliminan simultdneamente.

Como se ejemplifica aqui en la descripcion detallada, se proporciona un conjunto de al menos una primera y una
segunda sonda molecular, estando cada sonda provista de un colorante, en el que dichos colorantes permiten juntos
la transferencia de energia; estando cada sonda provista de un grupo reactivo. Una sustancia es capaz de unir, 0
“unir mediante la formacidn de un puente”, al menos dos grupos reactivos. En una realizacion preferida, cada sonda
en un conjunto de sondas esta provista del mismo grupo reactivo. También, cada sonda en un conjunto de sondas
puede estar provista de un grupo reactivo diferente pero que tiene la misma actividad. Esto permite el uso de un tipo
de sustancia formadora de puentes que tenga al menos dos sitios de unién idénticos para un grupo reactivo.

En una realizacion preferida, una sonda esta provista de mas de un grupo reactivo, permitiendo a dicha sonda
interaccionar con méas de una molécula de la sustancia formadora de puentes. Al proporcionar una sonda con mas
de un grupo reactivo, teéricamente aumentara la probabilidad de una interaccién entre dicha sonda y una sustancia
formadora de puentes. Ademas, para poner en practica de forma facil la presente invencion, existe comercialmente
un grupo reactivo adecuado, o un derivado del mismo, y se puede unir facil y eficazmente a una sonda.

Segun la presente invencion, un grupo reactivo particularmente interesante es biotina, siendo una sustancia
formadora de puentes particularmente adecuada la avidina o la estreptavidina. La avidina es una glucoproteina
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derivada de la clara del huevo, con un peso molecular de alrededor de 68000 daltons y un didmetro de 8 a 10
Angstrom. Consiste en cuatro cadenas subunitarias idénticas. Una molécula de avidina o de estreptavidina se puede
unir a cuatro moléculas de biotina. La avidina tiene una afinidad extraordinariamente elevada (constante de afinidad
> 10" M-1) por la biotina. Esta afinidad elevada asegura al usuario un complejo formado rapidamente y estable entre
avidina y las sondas marcadas con biotina. La proteina estreptavidina, producida por la bacteria Streptomyces
avidinii, tiene una estructura muy similar a la avidina, y también se une fuertemente a la biotina. A menudo muestra
una menor union no especifica, y de este modo se usa frecuentemente en lugar de avidina. Una vez que se forma
un complejo de biotina-avidina, el enlace es esencialmente irreversible. El sistema de biotina-avidina se usa
ampliamente, y ha demostrado ser muy util en la deteccion y localizacién de antigenos, glucoconjugados, y acidos
nucleicos empleando anticuerpos biotinilados, lectinas, o sondas de &cidos nucleicos. Como se ha dicho, un grupo
reactivo con tal pequefio tamafio es ventajoso para lograr una distancia corta entre un par de colorantes. La biotina
es una vitamina, con un peso molecular de sélo 244 daltons. También, muchas moléculas de biotina se pueden
acoplar a una proteina, permitiendo que la proteina biotinilada se una a mas de una molécula de avidina. La avidina,
estreptavidina y la biotina estan disponibles de muchas fuentes comerciales. Los expertos en la técnica conocen
diversos procedimientos estandar para preparar conjugados de biotina, la mayoria de los cuales se pueden
completar en un dia. Ademas, existen kits de biotinilacion comerciales que contienen todos los componentes
necesarios para la biotinilacién de proteinas.

Si se usa un conjunto de sondas, en el que cada sonda esta provista de un grupo reactivo diferente, una sustancia
adecuada comprende una molécula capaz de unirse a al menos uno de cada grupo reactivo. Como alternativa, tal
sustancia de unién comprende un complejo de al menos dos moléculas que pueden estar unidas covalente 0 no
covalentemente entre si, en el que cada molécula es capaz de unirse a un grupo reactivo.

La invencién proporciona un método para detectar una proteina de fusion a nivel de una sola célula usando un
conjunto de sondas segun la invencién, siendo capaz cada sonda de unirse a un sitio de union situado en lados
opuestos de una region de fusion de dicha proteina de fusién via el dominio de unién de la sonda, es decir, una
sonda esta dirigida contra un fragmento proteico que comprende el fragmento N-terminal de una proteina de fusion,
y otra sonda esté dirigida contra un fragmento proteico que comprende el fragmento C-terminal de la misma proteina
de fusién. Una proteina de fusién comprende cualquier tipo de sustancia proteinosa que se forma después de la
transcripcion y traduccién de un gen de fusion. Un gen de fusién comprende una parte de uno o mas genes
combinada con otro gen o una parte derivada del mismo. Una proteina de fusion puede ser el resultado de una
translocacién, inversion o supresion cromosémica. En una realizacién preferida, el método proporcionado se usa
para detectar una proteina de fusion especifica de un tumor. Una proteina de fusién puede ser una proteina
expresada enddgenamente, o puede ser el resultado de una manipulacion genética. Las proteinas de fusion en
neoplasias que ya se pueden detectar facilimente usando un método segun la invencion incluyen pero no se limitan a
las enumeradas en la Tabla I.

Es de gran relevancia sefialar que el presente método no requiere la destruccion de la integridad celular, por ejemplo
la preparacion de un lisado celular, para detectar la presencia de una proteina de fusion intracelular. La
conservacion de la integridad de la morfologia de una célula permite el andlisis a nivel de una sola célula, por
ejemplo mediante citometria de flujo o microscopia de fluorescencia. La deteccién de una sefial de FRET mediante
citometria de flujo ofrece la capacidad de llevar a cabo un analisis rapido, multiparamétrico, de células individuales
especificas, en una poblacion heterogénea. La ventaja principal de la citometria de flujo es que da directamente
datos cuantitativos, y que es muy rapida (los resultados se pueden obtener en unas pocas horas).

El método proporcionado en la presente invencién permite la deteccién de una proteina de fusién a nivel de una sola
célula. En una realizacion preferida, el método proporcionado se usa para detectar una proteina intracelular a nivel
de una sola célula. Cuando se detecta una proteina de fusion intracelular, se trata una muestra que comprende una
célula para obtener una permeabilizacion del material y una conservacion de la morfologia. El tratamiento preferido
es aquel que fija y conserva la integridad morfologica de la matriz celular y de las proteinas en la célula, asi como
permite el grado mas eficiente de penetracion de la sonda, por ejemplo anticuerpo.

A diferencia de, por ejemplo, un método de anticuerpo de “captura/detecciéon”, que sélo se puede aplicar
esencialmente para detectar la presencia de una proteina de fusién en la superficie celular o en un lisado celular, el
presente método permite seleccionar en una ventana de analisis un subconjunto de células que estan presentes en
una mezcla de células via caracteristicas inmunofenotipicas. Por consiguiente, el método proporcionado aqui
permite la deteccion de una proteina de fusién en una poblacién rara de células neoplasicas en un gran escenario de
células normales. Esto es especialmente ventajoso para detectar frecuencias bajas de células positivas a la fusion,
como en el caso de la deteccién de una enfermedad residual minima (MRD) durante o después del tratamiento para
la evaluacion de la eficacia del tratamiento. En una realizacion preferida, el método proporcionado incluye citometria
de flujo de mdltiples parametros, para identificar y/o aislar células individuales para detectar la presencia de una
proteina de fusion a nivel de una sola célula. Todo lo que se requiere para practicar el método proporcionado es un



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2352050 T3

equipo de citometria de flujo. De forma importante, el procedimiento se puede llevar a cabo en laboratorios
habituales por personal con pericia normal.

Se ha descrito méas de un centenar de genes de fusion y proteinas de fusion diferentes en diversos tipos de cancer.
Como se ha dicho, el método proporcionado permite discriminar entre la presencia de proteinas normales y una
proteina de fusion aberrante a nivel de una sola célula. Teéricamente, dos anticuerpos que reconocen dos dominios
diferentes de una proteina de fusién pueden provocar una tincion de fondo uniéndose a los dominios en las
proteinas normales que derivan de los genes normales, en lugar del gen de fusién. Sin embargo, generalmente sélo
una de las dos proteinas normales alcanza un nivel de expresion detectable en una poblacion celular diana, como se
define por los marcadores de la superficie celular y/o intracelulares. Ademas, las proteinas normales y la proteina de
fusibn a menudo difieren en su Patrén de expresion intracelular, dando frecuentemente como resultado una
localizacién subcelular diferente™®*’. Esto implica que es improbable que se produzca a nivel significativo en una
poblacion celular diana la colocalizacién coincidente de las dos proteinas normales diferentes. En particular, la
yuxtaposicién coincidente de sondas suficiente para una sefial de FRET sera rara en células normales, si es que
acaso se produce.

Se proporciona aqui un método para producir un conjunto de al menos una primera y una segunda sonda molecular
segun la invencion conjugada con colorantes de FRET, comprendiendo dicho método poner en contacto cada sonda
con un colorante para formar un conjugado entre dicha sonda y dicho colorante, y purificar dicho conjugado,
comprendiendo ademas poner en contacto cada sonda con un grupo reactivo o un derivado del mismo para formar
un conjugado entre dicha sonda y dicho grupo reactivo, y purificar dicho conjugado. El radio de Forster (Ro) es la
distancia que corresponde a una eficiencia de la transferencia de energia de 50%, y caracteriza a cada par de
donante/aceptor. Su valor esta generalmente entre 30 y 60 Angstrom. En el presente contexto, el término colorante
se refiere a un sustituyente que, en concierto con otro colorante, se puede usar para el andlisis de transferencia de
energia, a saber, el andlisis de FRET. Como se menciona anteriormente, FRET se basa habitualmente en la
interaccion entre colorantes donantes y aceptores que son ambos fluorescentes. La invencion usa un conjunto de
sondas en las que al menos uno de dichos colorantes es un fluorocromo. Sin embargo, también se puede usar un
aceptor no fluorescente, y la FRET se detecta extinguiendo la fluorescencia del donante. Como se ha dicho, la
deteccién de FRET monitorizando una disminucién en la fluorescencia del donante como consecuencia de sondas
yuxtapuestas a menudo no es tan sensible como la deteccién del incremento en la fluorescencia del aceptor. De
este modo, en una realizacion preferida, al menos se usan dos sondas marcadas fluorescentemente para detectar
una proteina de fusién, como se ejemplifica en la descripcion detallada. Los ejemplos de fluorocromos preferidos son
aquellos adecuados para el analisis mediante citometria de flujo convencional, e incluyen marcadores de
fluoresceina, por ejemplo 5-(y 6)-carboxifluoresceina, 5- o 6-carboxifluoresceina, 6-(fluorescein)-5-(y 6)-carboxamida
del acido hexanoico, e isotiocianato de fluoresceina, colorantes Alexa Fluor, tales como Alexa Fluor 488 o Alexa
Fluor 594, colorantes de cianina, tales como Cy2, Cy3, Cy5, Cy7, cumarina opcionalmente sustituida, R-ficoeritrina,
aloficoeritrina, Rojo de Tejas y Rojo de Pinceston, asi como conjugados de R-ficoeritrina y, Por ejemplo, Cy5 o Rojo
de Tejas y miembros de las ficobiliproteinas. Otros colorantes de interés son colorantes de nanocristales
semiconductores, que poseen una paleta de colores casi ilimitada. La informacion extensa sobre pares de
donantes/aceptores adecuados para la deteccion de la transferencia de energia mediante citometria de flujo se
puede encontrar en Szollosi et al.’®. Combinaciones preferidas de fluorocromos comprenden aquellos colorantes
usados en conjugados en tandem clasicos, también denominados como duocromos™®.

El método proporcionado comprende proporcionar una muestra que comprende una célula, con lo que dicha
muestra se somete opcionalmente a fijacion y permeabilizacion si se va a detectar una proteina de fusion
intracelular. Una muestra puede comprender una célula primaria que se obtiene de una muestra biolégica. Una
muestra biolégica puede ser una muestra de fluido corporal, incluyendo sangre, suero, orina, médula ésea, liquido
cerebroespinal (CSF), saliva. También puede ser una muestra tisular, homogenado tisular. Una muestra comprende
una célula cultivada que puede ser una célula primaria cultivada, por ejemplo células tumorales obtenidas de una
biopsia de ganglios linfaticos. Ademéas, una muestra puede comprender una célula cultivada procedente de una
estirpe celular de laboratorio consolidada, como una estirpe celular K562, KASUMI-1, REH o CEM, que se puede
obtener de un nimero de fuentes tales como la American Type Culture Collection (ATCC; www.atcc.org para un
catélogo en linea). El método proporcionado es adecuado para detectar la presencia de una proteina de fusion
enddgena, asi como una proteina de fusion recombinante, en una célula.

Para analizar una muestra que comprende una suspension de células, se prefiere que la muestra sea tratada para
obtener una conservacion de la morfologia del material y la permeabilizacion a fin de asegurar una accesibilidad
suficiente de una molécula de interés a una sonda. El tipo de tratamiento dependera de varios factores, por ejemplo
del fijador usado, el grado de fijacion y el tipo y propiedades de la molécula de interés. La fijacion se puede llevar a
cabo con un fijador tal como formaldehido.

Para la deteccion de una proteina de fusién en células primarias, es especialmente ventajoso usar un marcador
adicional para definir una poblacion celular diana de interés. Un nimero de aplicaciones bioldgicas importantes en
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enfermedades infecciosas, deteccion y monitorizacion de MRD, y terapia génica requieren tipicamente el andlisis y
aislamiento de células raras (por ejemplo células madre/progenitoras hematopoyéticas) a partir de un gran
escenario. En una realizacién de la invencion, el método incluye tefiir una muestra para al menos un marcador
celular, como un marcador de la superficie celular o un marcador intracelular, para definir una poblacién celular
diana en una mezcla de células, que comprende poner en contacto dicha muestra con un compuesto capaz de
unirse selectivamente a dicho marcador. En una realizacion preferida, tal compuesto se etiqueta directamente con
un colorante fluorescente. Un compuesto adecuado comprende un anticuerpo marcado fluorescentemente o un
fragmento de union funcionalmente equivalente al mismo. También, se puede usar un compuesto capaz de unirse
selectivamente a un marcador celular, que se puede detectar usando un reactivo secundario conjugado a colorante
(por ejemplo un anticuerpo secundario marcado fluorescentemente). Un marcador celular comprende cualquier tipo
de marcador intracelular o unido a la membrana, el cual se puede usar para distinguir una subpoblacién de células
en una mezcla de células. Una mezcla de células comprende células vivas. También comprende células
permeabilizadas y/o fijadas. Un marcador celular puede ser un antigeno del agrupamiento de diferenciacién (CD).
Los marcadores de CD son moléculas de la superficie celular de, entre otras, células hematopoyéticas que son
distinguibles con anticuerpos monoclonales. Las células hematopoyéticas comprenden timocitos, células dendriticas,
células de Langerhans, neutrdéfilos, eosindfilos, células B de centro germinal, células dendriticas foliculares, células
plasméticas y células de la médula 6sea. Por ejemplo, los marcadores celulares adecuados comprenden CD1, CD3,
CD4, CD8, CD10, CD19, CD20, CD33, CD34 y CD117. Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra un gran
numero de marcadores de CD humanos se pueden obtener de diversos proveedores, tales como BD Biosciences o
Ancell Immunology Research Products, Bayport, USA. A menudo, existen anticuerpos que estan conjugados
directamente con un fluorocromo de eleccion, por ejemplo CD10-PE o CD19-FITC, que obviamente es una eleccion
preferida para poner en practica un método segun la invencion.

En la presente descripcion se describe un método para identificar y/o aislar células individuales raras usando
técnicas de citometria de flujo multiparamétrica/clasificacion de células, y para caracterizar ademas estas células
mediante la presencia o0 ausencia de una proteina de fusién de interés. Tal método es particularmente adecuado
para la aplicacion a un nimero de problemas importantes en el desarrollo de sistemas inmunitarios, enfermedades
infecciosas, cancer y terapia génica. Tipicamente, antes de tefiir una muestra de células con un conjunto de sondas,
las células se marcan con al menos un anticuerpo conjugado con colorante relevante segln procedimientos
estandar, a fin de definir una poblacién celular diana. La eleccion del colorante deberia estar dirigida
preferiblemente, pero no exclusivamente, al uso de dos o tres colorantes para inmunofenotipado, ademas de los
colorantes de FRET para la deteccion de una proteina de fusion. Por ejemplo, un conjunto de sondas de FRET
segun la invencién se puede combinar con otro colorante para mediar la seleccion de un conjunto de leucocitos via
caracteristicas inmunofenotipicas, por ejemplo CD10, CD19 y CD20 para definir con exactitud subconjuntos de
células B precursoras en médula 6sea, o CD1, CD4 y CD8 para definir subconjuntos de timocitos, o CD34 y/o
CD117 para identificar poblaciones de células madre/precursoras. Como se muestra aqui en la descripcion
detallada, la invencion proporciona un método que permite la deteccién de una proteina de fusién intracelular en un
subconjunto muy pequefio de células, es decir, la deteccion de MRD, que es esencial para evaluar la eficacia del
tratamiento contra el cancer.

La invencion proporciona un kit de ensayo de diagnéstico para detectar la presencia de una proteina de fusién en
una célula, que comprende un conjunto de sondas segun la invencién. Por ejemplo, tal kit se puede usar para
monitorizar y cuantificar células neoplasicas, por ejemplo células leucémicas, via la deteccion de células positivas a
proteinas de fusion especificas de un tumor. El kit de ensayo de diagnéstico proporcionado aqui es util en el
momento del diagnéstico, asi como también durante y después del tratamiento, para evaluar la eficacia del protocolo
del tratamiento contra el cancer aplicado.
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Tabla I. Ejemplos de proteinas de fusién en neoplasias que se pueden detectar via tecnologia de FRET mediada por

anticuerpos.

Neoplasia Aberracién cromosomica Proteina de fusion

Célula B-ALL Precursora  t(1;19)(g23;p13) E2A-PBX1
t(4;11)(q21;023) MLL-AF4
t(9;22)(q34;011) BCR-ABL
t(12;21)(p13;q22) TEL-AML1

Leucemia mieloide aguda (8;21)(q22;922) AML1-ETO
t(15;17)(q22;q21) PML-RARA
inv(16)(p13;g22) CBFB-MYH11

Linfoma t(2;5)(p23;q35) NPM-ALK

Sarcoma de Ewing t(11;22)(q24;912) EWS-FLI1

Leyendas de las figuras

Figura 1. Diagrama esquematico de un gen de fusion que consiste en la parte en direccion (5’) de ungen Ay
la parte en direccion (3') del gen B. Este gen de fusién A-B se transcribe en ARNm de A-B y se traduce en
una proteina de fusién A-B.

Figura 2. Diagrama esquematico del principio de la transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET) con el fluorocromo X como colorante donante, e Y como colorante aceptor. A. El colorante aceptor Y
no se excitara por la luz de emisién del colorante donante X si la distancia entre X e Y es demasiado grande.
B. Si la distancia entre el colorante donante y el aceptor es suficientemente pequefia (< 80 Angstrom, pero
preferiblemente < 50 Angstrom), la luz de emisién del colorante donante X excitara al colorante aceptor Y.

Figura 3. Diagrama esquematico de la proteina de fusion A-B reconocida por un conjunto de sondas de
anticuerpos anti-A y anti-B. A. La sonda A se conjuga con el colorante donante X, y la sonda B se conjuga
con el colorante aceptor Y (véase la Figura 2). Ademas, ambas sondas estan conjugadas con biotina como
grupo reactivo. B. Tras la incubacion con las sondas de anticuerpos A y B, las sondas se pueden unir juntas
via incubacion con avidina, con la condicion de que las dos sondas reconozcan y se unan de hecho a la
misma proteina de fusion A-B. Esta yuxtaposicion de los dos anticuerpos (estabilizados mediante el sistema
de biotina-avidina) es detectable via el principio de FRET (véase la Figura 2).

Figura 4. Ejemplo de deteccion, mediada por FRET, de la proteina de fusién TEL-AML1 en células ALL.

A. Células B-ALL precursoras en el diagnéstico. Confinamiento citométrico de flujo de blastocitos ALL como
se define mediante caracteristicas de dispersion de luz (izquierda), seguido del confinamiento de blastocitos
CD19+ (centro), y evaluacion de la presencia de la proteina de fusién TEL-AML1 en las células CD10*/CD19"
ALL (derecha).

B. Células B-ALL precursoras durante el seguimiento. Deteccién citométrica de flujo de frecuencias bajas de
células positivas a TEL-AML1 (enfermedad residual minima) durante el seguimiento para la evaluacion de la
eficacia del tratamiento. Soélo el 3% de los blastocitos CD10+ fueron positivos par la proteina de fusion TEL-
AML1, es decir, sélo 0,2% de leucocitos totales.

Descripcion detallada

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion se refiere a un método para determinar la presencia
de una proteina de fusién en una célula usando un conjunto de sondas. Este método se puede usar para
diagnosticar varios tipos de cancer que implican translocaciones, inversiones o supresiones cromosémicas que dan
lugar a un gen de fusion. Por ejemplo, aproximadamente el 35% de pacientes adultos con leucemia linfoblastica
aguda (ALL) y leucemia mieloide crénica (CML) estan asociados con un defecto cromosémico especifico, una
translocacién entre los cromosomas 9 y 22 que crea el cromosoma de Filadelfia (Ph). Esta translocacién se produce
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en el sitio en el genoma de una proteina tirosina cinasa denominada ABL, creando la proteina de fusion BCR-ABL
anormal, un producto génico de la fusion en el marco del gen ABL con otro gen denominado BCR. Generalmente,
las proteinas de fusidon desempefian un papel importante en el proceso oncogenético. Por ejemplo, la actividad de
cinasa de ABK en la proteina de fusion BCR-ABL esta activada y desregulada, conduciendo al crecimiento celular
incontrolado observado en ALL y en CML. Cuando se diagnostica leucemia linfoblastica aguda en un paciente, que
comprende tipicamente citogenética tradicional tal como el andlisis de cariotipo para el cromosoma Ph, el nimero
total de células de leucemia se aproxima a 10™ a 10". Una mayoria de pacientes alcanzan una remision total
después de alrededor de 5 semanas de quimioterapia. La remisién total no significa que las células leucémicas
estan totalmente erradicadas del cuerpo, sino que su nivel esta mas alla del nivel de sensibilidad de los métodos
citomorfolégicos clasicos (por ejemplo 1 a 5%). En este momento, todavia quedan en el paciente hasta 10" células
neoplasicas. Representan la enfermedad residual minima (MRD). La deteccion de frecuencias bajas de células
neoplasicas residuales permite un seguimiento mas prolongado de la carga tumoral durante quimioterapia, y de este
modo permite apreciar mejor la sensibilidad de las células leucémicas al tratamiento. Ahora se ha establecido que el
nivel de MRD representa un factor de pronéstico poderoso para el resultado final. Ademas, la deteccién de un
incremento del nivel de MRD permite anticipar una recaida inminente. El método proporcionado en la presente
invencion permite discriminar entre la presencia de proteinas normales y una proteina de fusion aberrante a nivel de
una sola célula.

Como ejemplo de este método, se describira la preparacién de un conjunto de sondas para la deteccion de la
proteina de fusién TEL-AML1. También se describe un método que usa este conjunto de sondas para detectar la
presencia de la proteina de fusion TEL-AML1 en células ALL en el momento del diagndstico y durante el
seguimiento, para detectar el nivel de MRD.

Ejemplo
Preparacion de un conjunto de sondas

Preferiblemente, un conjunto de sondas segun la invenciéon comprende un conjunto de dos anticuerpos conjugados a
fluorocromos, estando cada anticuerpo provisto adicionalmente de un grupo reactivo. Los métodos para producir un
anticuerpo son conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, para obtener un anticuerpo policlonal, se
inmuniza un animal de laboratorio con un inmundégeno, tal como una proteina recombinante o un péptido sintético.
La respuesta inmunitaria del animal se monitoriza extrayendo sangre de ensayo y determinando el titulo de la
reactividad. Cuando se obtienen titulos apropiadamente elevados, se recoge sangre del animal y se preparan
antisueros. Si se desea, se puede realizar un fraccionamiento adicional de los antisueros para enriquecerlos en
anticuerpos reactivos a la proteina. Véase, por ejemplo, Harlow et al. Antibodies. A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Publications, New York (1988). Los anticuerpos monoclonales se pueden obtener mediante diversas técnicas
conocidas en la técnica, por ejemplo fusionando células de bazo de ratones inmunizados con una estirpe celular de
mieloma mediante adicion de polietilenglicol (PEG). Las células fusionadas se cultivan en un medio de seleccién, por
ejemplo medio que contiene una mezcla de hipoxantina, aminopterina y timidina. Las células fusionadas que
sobreviven en este medio de seleccidn se ensayan para la produccion del anticuerpo deseado (a menudo mediante
inmunoensayo en fase sélida, tal como ELISA) y, si son positivos, los cultivos se clonan de forma que haya una sola
célula en cada pocillo de cultivo. Esto produce un clon de células a partir de un Unico progenitor que es tanto
inmortal como un productor de anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos obtenidos se pueden caracterizar usando
técnicas de inmunodiagndstico convencionales, por ejemplo mediante transferencia Western usando lisados de
células que expresan una proteina de fusién recombinante, 0 mediante ELISA.

Biotinilacion de anticuerpos

La biotina se conjuga tipicamente a proteinas via aminas primarias (es decir, lisinas). Habitualmente, se conjugan a
cada anticuerpo entre 3 y 6 moléculas de biotina. Dialicese o intercambiese el anticuerpo a lo largo de una columna
en 100 mM de carbonato, pH 8,4. Midase la concentracién de anticuerpo tras equilibrado en tampén. (Para IgG, 1
mg/ml tiene una Az de 1,4). Si la concentracion de anticuerpo es menor que 1 mg/ml, la conjugacion sera
probablemente subdptima. Si es necesario, diliyase el anticuerpo hasta una concentracion de 4 mg/ml. Disuélvanse
10 mg de biotina (N-hidroxisuccinimidobiotina, Pierce) en 1 ml de DMSO anhidro (dimetilsulféxido anhidro, Aldrich)
inmediatamente antes del uso. La molécula de biotina reactiva es inestable. Una vez que se solubiliza la biotina, se
deberia de usar inmediatamente. Afiadase biotina para dar una relacién de 80 pg por mg de anticuerpo; mézclese
inmediatamente. Envuélvase el tubo en un papel metdlico; incibese y hagase girar a temperatura ambiente durante
2 horas. Eliminese la biotina sin reaccionar, e intercambiese el anticuerpo en 10 mM de Tris pH 8,2, 150 mM de
NaCl, pHix (5 mg/ml de pentaclorofenol en etanol al 95% (Usese como 10.000x, o 3-4 gotas por litro) Sigma).

Conjugacioén de un anticuerpo con FITC

FITC es una pequefia molécula organica, y se conjuga tipicamente a proteinas via aminas primarias (es decir,
lisinas) de una inmunoglobulina. Habitualmente, a cada anticuerpo se conjugan entre 3 y 6 moléculas de FITC;
mayores conjugaciones pueden dar como resultado problemas de solubilidad asi como la extincion interna (y brillo
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reducido). De este modo, un anticuerpo se conjugara habitualmente en varias reacciones paralelas a diferentes
cantidades de FITC, y los reactivos resultantes se compararan para determinar el brillo (y pegajosidad de fondo),
para elegir la relacién 6ptima de conjugacion. Toda la conjugacion se puede llevar a cabo en alrededor de medio dia.
La molécula de fluoresceina reactiva, isotiocianato de fluoresceina, es inestable. Una vez que se ha roto un vial y se
solubiliza el FITC, se deberia de usar inmediatamente. Puesto que viales individuales de FITC contienen suficiente
material para ~100 mg de anticuerpo, es econémico realizar multiples conjugaciones con FITC en el mismo dia.

1. Preparacién del anticuerpo

Dialicese o intercambiese el anticuerpo en una columna en 500 mM de carbonato, pH 9,5. Midase la concentracion
de anticuerpo tras el equilibrado en tampo6n (para 1gG, 1 mg/ml tiene una Az de 1,4). Si la concentracion de
anticuerpo es menor que 1 mg/ml, la conjugaciéon sera probablemente subdptima. Si es necesario, dildyase el
anticuerpo hasta una concentracion de 4 mg/ml.

2. Conjugacién covalente

Disuélvanse 10 mg (todo el contenido de 1 vial; no es necesario pesarlo) de FITC (Molecular Probes) en DMSO
anhidro inmediatamente antes del uso. Aiddase FITC para dar una relacion de 40-80 pg por mg de anticuerpo;
mézclese inmediatamente. Envuélvase el tubo en papel metdlico; inclbese y hagase girar a temperatura ambiente
durante 1 hora. Eliminese el FITC sin reaccionar, e intercambiese el anticuerpo en 500 mM de carbonato, pH 9,5,
mediante filtracion en gel o dilisis.

3. Caracterizacién del conjugado

Determinese la concentracion de proteina y F/P midiendo la absorbancia a 280 y 495 nm. IgG: 1 mg/ml tiene una
A(280) de 1,4; Mw = 150.000. IgM: 1 mg/ml tiene una A(280) de 1,2; Mw = 900.000. Fluoresceina: 1 mM tiene una
A(495) de 68 y una A(280) de 11,8. Los valores de F/P de 3-10 son probablemente éptimos para cualquier IgG
particular. Concentracion de proteina:

IgG (mg/ml) = [A(280) — 0,31 * A(495)]/1,4
IgM (mg/ml) = [A(280) — 0,31 * A(495))/1,2

relacion F/P:
IgG: 3,1 * A(495)/[A(280) — 0,31 * A(495)]

IgM: 15,9 * A(495)/[A(280) — 0,31 * A(495)]

Deteccién mediante andlisis de FRET

Se obtiene una muestra de médula 6sea procedente de un paciente con ALL, y se aislan los leucocitos segin
procedimientos estandar. Los leucocitos se marcan con dos marcadores de la superficie celular, para definir un
subconjunto de leucocitos via caracteristicas inmunofenotipicas. Se usaron anticuerpo monoclonal conjugado con
FITC anti-CD19 humano (FITC-CD19) y anticuerpo monoclonal conjugado con PE anti-CD10 humano (PE-CD10).
Las células se fijaron entonces segun procedimientos estandar, por ejemplo en paraformaldehido al 1%, para
conservar la integridad de la célula y su contenido. La membrana celular se permeabiliza usando un detergente tal
como saponina, para hacer accesible el interior celular al conjunto de sondas. Las células se marcan durante 1 hora
a 4 grados Celsius en la oscuridad con una mezcla que contiene un conjunto de sondas segin la invencion (0,1 a
0,3 microgramos/ml de cada sonda), que comprende un anticuerpo conjugado con biotina marcada con Cy3 frente al
motivo de hélice-bucle-hélice de TEL, y un anticuerpo conjugado con biotina marcada con Cy5 frente al dominio
Runt de AML1. Tras lavar las células para eliminar la sonda no unida, las células se incuban con avidina no
marcada, para inducir una yuxtaposiciéon suficientemente cercana y estable de los dos anticuerpos diferentes. Las
células se analizan entonces en un citdbmetro de flujo. En la Figura 4 se muestran los resultados. El panel A muestra
la evaluacion de la proteina de fusion TEL-AML1 en células B-ALL precursoras obtenidas de un paciente en el
momento del diagnostico. Las células blastociticas ALL se confinan primero en base a sus caracteristicas de
dispersion de la luz (dispersion directa frente a dispersion lateral). Después, se confinan los blastocitos positivos a
CD19 (FL1 frente a dispersion lateral). La presencia de la proteina de fusion TEL-AMLL1 es facilmente detectable en
el subconjunto de células CD19+/CD10+ ALL. En el panel B, se muestran analisis similares del mismo paciente
después de un protocolo de terapia de cinco semanas para evaluar la eficacia del tratamiento. S6lo el 3% de los
blastocitos CD10+ son positivos para la proteina de fusion TEL-AML1, es decir, sélo 0,2% de leucocitos totales. La
deteccién de tal frecuencia baja de células positivas a TEL-AML1 (enfermedad residual minima) no se ha
demostrado antes.
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Se ha usado FacsCalibur para llevar a cabo las medidas de FRET usando Cy3 y Cy5 como par donante/aceptor. La
excitacion de 488 nm no es Optima para Cy3 (seria mejor 543), 632 es Optima para Cy5, y con este montaje se
pudieron obtener buenas curvas de distribucion de FRET razonables (realmente son mejores que las obtenidas con
el par FITC/TRITC, debido a que la autofluorescencia es menos probleméatica). Ademas, se pudo usar la banda 488-
>520 para la correccion de autofluorescencia en una base de célula a célula. La adquisicion y andlisis de datos se
llevé a cabo usando el software Cell Quest Pro.
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REIVINDICACIONES

1.-Un conjunto de al menos una primera y una segunda sonda de FRET para la deteccion de una proteina de fusion,
proteina de fusién la cual comprende un primer sitio diana y un segundo sitio diana situados en lados opuestos de la
regién de fusion de dicha proteina de fusion, caracterizado porque:

a) la primera sonda (i) comprende un dominio que se une especificamente al primer sitio diana de la proteina
de fusion, (ii) esta provisto de al menos un primer grupo reactivo, y (iii) esta provisto de un primer colorante de
FRET;

b) la segunda sonda (i) comprende un dominio que se une especificamente al segundo sitio diana de la
proteina de fusion, (ii) esta provista de al menos un segundo grupo reactivo, y (iii) esta provista de un
segundo colorante de FRET;

en el que

c) para evitar la autoasociacién de las sondas, los grupos reactivos en la primera sonda no interaccionan
directamente con la segunda sonda, y los grupos reactivos en la segunda sonda no interaccionan
directamente con la primera sonda;

d) las dos sondas no interaccionan entre si excepto que se afiada una sustancia formadora de puente que
reacciona con el primer y segundo grupo reactivo;

e) al afadir la sustancia formadora de puente, los colorantes de FRET se llevan a una distancia de 100
Angstrom entre si, permitiendo de ese modo la transferencia de energia y la deteccién de sondas
yuxtapuestas.

2.-Un conjunto segun la reivindicacion 1, en el que al menos una sonda esta provista de una multiplicidad de grupos
reactivos.

3.-Un conjunto segun las reivindicaciones 1 6 2, en el que dicha sonda es un anticuerpo o un fragmento de unién
funcionalmente equivalente al mismo.

4.-Un conjunto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que al menos uno de dichos colorantes es un
fluorocromo.

5.-Un conjunto segun la reivindicacidon 4, en el que dicho fluorocromo se selecciona del grupo que consiste en
isotiocianato de fluoresceina (FITC), isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC), Rojo de Tejas (TR), R-ficoeritrina
(R-PE), aloficocianina (APC), miembros de las ficobiliproteinas, Cy3, Cy5, Cy5.5, Cy7, colorantes de cianina,
colorantes de Alexa Fluor, conjugados en tdndem de estos fluorocromos, y colorantes de nanoparticulas
semiconductoras.

6.-Un conjunto segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho grupo reactivo comprende biotina.

7.-Un conjunto segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sustancia formadora de puentes
comprende avidina o estreptavidina.

8.-Un kit de diagndstico para la detecciéon de proteinas de fusion en una célula, que comprende un conjunto de
sondas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7.

9.-Un método in vitro para detectar la presencia de una proteina de fusion en una célula, en el que la proteina de
fusidbn comprende un primer sitio diana y un segundo sitio diana situados en lados opuestos de la regidn de fusion de
dicha proteina de fusion, comprendiendo dicho método:

(i) poner en contacto una muestra que comprende una célula con un conjunto de al menos una primera y una
segunda sonda de FRET segun las reivindicaciones 1-8, en condiciones que permitan la union de dichas
sondas a dicha proteina de fusion;

(i) afiadir la sustancia formadora de puentes; y
(iii) detectar la yuxtaposicion de dichas sondas via FRET.

10.-Un método segun la reivindicacién 9, que incluye adicionalmente la etapa de tefiir dicha muestra para al menos
un marcador celular para definir una poblacion celular diana, comprendiendo el método poner en contacto dicha
muestra con un compuesto capaz de unirse selectivamente a dicho marcador celular.

11.-Un método segun la reivindicacion 10, en el que dicho marcador celular es un antigeno del agrupamiento de
diferenciacion (CD).

12.-Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 9-11, en el que dicha proteina de fusién es una proteina de
fusion especifica de tumor.
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13.-Método segun cualquiera de las reivindicaciones 9 a 12, en el que la sefial de FRET se detecta mediante
citometria de flujo, permitiendo de ese modo la deteccidn a nivel de una sola célula.
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A. B-ALL precursoras en el diagnéstico

- .

confinamiento E :
-de linfocitos
. cD19

S§SC
SSC

. 8 N .
CD1g-FITC anti-TEL-flu.X+biotina,

-

anti-AML1-flu.Y+biotina,
B. el seguimiento y avidina
B enfinamiento
1 de linfocitos
» CD19’
w :
3 3 $
%] g Y-
© 3% de células
CD10" (0,2% de
leucocitos totales)
CD18-FITC anti-TEL-flu.X+biotina,
anti-AML1-fiu. Y+ biotina
y avidina
Figura 4

19



	Primera Página

	Descripción

	Reivindicaciones

	Dibujos




