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BIOMARCADORES PARA EL DIAGNOSTICO, PROGNOSIS, PREVENCION,
MEJORA O ALIVIO EN EL TRATAMIENTO DE LA LEUCEMIA LINFOBLASTICA
AGUDA DE CELULAS B PEDIATRICA

CAMPO TECNICO

La presente invencién pertenece al campo de la medicina clinica y, mas
especificamente, al diagnéstico, pronostico, prevencidén, mejora, alivio o tratamiento del

cancer.

El objeto principal de la presente invencion esta relacionado con el uso de RNA no
codificante largo (INncRNA o RNAInc), particularmente el LNCRNA AL133346., y de
MRNA (0o RNAm), en particular del mRNA CCN2, como biomarcadores en el
diagndstico, prondstico, mejora, alivio o tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda

de células B pediatrica, asi como métodos, kits y dispositivos basados en dicho uso.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es la neoplasia maligna infantil mas comun. La
leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica (LLA-B) constituye una neoplasia
heterogénea y agresiva en la que se requieren nuevas terapias dirigidas. En los ultimos
afnos, nuevas técnicas genoémicas y transcriptdmicas han acelerado el descubrimiento y
la identificacion de varios tipos de RNA no codificantes (ncRNA) que pueden
desempeniar un papel importante en la biologia celular [7-10]. Los ncRNA largos
(IncRNA) son transcripciones de mas de 200 pb que carecen de capacidad de
codificacién de proteinas. Los INcRNA son reguladores cruciales de la expresidén génica
debido a su participacion en las modificaciones postranscripcionales de los mRNA,

incluido el empalme, la edicion, el trafico, la traduccién y la degradacion [11, 12].

La desregulacion de los INcRNA se ha descrito en numerosas enfermedades humanas,
incluido el cancer [13-17]. Esta desregulacidén se ha asociado a fenotipos oncogénicos
o0 o supresores de tumores [18]. Sin embargo, pocos INcRNA se han relacionado
directamente con el desarrollo de la leucemia. En la leucemia mieloide aguda (LMA), la

leucemia linfocitica crénica (LLC) y el mieloma multiple (MM), se ha observado una
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desregulacion de HOTAIR, y sus niveles elevados de expresién se asocié con una
supervivencia menor en pacientes con LMA [19]. En la LMA t (8; 21) positiva, asociada
con un buen pronéstico, la sobreexpresién de CCAT1 y PVT1 se correlaciond con un
pronéstico desfavorable [20]. Aun es menor el numero de estudios que han analizado la
expresion de los IncRNA en pacientes pediadtricos con LLA-B. Recientemente, la
expresion de TCL6 se ha asociado con la LLA-B pediatrica ETV6-RUNX1-positiva.
Asimismo, pacientes que expresaron niveles de expresion bajos de TCL6 tuvieron una
supervivencia libre de enfermedad mas baja que aquellos pacientes que expresaron
niveles altos de TCL6 [21]. En otro estudio basado en microarrays, los niveles de
expresion de BALR-2 estaban relacionados con: (i) anomalias citogenéticas como t (12;
21) [ETV6 / RUNX1], t (1; 19) [TCF3 / PBX1] y MLL -reorganizado; (ii) subtipos de
enfermedades; y (iii) supervivencia de los pacientes con LLA-B [22]. Curiosamente,
estos estudios y otros han demostrado que los perfiles de expresion de IncRNA pueden

distinguir a nivel molecular distintos subtipos de leucemia [23-28].

A pesar de todos los perfiles de expresion de RNAInc ya descritos, aun no se ha
identificado una firma consenso de RNAInc clinicamente relevante para LLA_B
pediatrica. La identificacion de una firma de RNAInc expresados diferencialmente y sus
genes codificadores de proteinas asociados en la LLA-B pediatrica podria conducir a un
mejor diagnéstico, a una mejor comprension de la enfermedad y, en ultima instancia, a

un mejor prondstico para los pacientes.

Previamente, nuestro grupo de investigacion desarrollé un estudio comparativo de los
perfiles de expresién de RNAInc de LLA-B pediatrica con y sin la fusién génica ETV6-
RUNX1 (Gene Expression Omnibus Accession GSE128254). La expresién elevada del
RNAInc TCL6 se asocid con la LLA-B pediatrica ETV6-RUNX1-positiva y con una mejor
supervivencia libre de enfermedad, incluso dentro del subtipo positivo para ETV6-
RUNX1 [21]. En este trabajo, hemos realizado un estudio comparativo de los perfiles de
INcRNA de pacientes pediatricos de LLA-B versus muestras normales, asi como

cohortes externas independientes.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. Heatmap de los RNAIncs expresados diferencialmente en LLA-B vs médula

O0sea sana. En la parte superior del heatmap, las muestras LLA-B ETV6-RUNX1-
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negativas aparecen en color azul, las muestras LLA-B ETV6-RUNX1-positivas aparecen
en color rojo, y las médulas 6seas sanas aparecen en color verde. La agrupacién fue

realizada en base al coeficiente de correlacién de Spearman.

Figura 2. Volcano plot de los RNAIncs (A) y los genes codificantes de proteinas (B)
expresados diferencialmente. en muestras pediatriccas de LLA-B vs. médula ésea
sana. La linea discontinua horizontal representa un umbral FDR = 0.05. La linea
discontinua vertical representa un umbral “fold change” = -1,5 y 1,5. Los puntos rojos
representan los RNAIncs expresados diferencialmente de forma estadisticamente

significativa.

Figura 3. Comparacién de la expresion de AL133346.1/CCN2 entre muestras
pediatricas LLA-B y LLA-T procedentes de los repositorios TARGET (a) y CCLE (b). Los
graficos de dispersidn se encuentran coloreados en funcién del subtipo de LLA. Los
tamarfios de muestras y la correlacién de expresion génica son: TARGET: 120 LLA-B
(Coeficiente de correlacion de Spearman = 0.717, p < 0.0001) vs. 200 LLA-T
0.099, p = 0.163). CCLE: 14 LLA-B
0.799, p = 0.001) vs. 16 LLA-T (No

(Coeficiente de correlacion de Spearman

(Coeficiente de correlacion de Spearman

disponible).

Figura 4. Localizacion gendmica de AL133346.1/CCN2 en el cromosoma 6. El cuadrado
con rayas discontinuas representa un aumento de zoom en el locus. Se muestran todos
los exones de CCN2, mientras que solo se incluye el primer exén de AL133346.1. Las
regiones reguladoras GH06J131946 y GH06J131976 estan representadas mediante

cuadrados rojos.

Figura 5. Curvas de supervivencia general Kaplan-Meier de los pacientes LLA-B
divididos en dos grupos segun si la expresidn de RNAm de CCN2 se encontraba
por encima o por debajo de la mediana: “CCN2 high” y “CCN2 low”. Se muestran

los p-valores del analisis univariable Cox.

Figura 6. Analisis Gene Ontology (GO) de los RNAms asociados con los RNAIncs
expresados diferencialmente entre muestras pediatricas de LLA-B y médulas éseas
sanas. Se muestran los términos GO regulados al alza (a) y a la baja (b)
significativamente enriquecidos. Se incluyen unicamente los términos GO no

redundantes tal como se describe en los Métodos.
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Figura 7. Comparacion de la expresion de AL133346.1 y CCN2 entre los diferentes
cariotipos de pacientes pediatricos con LLA-B del microarray (A) y los diferentes
subtipos de pacientes pediatricos con LLA-B de TARGET (B). Los diagramas de
caja estan coloreados segun el subtipo de LLA. Los subtipos BCR-ABL y MLL tenian
3 y ninguna muestra respectivamente, por lo que fueron excluidos del diagrama de
cajas. Tamanos de muestra: [TCF3-PBX1]: 7; Trisomia 4-10: 10; [ETV6-RUNX1]:
10.

Figura 8. Comparacion de las caracteristicas clinicas segun la expresion de
AL133346.1 en pacientes pediatricos con LLA-B del conjunto de datos de TARGET.
Se muestran los p-valores ajustados por FDR del test exacto de Fisher.
Abreviaciones: Chr: Cromosoma; CNS: Sistema Nervioso Central; CNS 1 significa
ninguna implicacion patolégica en el CNS, CNS 2 un nivel muy bajo, and CNS 3 un
nivel de implicacibn muy alto; NA: No Disponible; MLL: gen MLL; t(12;21):
translocacion(12;21); t(1;19): translocacién(1;19); 1(9;22): translocacién(9;22); (+):

Positivo; (-): Negativo.

Figura 9. Comparacién de las caracteristicas clinicas de acuerdo con la expresién
de CCN2 en pacientes pediatricos con LLA-B del conjunto de datos TARGET. Se
muestran los valores p ajustados por FDR del test exacto de Fisher. Abreviaturas:
Chr: Cromosoma; SNC: sistema nervioso central; EI SNC 1 significa que no hay
afectacién del SNC, el SNC 2 es un nivel muy bajo y el SNC 3 es una afectacion
definida del SNC; NA: no disponible; MLL: gen MLL; t (12; 21): translocacion (12;
21); t (1; 19): translocacion (1; 19); t (9; 22): translocacion (9; 22); (+): Positivo; (-):

Negativo.

Figura 10. Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier de pacientes
pediatricos con LLA-B divididos en dos grupos segun si la expresion de AL133346.1
estaba por encima o por encima de la mediana: “AL133346.1 alto” y “AL133346.1

bajo”. Se muestra el valor p de los analisis univariados de Cox.

Figura 11. Curvas de supervivencia global de Kaplan-Meier de pacientes
pediatricos con LLA-T divididos en dos grupos segun si la expresion de AL133346.1
(a) y CCN2 (b) no era nula o nula: “AL133346.1 alta”, “AL133346 .1 bajo ”," CCN2

alto ’y* CCN2 bajo ”. Se muestran los valores p del andlisis univariado de Cox.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores identificaron 48 RNAInc (RNA no codificante largo) que se expresaron
diferencialmente entre LLA-B pediatrica y muestras de médula ésea sana. El par
RNAINnc/RNAmM mas relevante fue AL133346.1/CCN2 (anteriormente conocidos como
RP11-6918.3/CTGF), cuya expresién se correlaciond positivamente y aumentd en las
muestras de LLA-B. Su patrén de expresion diferencial y su fuerte correlacién se
validaron en datos externos de LLA-B del repositorio The Cancer Genome Atlas
(TCGA). El analisis de la curva de supervivencia demostrd que los pacientes con niveles
de expresion de RNAm "high" de CCN2 tenian una supervivencia general mas alta que
aquellos con niveles "low" (p = 0,042), de modo que este gen podria ser un biomarcador
pronéstico independiente en LLA-B pediatrica. Estos hallazgos muestran una de las
primeras descripciones detalladas de los perfiles de expresion de IncRNA en LLA-B
pediatrica e indican que estos biomarcadores potenciales podrian ayudar en la
clasificacion de subtipos de leucemia y que la expresidon de CCN2 podria predecir la

supervivencia de los pacientes con leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica.

Las secuencias fueron definidas previamente y estan disponibles en Genbank: SEQ ID
1 o SEQ AL133346.1 se identifica con GenBank: AL133346.1
[hitps:/Amvww.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/AL133346.1] mientras que SEQ ID 2, o SEQ
CCN2 se identifica con GenBank ID: 1490

[https://mww.ncbi.nim.nih.gov/gene/?term=1490].

Asi, un primer aspecto de la invencién esta relacionado con el uso de RNAm y de RNA
no codificante largo (INcCRNA) en medicina. Particularmente con el uso del RNAInc
AL133346.1 y el RNAm CCN2 en medicina.

La invencién describe especificamente un método para usar RNAm para el diagnéstico
de leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica, en el cual el RNAmM es un RNA
largo no codificante (RNAINc), y mas especificamente el RNAInc AL133346.1, que se
usa como biomarcador para el diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda de células B
pediatrica. En este caso, junto con el RNAInc AL133346.1, se utilizan otros RNAmM
también como marcadores para el diagnéstico de leucemia linfoblastica aguda de

células B pediatrica, y mas especificamente el RNAm CCN2.
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Una realizacion preferida se refiere al uso de AL133346.1 y CCN2 para el diagnéstico,
pronéstico, prevencion, mejora, alivio o tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda

de células B pediatrica.

Otro aspecto de la invencidn se relaciona con un método in vitro para la obtencion de
datos utiles para el diagndstico, pronéstico de la leucemia linfoblastica aguda de células
B pediatrica y clasificacion de los individuos en a) individuos con alto riesgo de padecer
leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica b) individuos con bajo riesgo de
padecer leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica, que comprende:

i) obtener una muestra biologica aislada de un individuo, y

i) cuantificar la cantidad del RNAInc AL133346.1 expresada en la muestra.

Adicionalmente, el método in vitro comprende incluye el siguiente paso:
ii) cuantificar la cantidad de uno o mas RNAm presentes en la muestra, y mas

especificamente el RNAm CCN2.

En otra realizacion particular, el método in vitro de la invencién compara los productos

de expresion obtenidos en las etapas (i) y (iii) con una referencia control.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un método para el diagnostico, pronéstico y
clasificacién de individuos que comprende los pasos previos (i) - (iii) y que ademas
incluye asignar un individuo del paso (i) al grupo de individuos con alto riesgo de padecer
de leucemia linfoblastica aguda de células B pediatricas cuando los niveles de expresion
de AL133346.1, de AL133346.1 y otros RNAmM, 0 AL133346.1 y CCN2 son mas altos en

comparacion con un nivel de referencia.

Los pasos (ii) y/o (iii) de los métodos descritos anteriormente pueden automatizarse total
0 parcialmente, por ejemplo, mediante un equipo sensor robédtico para detectar la

cantidad en el paso (ii) o la comparacion computarizada en el paso (iii).

Una "muestra biolégica aislada" incluye, pero no se limita a, células, tejidos y/o fluidos
biolégicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un

experto en la técnica.

El término "individuo", como se usa en la descripcién, se refiere a animales,

preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente humanos. El término "individuo" no
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pretende ser limitante en ningun aspecto; puede ser de cualquier edad, sexo o condicién

fisica.

El término "producto de expresién”, también llamado "producto génico", se refiere al
material bioquimico, ya sea RNA o proteina, resultante de la expresién de un gen. A
veces, se usa una medida de la cantidad de producto génico para inferir como de activo

se encuentra un gen.

En una realizacion particular, la deteccidn del producto de expresion se realiza mediante
al menos uno de los métodos seleccionados entre: HPLC (cromatografia liquida de alta
resolucion), LC/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas), ELISA,
DAS ELISA, inmunoprecipitacion de proteinas, inmunoelectroforesis, Western Blot,
inmunotincion de proteinas, Northern Blot, PCR de transcripciéninversa (RT-PCR), PCR
cuantitativa (g-PCR), RIA (radicinmunoensayo), hibridacién in situ, ensayo de proteccion
de nucleasas, secuenciacion masiva, técnicas  inmunocitoquimicas o
inmunohistoquimicas, microarrays de DNA gendmico, microarrays de proteinas,
microarrays de RNA mensajero, microarrays de DNAc, microarrays de péptidos,
micorarrays de tejidos, microarrays de células o transfeccion, microarrays de
anticuerpos, microarraysde lisado o suero, microarrays de proteinas de fase reversa,

microarrays de péptidos o microarrays de genotipado.

En otra realizacion particular, la deteccion de los productos de expresidn SEQ
AL133346.1 and SEQ CCN2 se lleva a cabo mediante RT-PCR cuantitativa.

KIT O DISPOSITIVO DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion es un kit o dispositivo para el diagnéstico de leucemia
linfoblastica aguda de células B pediatrica que comprende todos los elementos
necesarios para detectar los niveles de expresién de RNAm del RNAInc 133346.1 y/o
CCN2.

Los elementos necesarios para el kit descrito en la reivindicaciéon anterior podrian ser
todos los cebadores, sondas y/o anticuerpos capaces de detectar y cuantificar las

cantidades de RNAm expresadas usando la técnica de RT-PCR cuantitativa.
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Ademas, el kit puede incluir todos los soportes y contenedores necesarios para la puesta
en marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit también comprende instrucciones para

realizar los métodos de la invencién.

En una realizacion particular, el kit o dispositivo de la invencién, que comprende

cebadores, sondas y/o anticuerpos capaces de cuantificar detectan los productos de

expresion de RNAInc AL133346.1 y de CCN2:
- los cebadores son secuencias de oligonucleétidos de entre 10 y 30 pares de
bases, mas preferiblemente entre 15 y 25 pares de bases, incluso mas
preferiblemente entre 18 y 22 pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente
alrededor de 20 pares de bases, que tienen una identidad de al menos 80% |,
mas preferiblemente de al menos 90%, incluso mas preferiblemente de al menos
95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos 98%, y particularmente
100%, con un fragmento de la secuencia complementaria de AL133346.1,
- las sondas son secuencias de oligonucleétidos de entre 30 y 1100 pares de
bases, mas preferiblemente entre 100 y 1000 pares de bases, e incluso mas
preferiblemente entre 150 y 500 pares de bases, que tienen una identidad de al
menos 80%, mas preferiblemente al menos 90%, incluso mas preferiblemente al
menos 95%, aun mucho mas preferiblemente al menos 98%, y particularmente

100%, con un fragmento de las secuencias complementarias a CCN2

Otro aspecto se refiere al uso del kit de la invencién para el diagnéstico, pronoéstico de
leucemia linfoblastica aguda de células B pediatrica y clasificacion de los individuos en
a) individuos con alto riesgo de padecer leucemia linfoblastica aguda de células B
pediatrica b) personas con bajo riesgo de padecer leucemia linfoblastica aguda de
células B pediatrica,

INVENCION IMPLEMENTADA EN ORDENADOR

Otro aspecto de la invencion se refiere a medios de almacenamiento legibles por
computadora que comprenden instrucciones de programa capaces de hacer que una

computadora realice los pasos de cualquiera de los métodos de la invencion.

La invencién también se extiende a programas de ordenador adaptados para que
cualquier medio de procesamiento pueda realizar los métodos de la invencién. Dichos
programas pueden adoptar la forma de cédigo fuente, cédigo objeto, una fuente

intermedia de coédigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma parcialmente
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compilada, o en cualquier otra forma adecuada para su uso en la implementacion de los
procesos segun la invencién. Los programas informaticos también abarcan aplicaciones

en la nube basadas en este procedimiento.

En particular, la invencion abarca programas informaticos dispuestos en o dentro de un
soporte. El operador puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de respaldar el
programa. Cuando el programa esta incorporado en una sefial que puede ser
transportada directamente por un cable u otro dispositivo 0 medio, el portador puede
estar compuesto por dicho cable u otro dispositivo o medio. Como variante, el portador
podria ser un circuito integrado en el que se incluya el programa, estando adaptado el
circuito integrado para ejecutar, o para ser utilizado en la ejecuciéon de los procesos
correspondientes.
Por ejemplo, los programas podrian estar incrustados en un medio de almacenamiento,
como una ROM, un CD ROM o una ROM de semiconductores, una memoria USB o un
medio de grabacién magnético, por ejemplo, un disquete o un disco. Durado.
Alternativamente, los programas podrian apoyarse en una sefal portadora transmisible.
Por ejemplo, podria ser una seial eléctrica u optica que podria ser transportada a través
de un cable eléctrico u optico, por radio o por cualquier otro medio.
La invencién también se extiende a programas de ordenador adaptados para que
cualquier medio de procesamiento pueda realizar los métodos de la invencién. Dichos
programas pueden adoptar la forma de cédigo fuente, cédigo objeto, una fuente
intermedia de coédigo y codigo objeto, por ejemplo, como en forma parcialmente
compilada, o en cualquier otra forma adecuada para su uso en la implementacion de los
procesos segun la invencién. Los programas informaticos también abarcan aplicaciones
en la nube basadas en este procedimiento.

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible
por ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que
un lleve a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una sefial transmisible que comprende

instrucciones de programa capaces de hacer que una computadora lleve a cabo los

pasos de cualquiera de los métodos de la invencién.

Los términos "oligonucledtido" y "acido nucleico” se usan indistintamente en este
documento, refiriéndose a formas poliméricas de nucleotidos de cualquier longitud, tanto
ribonucleétidos (RNA o RNA) como desoxirribonucledtidos (DNA o DNA). Los términos

"secuencia de aminoacidos", "péptido", "oligopéptido", "polipéptido" y "proteina" se
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utilizan indistintamente en el presente documento y se refieren a una forma polimérica
de aminoacidos de cualquier longitud, que puede ser codificante o no codificante

modificado quimica o bioquimicamente.

Alolargo de la descripciony las reivindicaciones, la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para
los expertos en la técnica, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion
surgiran en parte de la descripciéon y en parte de la practica de la invencién.

Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién y no pretenden

limitar la presente invencién.

EJEMPLOS DE LA INVENCION

Materiales y métodos

A menos que se especifique lo contrario, todos los analisis se realizaron utilizando R

(versién 4.0.1) y Bioconductor (versién 3.11).
Andlisis estadistico

La normalizacion de los datos continuos se evalué mediante los graficos Q-Q y el test
de Shapiro-Wilk. Para los datos normales, se obtuvo la media y la desviacion estandar,
y se realizaron pruebas t de Student de dos colas tras verificar la igualdad de las
varianzas. Para los datos no normales, se obtuvo la mediana y los cuartiles, y se
aplicaron pruebas de suma de rangos de Wilcoxon bilateral. Se realizaron ajustes de
comparaciones multiples utilizando el método Benjamini-Hochberg para los casos

aplicables.

Analisis de los datos de microarray

Los valores de expresion génica sin procesar y normalizados para cada muestra en el
analisis de nuestro estudio previo de microarray [21] estan disponibles publicamente en
Gene Expression Omnibus (GSE128254). Los métodos para el procesamiento de
muestras, la hibridacidon de microarrays y el analisis de los datos se explican de forma
detallada en la seccién “Preprocesamiento de datos y analisis de expresién diferencial’
de los Métodos Suplementarios de la publicacién original [21]. Los RNAIncs/RNAms
diferencialmente expresados entre muestras tumorales y normales se obtuvieron de

aquellos que presentaban una tasa de descubrimiento falso (FDR) < 0,05 y un
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incremento de expresion en valor absoluto (fold change) > 1,5 veces. Luego, realizamos
un agrupamiento jerarquico basado en el coeficiente de correlacién de Spearman para
identificar los patrones de expresién de RNAmM y RNAInc entre el tumor y las muestras

de médula ésea sana.
Andlisis Gene Ontology

Realizamos un anélisis Gene Ontology para identificar rutas bioldgicas, funciones
moleculares o componentes celulares significativamente enriquecidas relacionados con
los RNAIncs expresados diferencialmente identificados en el analisis de microarray entre
muestras tumorales y normales (FDR < 0,05, fold change (absoluto) > 1.5). Los genes
codificantes de proteinas asociados a los pares RNAINC/RNAmM expresados
diferencialmente fueron predichos por el fabricante del microarray basandose en su
proximidad genémica, uniones de RNAmi predichas y la literatura cientifica, tal como se
describe en “Disefio de microarrays y regulacion predicha entre RNAIncs y genes
codificantes de proteinas” de los Métodos Suplementarios de la publicacién original [21].
Usando estas predicciones, realizamos el analisis Gene Ontology de la siguiente

manera:

i. Encontrando los RNAIncs importantes regulados al alza o a la baja en
nuestro andlisis de LLA-B pediatrica frente a médula 6sea sana. Analizamos
los RNAIncs regulados al alza o a la baja de manera separada.

i. Usando las predicciones de RNAInc/RNAm, encontrando los RNAmMs que se
predijeron que estaban asociados con los RNAIncs seleccionados.

iii. Introducir la lista de RNAms en el programa Enrichr [39,40] para encontrar
términos ontologicos de genes enriquecidos de forma significativa.

iv.  Simplificar los términos de la ontologia genética utilizando el programa
ReviGO [41] con los parametros predeterminados y proporcionando los

valores de FDR para cada término GO.

Analisis de conjuntos de datos externos

Descargamos los datos de expresidn génica de los pacientes con LLA del portal de
datos Genomic Data Commons (Proyecto TARGET, ultima actualizacién 6 Junio 2020;
N = 506). Los datos fueron descargados utilizando el paquete de R TCGABIolinks
(v2.16.0). En el caso de las muestras procedentes del mismo paciente, se descartaron
aquellas con un menor tamano de libreria (N = 477). Para los datos de expresién, las

lecturas crudas por gen fueron normalizadas utilizando el método TMM. Posteriormente,
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estos valores fueron transformados a log2 (lecturas por millén) mediante el paquete de
R edgeR (v3.30.3). Para el analisis de supervivencia, los pacientes mayores de 14.99
anos fueron filtrados (N = 321). Asi, se obtuvo la poblacion que presentaba el subtipo B
(N = 120) y el subtipo T (N = 200) para el analisis completo. En este caso, la poblacién
del subtipo B consistia en muestras pre-B (112/120, 93,33%) y muestras B (8/120,
6,67%), mientras que la poblaciéon que presentaba el subtipo T mostraba unicamente

muestras T.

Adicionalmente, descargamos los datos externos de expresion génica para las lineas
celulares LLA procedentes del repositorio Cancer Cell Line Encyclopedia

(https://portals.broadinstitute.org/ccle/data). Se descargaron los datos de expresidon

génica normalizados en valores TPM procedentes del repositorio de dicha base de datos
(version 2019-09-29, N = 1019). Gracias a la informacion sobre las lineas celulares
disponible en el portal DepMap, se seleccionaron las lineas celulares LLA-B (N = 14) y
LLA-T (N = 16). Los datos de expresidén génica normalizados fueron transformados a la
escala logaritmica log2 para los siguientes analisis. Estos ultimos datos ya
transformados se utilizaron para obtener la informacién de la expresién génica de
ALL133346.1y CCN2.

Los datos descargados de ambas bases de datos fueron utilizados para la comparacién
de la expresion génica entre ambos subtipos mencionados y para estudiar la correlacion

del RNAInc/RNAm usando el coeficiente de correlacién de Spearman.

Analisis de supervivencia

Los datos clinicos asociados a los pacientes con LLA procedentes del proyecto TARGET
se descargaron del repositorio NCI-TARGET (Therapeutically Applicable Research To
Generate Effective Treatments) (https://target-data.nci.nih.gov/Public/ALL/clinical/).
Usamos los niveles de expresion de AL133346.1 y CCN2 de los datos de TARGET para
analizar su correlacién con la supervivencia general de los pacientes con LLA,
considerando las muertes como eventos. Dividimos a los pacientes en dos grupos para
ambos genes segun sus niveles de expresion. Estas variables de expresion génica se
dicotomizaron en subgrupos "Low" y "High" utilizando el valor de la mediana de la
expresion génica como umbral para CCN2 y AL133346.1 para LLA-B. Estas variables
se dicotomizaron en los mismos subgrupos mencionados si los valores de expresion
eran nulos o no nulos para el subtipo T, respectivamente. La asociacion entre las
caracteristicas clinicas y los grupos de expresiéon génica se midié utilizando la prueba

exacta de Fisher. Representamos las curvas de Kaplan-Meier para los grupos de
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pacientes "Low" y “High" para ambos genes utilizando los paquetes de R survival (v3.1-
11) y survminer (v0.4.6), y la significancia se del andlisis de midié usando el univariante
prueba de rango logaritmico. Ademas, estudiamos el efecto de diferentes covariables
clinicas sobre la supervivencia global de los pacientes realizando el test de rangos
logaritmicos univariante. Las covariables clinicas que mostraron una p < 0,2 en el

analisis univariante se utilizaron para una regresién de Cox multivariante.

Resultados

RNAInc expresados en LLA-B

Para determinar los perfiles de expresion de RNAInc en LLA-B pediatrica, comparamos
los niveles de expresion de RNAInc en 42 muestras de pacientes pediatricos con LLA-
B con 4 muestras de médula ésea sanaS (Figura 1), [42]. A pesar de |la heterogeneidad
molecular de la LLA-B pediatrica, identificamos un perfil de expresién diferencial comun
que podria distinguir las muestras de LLA-B pediatrica de las muestras de médula ésea
sanas. Estableciendo un fold change > 1,5 y FDR <0,05, identificamos 48 RNAInc que
se expresaban de forma diferente entre todos los B-ALL muestras tumorales y sanas.
De los 48, 20 estaban regulados al alza y 28 a la baja (Tabla de material suplementario
1, en [42]). Los INcRNA sobreexpresados en la LLA-B pediatrica fueron XLOC_007191
(~ 7 veces), PCNA-AS1 (~ 7 veces) y AL133346.1 (~ 6 veces), mientras que los
reprimidos fueron RP11-807H22.6 (~ 14 veces), CXCR2P1 (~ 6 veces) y BC127858 (~
4 veces) (Figura 2a). CCN2 fue el cuarto gen codificador de proteinas sobreexpresado
(logFC = 2,56, FDR = 3,0 - 10-6) (Figura 2b) [42].

Debido a la falta de anotacién funcional de los IncRNA, para analizar las funciones
bioldégicas de los RNAInc expresados diferencialmente entre LLA-B pediatrica y las
muestras de médula ésea sana, realizamos un analisis de Ontologia de los genes
codificantes de proteinas asociados a los RNAInc expresados diferencialmente segun
el fabricante de microarrays. En el top de los términos de la Ontologia de Genes
sobreexpresados aparecian términos relacionados con la regulacion de la angiogénesis
(p = 0,019) (ANGPTL4, NF1 y TNFAIP3), reparacion del DNA (p = 0,025) (PCNA vy
UBE2V1) y la via de transduccién de sefiales de la proteina RAS. (p = 0,025) (NF1,
RAB4A y RAB11B) (Figura 6a). Los términos de Ontologia de Genes reprimidos incluian
términos relacionados con la regulacion negativa de la secrecién de interleucina-1 (p =
7,36 - 10-5) (CARD17 y CARD18), la regulacién de la respuesta al estimulo de dafio del
DNA (p = 6,20 - 10-4) (HMGA2 y FEM1B) y la regulaciéon del proceso apoptotico (p =
1.04 - 10-3) (ACTN1, EPHA1, HMGA2, JUN y NOTCHZ2) (Figura 6b). En conjunto, estos
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resultados sugieren una firma oncogénica general asociada con los perfiles de expresién
de RNAInc/RNAm en LLA-B pediatrica en comparaciéon con muestras de médula ésea

sana.

Los niveles de expresiéon de AL133346.1/CCN2 estan incrementados en LLA-B

Al comparar los perfiles de expresién de RNAInc/RNAmM de los pacientes con LLA-B
pediatrica vs. médulas déseas sanas, la pareja AL133346.1/CCN2 (anteriormente
conocidos como RP11-6918.3/CTGF) presenté diferencias entre ambos grupos de
muestras. Asimismo, AL133346.1/CCN2 se sobrexpresaron en pacientes ETV6-
RUNX1-positivo vs. ETV6-negativo (fold change = 1,79, p ajustado = 0,036) [21].
Ademas, tanto AL133346.1 como CCN2 estuvieron, individualmente, entre los
principales RNAInc expresados diferencialmente y genes codificantes de proteinas,
respectivamente (Figura 2) [42]. En andlisis anteriores de multiples conjuntos de datos
independientes, los niveles de expresidon de AL133346.1 y CCN2 fueron los mas
fuertemente correlacionados entre todos los pares RNAInc/RNAm [21]. Sus patrones de
expresion diferenciales y su fuerte correlacion nos llevaron a investigar mas a fondo
AL133346.1 CCN2 en bases de datos externas.

Ampliamos el andlisis de AL133346.1/CCN2 al The Cancer Genome Atlas (TCGA)
(TARGET-ALL-P1 y TARGET-ALL-P2), que es la mayor coleccion disponible de datos
de expresion génica de ALL pediatrica. Después de excluir a los pacientes mayores de
14,99 afos y aquellos sin datos de expresion de AL133346.1 y CCN2, la poblaciéon
TARGET consistié en 320 pacientes (120 LLA-B y 200 LLA-T). El conjunto de datos
LLA-B pediatrica de TARGET consistié principalmente en muestras pre-B (112/120,
93,33%) siendo su cohorte mas representativa el fenotipo comun B (38/42, 90,48%).
Debido a que no habia mejores controles, evaluamos la especificidad de la expresién
de AL133346.1 y CCN2 comparando su expresion en LLA-B y en LLA-T. Las LLA-B
mostraron niveles de expresion mayores de AL133346.1 y CCN2 que LLA-T (Figura
3a). AL133346.1 y CCN2 se expresaron en todos los subtipos analizados de LLA-B
pediatrica, expresando mayor cantidad las LLA-B ETV6/RUNX1-positivas (Figura 7).
Nuestros resultados se validaron también en la base de datos de de lineas celulares
Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) (Figura 3b). En general, estos resultados
confirman que AL133346.1 y CCN2 se expresan en LLA-B pediatrica y que su expresion

es baja o0 ausente en LLA-T.
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La expresién de AL133346.1/CCN2 esta correlacionada en muestras pediatricas
de LLA-B

Los RNAInc pueden regular la expresion de los RNAmM mediante varios mecanismos, lo
que puede dar como resultado un patron de correlacion significativo entre la expresion
del RNAInc y el RNAm asociado [29]. Previamente, nuestro grupo de investigacion
publicé que que existia una fuerte correlacion positiva entre los niveles de RNAm de
AL133346.1 y CCN2 en datos externos de tres estudios de microarrays con pacientes
pediatricos con LLA-B [21].

Para confirmar estos hallazgos, realizamos un andlisis de correlacién de Spearman
entre los niveles de expresion de AL133346.1 y CCN2 medidos por secuenciacion de
RNA en muestras LLA-B procedentes del proyecto TARGET y de la CCLE. Encontramos
una correlaciéon positiva estadisticamente significativa entre la expresién de AL133346.1
y CCN2 en pacientes pediatricos de LLA-B de TARGET (N = 120, coeficiente de
correlacion de Spearman = 0,717, p <0,0001). Por el contrario, los niveles de expresion
de AL133346.1 y CCN2 no se correlacionaron en LLA-T pediatrica (N = 200, coeficiente
de correlacion de Spearman = 0,099, p = 0,163), sugiriendo que la correlacion es
especifica de LLA-B o que AL133346. 1 no se expresa en LLA-T. De manera similar,
obtuvimos una fuerte correlacién en las lineas celulares LLA-B de la CCLE (N = 14,
coeficiente de correlacion de Spearman = 0.799, p = 0.001), mientras que esta
correlacion no se encontrd en las lineas celulares LLA-T (N = 16) porque AL133346.1
no se expresd en ninguna linea celular LLA-T. Ademas, los niveles de RNAm y proteinas
de CCN2 estan moderadamente correlacionados (coeficiente de correlacién de

Spearman = 0,518, p = 0,001) segun los datos de Yang y colbs [30].

Para evaluar si AL133346.1 podria estar involucrado en la regulacién de otros genes,
analizamos las correlaciones por pares de la expresion de AL133346.1 y la expresion
de todos los genes (codificantes y no codificantes de proteinas) en nuestros datos del
microarray y en TARGET. En nuestro propio microarray, que incluia 1906 genes
codificadores de proteinas, la expresidbn de AL133346.1 solo se correlaciono
significativamente con la expresion de CCN2. En los datos del proyecto TARGET, 9.080
genes mostraron una correlaciéon estadisticamente significativa con la expresion de
AL133346.1 en los datos de LLA-B pediatricos, y CCN2 se encontraba entre los 100
primeros. En cualquier caso, sefialan que la correlacién entre estos dos genes,

AL133346.1 y CCN2, no significa necesariamente que uno de ellos modula al otro.

Analisis de los mecanismos de regulacién de AL133346.1/CCN2
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Aunque la expresion de un RNAInc y su gen codificante de proteina vecino se encuentre
correlacionada, los RNAIncs podrian no estar regulando directamente a estos genes.
Estudios de referencia en este campo han demostrado que la funcién de regulacion que
gjercen ciertos genes de RNAInc podrian no encontrarse en el mismo producto RNA
sino en los elementos reguladores contenidos dentro del mismo gen del RNAInc. Asi,
un factor de transcripcion comun podria modular la expresién tanto del RNAInc como de
su gen codificante de proteina vecino produciendo esta transcripcién correlacionada
[31,32]. Para evaluar si este fendbmeno puede explicar la coexpresion de AL133346.1y
CCN2, los inventores estudiaron la localizacion gendémica de ambos genes y buscaron
los promotes cercanos y las regiones reguladoras proximales. AL133346.1 y CCN2 se
localizan en el cromosoma 6 (g23.2) en diferentes cadenas. Ambos genes se
encuentran orientados “head-to-head” solapando parcialmente y sus lugares de inicio
de transcripcién se encuentran separados 2,770 pb. De acuerdo a la base de datos
GeneHancer [33], que integra informacién sobre promotores y potenciadores de la
transcripcién de distintas bases de datos, AL133346.1 y CCN2 comparten dos de sus
promotores/potenciadores predichos con alta puntuacién: GH06J131946 vy
GHO06J131976 (Figura 4). Estos dos potenciadores de transcripcion se clasifican como
potenciadores de alta probabilidad (anotados como “élite”) y muestran una fuerte
asociacion potenciador-gen. Los resultados de la corrrelacién positiva mencionados
anteriormente en LLA-B indican la posibilidad de que el gen codificante de proteina
CCN2 y su RNAInc antisentido AL133346.1 se expresan de manera tejido especifica
cuando su locus se encuentra transcripcionalmente activo. Segun estos resultados, los
inventores proponen como modelo: (i) AL133346.1 regula la expresién de CCN2 en cis;
o (ii) AL133346.1 y CCN2 se encuentran especificamente modulados en LLA-B por los

mismos elementos reguladores.

Una elevada expresion de CCN2 se asocia con un mejor pronéstico

Para determinar el valor prondstico de la expresion de AL133346.1 y CCN2, realizamos
un analisis de supervivencia utilizando datos clinicos pediatricos de LLA-B de TARGET.
La informacion clinica incluyé sexo, edad al diagndstico, afectacion del sistema nervioso
central, t(12;21) [ETV6/RUNX1], t(1;19) [TCF3/PBX1], t(9;22) [BCR/ABL1],
reordenamiento MLL, trisomia de los cromosomas 4 y 10 y numero de cromosomas
(Tabla de material complementario 2).

Encontramos una diferencia estadisticamente significativa entre los subgrupos de

pacientes con expresion "alta" y "baja" de AL133346.1 y CCN2 y covariables clinicas
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(Figura 8, Figura 9; Tabla de material suplementario 3, en [42]). Dos de los parametros
clinicos mas fiables para determinar la agresividad, las translocaciones t(12;21)
[ETV6/RUNX1]y t(1;19) [TCF3/PBX1] [34], no se distribuyeron homogéneamente en los
subgrupos analizados. Observamos que los subgrupos de expresién "alta" de
AL133346.1 y CCN2 incluian el 90% y el 100% de los pacientes con la t(12;21) [ETV6-
RUNX1], mientras que sélo tenian 29% y 0% de los pacientes con la t(1;19) [TCF3-
PBX1], respectivamente (Figura 8, Figura 9; Tabla de material suplementario 3, en [42]).
Los analisis univariables de Cox para las variables tradicionalmente relacionadas con la
supervivencia en la LLA-B pediatrica revelaron que el género masculino (p = 0,030), la
fusion del gen TCF3-PBX1 (p < 0,001) y la ploidia (hipodiploidia: p = 0,005; hiperdiploidia
parcial: p = 0,033; hiperdiploidia alta: p = 0,019) se asociaron significativamente con una
supervivencia mas corta, mientras que la edad al diagnéstico (p = 0,186), la afectacion
del SNC (p = 0,943), la fusién del gen ETV6-RUNX1 (p = 0,490), la fusién del gen BCR-
ABL1 (p = 0,689) y la trisomia de los cromosomas 4 y 10 (p = 0,418) no fueron
estadisticamente significativas en esta cohorte. Al dividir a los pacientes usando la
mediana de la expresion de AL133346.1 o CCN2, encontramos que los pacientes con
alta expresion de CCN2 (CCN2 "high)" se asociaron con tiempos de supervivencia
general (SG) mas largos (p = 0,042; HR: 0,566, IC del 95%: 0,328-0,980) (Figura 5)
mientras que no hubo asociacion entre la SG y la expresion de AL133346.1 (p = 0,77)
(Figura 10).

Aunque la expresion de AL133346.1 y CCN2 se correlacionaron significativamente, y
CCN2 fue el gen codificante de proteina mas altamente correlacionado con AL133346.1,
s6lo CCN2 se asocio significativamente con OS. Este hecho se puede explicar porque
la correlacion entre AL133346.1 y CCN2 no es perfecta. Esto sugiere que AL133346.1
puede participar en procesos biolégicos independientes de CCN2, lo que interferiria con
la asociacion de AL133346.1 con OS. Ademas, todas las covariables clinicas con p <
0,2 en el analisis univariable de Cox, junto con la expresion de CCN2, se utilizaron para
un analisis multivariable de Cox. El gen de fusion TCF3-PBX1 fue la variable mas
importante en la SG de LLA-B pediatrica (p = 0,003). Estos resultados revelaron que la
expresion "alta" de CCN2 (CCN2 "high”) podria ser un factor pronostico asociado a una
SG mas prolongada (p = 0,045) (HR: 0,448, IC del 95%: 0,204-0,984) (Tabla de material
suplementario 4, en [42]). Aunque el subgrupo de expresion "alta" de CCN2 se
enriquecio significativamente en pacientes con la translocacion t(12;21) [ETV6-RUNX1]
(p = 0,0001) y sin la translocacion t(1;19) [TCF3-PBX1] (p = 0,002) (Tabla de Material
Complementario 3), no se encontré asociacién entre t(12;21) [ETV6/RUNX1] y OS, y

tuvieron en cuenta la translocacion t(1;19) [TCF3-PBX1] en el modelo multivariable de
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Cox. Por tanto, la expresion de CCN2 podria distinguir entre dos subgrupos clinicamente
diferentes independientemente de las translocaciones en las leucemias.

Finalmente, para evaluar si CCN2 podria ser un biomarcador de prondstico especifico
de LLA-B pediatrica, los inventores realizaron un analisis de supervivencia utilizando
datos clinicos de LLA-T (Tabla S5). La expresion "alta" de CCN2 no se asocié (p = 0,29)
con un beneficio en la supervivencia para los pacientes con LLA-T (Figura 11a), lo que
indica un papel especifico de CCN2 en LLA-B pediatrica. Ademas, no hubo asociacion
entre la SG y la expresién de AL133346.1 (p = 0.39) en pacientes pediatricos con LLA-
T (Figura 11b).

CCN2 pertenece a la familia de proteinas Cellular Communication Network (CCN). Esta
familia de proteinas asociadas a la matriz extracelular se caracteriza por tener cuatro
dominios conservados ricos en cisteina y esta implicada en la sefalizacién intercelular
[35]. En las neoplasias hematopoyéticas, la familia CCN juega un papel importante en
la diferenciacion de células madre hematopoyéticas (HSC) y células madre
mesenquimales [36]. El valor pronostico de la familia de proteinas CCN varia en las
diferentes neoplasias hematolégicas [36]. De acuerdo con sus resultados, varios
estudios correlacionaron significativamente la expresién de CCN2 con una mayor
supervivencia global en linfomas tratados con quimioterapia [37,38]. Sin embargo, se
necesitan mas estudios especificos en la LLA-B pediatrica para determinar si los niveles

de expresion de CCN2 podrian influir en el resultado del tratamiento del paciente.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso del IncRNA AL133346.1 como marcador para el diagnostico, prognosis,
prevencidén, mejora o alivio en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda de

células B pediatrica.

2.- Uso del IncRNA AL133346.1 como marcador para el diagnéstico de la leucemia

linfoblastica aguda de células B pediatrica.

3.- Uso, segun reivindicacion anterior, que ademas emplea al menos otros RNAs

mensajeros (MRNA) para el diagnostico de la leucemia linfoblastica aguda pediatrica.
4.- Uso, segun reivindicacion anterior, en el que el mRNA es CCN2.

5.- Método de obtencion de datos utiles, para el diagnostico, prognosis, prevencion,

mejora o alivio en el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda, que comprende:
i) obtencidén de una muestra aislada de médula 6sea del individuo

ii) cuantificar las cantidades de INCRNA AL133346.1 expresadas en dicha

muestra.

6.- Método de obtencion de datos utiles, segun reivindicacion anterior, que ademas
comprende la cuantificacion de las cantidades de uno 0 mas mRNAs presentes en la

muestra.

7.- Método de obtencidn de datos utiles, segun reivindicacién anterior, en la que el
mMRNA es CCN2.

8.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 5 a 7, que ademas comprende:

iiiy comparar las cantidades de mRNA cuantificadas con unas cantidades de

referencia

9.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 5-8, donde los pasos (ii) e (iii)

pueden ser total o parcialmente automatizados.

10.- Un método segun cualquiera de las reivindicaciones 7-10, que ademas comprende
asignar al individuo del que se toma la muestra al grupo de individuos que padecen

leucemia linfoblastica aguda pediatrica cuando presentan unos niveles de expresion del
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INcRNA AL133346.1, de AL133346.1 y otro mRNA, o de AL133346.1 y CCN2,

superiores a la cantidad de referencia.

11.- Método segun las reivindicaciones anteriores, donde la muestra bioldgica es una

muestra de médula 6sea.

12.- Un kit o dispositivo para diagnosticar leucemia linfoblastica aguda pediatrica de
células B que comprende los elementos necesarios para detectar los niveles de
expresion de IncRNA AL133346.1

13.- Un kit o dispositivo segun reivindicacion anterior que comprende los elementos

necesarios para detectar los niveles de expresién de INcCRNA y al menos un mRNA.

14.- Un kit o dispositivo segun reivindicacion anterior que comprende los elementos

necesarios para detectar los niveles de expresion de INcCRNA y CCN2.

15.- Un kit, segun reivindicaciones 12, 13 o 14, que comprende primers, sondas y/o
anticuerpos capaces de detectar y cuantificar las cantidades de mRNA expresados
mediante RT-PCR.

16.- Programa de ordenador que implementa el procedimiento para que cualquier medio

de procesamiento pueda llevar a cabo los métodos segun reivindicaciones 5 a 11.
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1. Claims Nos.: 5
because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Claim 5 relates to a subject matter that is considered by this International Searching Authority to be affected
by PCT Rule 67.1(iv), concerning a method for treatment of the human or animal body by surgery.
Consequently, no search has been carried out in respect of step (i) of claim 5.

2. Claims Nos.. 1(partially), 3(partially), 5-8 (partially), 10(partially), 12-15
because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such an
extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

SEE EXTRA SHEET

3. [:I Claims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box No. Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

L. D As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all searchable
claims.

O

As all searchable claims could be searched without effort justifving additional fees, this Authority did not invite payment of
additional fees.

3. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers
only those claims for which tees were paid, specifically claims Nos.:

4. EI No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest I:I The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest and, where applicable, the
payment of a protest fee.
D The additional search fees were accompanied by the applicant’s protest but the applicable protest
fee was not paid within the time limit specified in the invitation.
I:I No protest accompanied the payvment of additional search fees.

Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (2)) (January 2015)
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C (continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Citation of documents, with indication, where appropriate, of the relevant passages

Relevant to claim No.

A

AFFINITO, O. et al. LncRNAs-mRNAs co-expression
network underlying childhood B-cell acute lymphoblastic
leukaemia: a pilot study. Cancers. September 2020,

Vol. 12, N° 9, Article N° 2489. ISSN 2072-6694 (electronic),
<DOI:10.3390/cancers12092489>. Especially:

paragraph 2.4.3; tables 1, S1.

CUADROS, M. et al. Expression of the long
non-coding RNA TCL6 is associated with clinical
outcome in pediatric B-cell acute lymphoblastic
leukemia. Blood Cancer Journal. November 2019,
Vol. 9, N° 12, Article N° 93. ISSN 2044-5385,
<DOI: 10.1038/s41408-019-0258-9>. Especially:
pages 1 - 4; supplementary tables S3, S5.

WO 2010/056351 A2 (STC UNM) 20/05/2010,
pages 47 - 48, 56-57; table S4.

WANG, W. et al. Differential expression patterns
of specific long noncoding RNAs and competing
endogenous RNA network in acute lymphocyte
leukemia. Hemasphere. June 2019, Vol. 3,
Supplement 1, page 37. ISSN 2572-9241 (print).
The whole document.

SI, J.-J. et al. [Long Non Coding RNA RP11-6918.3
expression in acute leukemia and its clinical
significance]. Zhongguo Shi Yan Xue Ye Xue

Za Zhi. August 2018, Vol. 26, N° 4, pages 978 - 983.
ISSN 1009-2137 (print),

<DOI: 10.7534/j.issn.1009-2137.2018.04.006>
(abstract) [on line database] [retrieved the 16.03.2022]
Retrieved from <Medline EPOQUE database>

AN NLM30111394.

LAJOIE, M. et al. Specific expression

of novel long non-coding RNAs in high-hyperdiploid
childhood acute lymphoblastic leukemia. Plos One.
March 2017, Vol. 12, N° 3, Article N° e0174124.
ISSN 1932-6203 (print), ISSN 1932-6203 (electronic),
<DOI: 10.1371/journal.pone.0174124>.

Especially: pages 9 - 14; table S1.

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (January 2015)
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Claims 1, 3, 5- 8, 10, and 12 - 15 are unclear and are not adequately supported by the description (PCT
Article 6):

Claim 1 is unclear and is not adequately supported by the description (PCT Article 6). The wording is
ambiguous, since it is unclear if only AL133346.1 is used as a marker or if additional RNAs are used. In
view of the dependent claims, it has been understood for the search that the scope of claim 1 is the use
of at least INcRNA AL133346.1 as a marker. In addition, claim 1 lacks essential features, since it does not
indicate the type of RNA maodification or its relationship with diagnosis. Moreover, claim 1 is not
adequately supported by the description, since it cannot be deduced from the description that the markers
examined are therapeutically active. Furthermore, it is stated on page 17, line 19, that there was no link
between survival and AL133346.1 expression levels. Consequently, the subject matter of claim 1 has
been understood as the use of the expression of IncRNA AL133346.1 and mRNA of CCN2 in an isolated
sample as markers in the diagnosis and prognosis of childhood B-cell acute lymphoblastic leukaemia
(childhood B-LLA), wherein an increase in the expression of these markers in relation to values for
healthy individuals is linked with the condition of childhood B-cell acute lymphoblastic leukaemia and an
increase in the expression of mMRNA of CCN2 is linked with a better prognosis for the disease. Therefore,
the scope of claims 1 to 4 is the same.

Claims 3, 6, 10 and 13 are not adequately supported by the description (PCT Article 6). Based on the
information in the description, it follows only that there is a link between the expression of mMRNA of CCN2
and B-LLA. Consequently, only this mRNA has been searched.

Claims 5 - 8, and 10 are unclear and are not adequately supported by the description for the same
reasons set forth for claim 1 (PCT Article 6). In addition, based on the description, if follows only that an
increase in the expression of these RNAs is linked with the condition of childhood B-cell acute
lymphoblastic leukaemia, this being the disease considered in the search. Therefore, the scope of claims
5 to 10 is the same.

Claims 12 - 15 are unclear (PCT Article 6) since the functional definition provided in these
claims for the essential reagents of the kit is unclear. In the case of claim 12, it should be noted
that the combined measurement of RNAs AL133346.1 and CCN2 is required in order to carry out
the method of the invention; hence, this claim is not supported by the description (PCT Article 6).
In addition, claim 15 lacks clarity and is not supported by the description (PCT Article 6): first, the
RNAs of the invention are expressed using microarrays, not using RT-PCR, since the application
contains no reference to expression analysis using this technique; and, secondly, it is not common
for antibodies to be used as essential reagents in RT-PCR. Therefore, these claims have not been
searched.

Form PCT/ISA/210 (extra sheet) (January 20135)
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INFORME DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud internacional n°

PCT/ES2021/070899

A. CLASIFICACION DEL OBJETO DE LA SOLICITUD
CI2Q1/6809 (2018.01)

De acuerdo con la Clasificacién Internacional de Patentes (CIP) o segiin la clasificacion nacional y CIP.

B. SECTORES COMPRENDIDOS POR LA BUSQUEDA

Documentacién minima buscada (sistema de clasificacion seguido de los simbolos de clasificacién)

C12Q

Otra documentacién consultada, ademds de la documentacién minima, en la medida en que tales documentos formen parte de los sectores
comprendidos por la bisqueda

Bases de datos electrénicas consultadas durante la biisqueda internacional (nombre de la base de datos y, si es posible, términos de
buisqueda utilizados)

EPODOC, WPI, PATENW, INVENES, BIOSIS, EMBASE, MEDLINE, XPESP, INSPEC, COMPDX, NPL,
XPOAC

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

. . e Relevante para las
Categoria Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes reivindicaciones n°

P.X CUADROS, M. et al. LncRNA-mRNA co-expression 1-11, 16
analysis identifies AL133346.1/CCN2 as biomarkers

in pediatric B-cell acute lymphoblastic leukemia.

Cancers. 17 diciembre 2020, Vol. 12, N°® 12, Articulo N° 3803.
ISSN 2072-6694 (electrénico), <DOI: 10.3390/cancers12123803>.
Todo el documento.

P.X GARCIA, D. et al. Bioinformatic analysis identifies 1-11, 16
specific co-expression of IncRNA/mRNA in pediatric

B-cell acute lymphoblastic leukemia. Pediatric

Blood and Cancer. Noviembre 2021, Vol. 68, Suplemento 5,
paginas: S108 - S109. ISSN 1545-5017,
<DOI:10.1002/pbc.29349>. Todo el documento.

En la continuacién del recuadro C se relacionan otros documentos Los documentos de familias de patentes se indican en el

anexo

* Categorias especiales de documentos citados: "T"  documento ulterior publicado con posterioridad a la fecha de

"A" documento que define el estado general de la técnica no presentacion internacional o de prioridad que no pertenece al
considerado como particularmente relevante. estado de la técnica pertinente pero que se cita por permitir

"E” solicitud de patente o patente anterior pero publicada en la la comprensién del principio o teoria que constituye la base
fecha de presentacién internacional o en fecha posterior. de la invencién.

"L"  documento que puede plantear dudas sobre una reivindicacion "X" documento particularmente relevante; la  invencién
de prioridad o que se cita para determinar la fecha de reivindicada no puede considerarse nueva o que implique
publicacién de otra cita o por una razén especial (como la una actividad inventiva por referencia al documento
indicada). aisladamente considerado.

"Y" documento particularmente relevante; la invencién
reivindicada no puede considerarse que implique una
actividad inventiva cuando el documento se asocia a otro u
otros documentos de la misma naturaleza, cuya combinacién
resulta evidente para un experto en la materia.

"O" documento que se refiere a una divulgacién oral, a una
utilizacién, a una exposicién o a cualquier otro medio.

"P" documento publicado antes de la fecha de presentacién
internacional pero con posterioridad a la fecha de prioridad

reivindicada.
"&" documento que forma parte de la misma familia de patentes.
Fecha en que se ha concluido efectivamente la bisqueda internacional. Fecha de expedicién del informe de biisqueda internacional.
16/03/2022 23 de marzo de 2022 (23/03/2022)
Nombre y direccién postal de la Administracién encargada de la Funcionario autorizado
buisqueda internacional E. Relafio Reyes

OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y MARCAS
Paseo de la Castellana, 75 - 28071 Madrid (Espafia)
N° de fax: 91 349 53 04 N° de teléfono 91 3498504

Formulario PCT/ISA/210 (segunda hoja) (Enero 2015)
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Recuadro I Secuencia(s) de nucleétidos y/o de aminoacidos (continuacién del punto 1.c de la primera hoja)

1. Con respecto a las listas de secuencias de nucleétidos y/o de aminoacidos divulgadas en la solicitud internacional y necesarias para la
invencién reivindicada, la biisqueda se ha llevado a cabo sobre la base de una lista de secuencias:

a. que forma parte de la solicitud internacional tal y como se presento:
en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25.
O en formato papel o en formato de archivo de imagen.

b O presentada junto con la solicitud internacional de acuerdo a la Regla 13.zer.1a) del PCT exclusivamente a los fines de la
" biisqueda, en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25.

c. [ Presentada con posterioridad a la fecha de presentacién tinicamente a los fines de la blisqueda internacional:

[ en formato de archivo de texto segtin Anexo C/ST.25 (Regla 13ter.1a)).
O en formato papel o en formato de archivo de imagen (Regla 13fer.1b) e Instrucciones Administrativas, seccién 713).

2.4 Ademds, en caso de que se haya presentado mds de una versién o copia de una lista de secuencias se ha entregado la declaracién
requerida de que la informacién contenida en las copias subsiguientes o adicionales es idéntica a la que formaba parte de la
solicitud tal y como se presentd o no va mds alld de lo presentado inicialmente.

3. Comentarios adicionales:

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (1)) (Enero 2015)
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Recuadro II Observaciones cuando se estime que algunas reivindicaciones no pueden ser objeto de blisqueda (continuacién
del punto 2 de la primera hoja)

Este informe de biisqueda internacional no se ha realizado en relacién a ciertas reivindicaciones segtin el articulo 17.2.a) por los siguientes
motivos:

1. Las reivindicaciones n™: 5
se refieren a un objeto con respecto al cual esta Administracion no estd obligada a proceder a la blisqueda, a saber:

La reivindicacién 5 se refiere a una materia que esta Administracion considera que estd afectada por las
disposiciones de la Regla 67.1(iv) PCT, relativas a un método de tratamiento quirtirgico del cuerpo humano
o animal. En consecuencia, no se ha buscado la etapa i) de la reivindicacién 5.

2. Las reivindicaciones n™: 1 (parcialmente), 3 (parcialmente), 5-8 (parcialmente), 10 (parcialmente), 12-15
se refieren a elementos de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos establecidos, de tal modo que no pueda
efectuarse una biisqueda provechosa, concretamente:

Ver hoja adicional

3. O Las reivindicaciones n°:
son reivindicaciones dependientes y no estdn redactadas de conformidad con los parrafos segundo y tercero de la regla 6.4(a).

Recuadro III Observaciones cuando falta unidad de invencién (continuacién del punto 3 de la primera hoja)

La Administracién encargada de la Biisqueda Internacional ha detectado varias invenciones en la presente solicitud internacional, a saber:

1. O Dado que todas las tasas adicionales requeridas han sido satisfechas por el solicitante dentro del plazo, el presente informe de
buisqueda de tipo internacional comprende todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda.

2. O pado que todas las reivindicaciones que pueden ser objeto de biisqueda podrian serlo sin realizar un esfuerzo que justifique tasas
adicionales, esta Administracién no requiri6 el pago de tasas adicionales.

3. O pado que tan sélo una parte de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha dentro del plazo por el solicitante, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional comprende solamente aquellas reivindicaciones respecto de las cuales han sido
satisfechas las tasas, concretamente las reivindicaciones n®:

4. O Ninguna de las tasas adicionales requeridas ha sido satisfecha por el solicitante dentro de plazo. En consecuencia, el presente
informe de biisqueda de tipo internacional se limita a la invencién mencionada en primer término en las reivindicaciones, cubierta
por las reivindicaciones n®:

Indicacion en cuanto a la protesta O se acompafi a las tasas adicionales la protesta del solicitante y, en su caso,
el pago de una tasa de protesta.

Se acompafi6 a las tasas adicionales la protesta del solicitante, pero la tasa de protesta
aplicable no se pagé en el plazo establecido para ello.

O & pago de las tasas adicionales no ha sido acompafiado de ninguna protesta.

Formulario PCT/ISA/210 (continuacién de la primera hoja (2)) (Enero 2015)
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C (Continuacién).

DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria *

Documentos citados, con indicacién, si procede, de las partes relevantes

Relevante para las
reivindicaciones n°

A

AFFINITO, O. et al. LncRNAs-mRNAs co-expression
network underlying childhood B-cell acute lymphoblastic
leukaemia: a pilot study. Cancers. Septiembre 2020,

Vol. 12, N° 9, Articulo N° 2489. ISSN 2072-6694 (electrénico),
<DOI:10.3390/cancers12092489>. Especialmente:

apartado 2.4.3; tablas 1, S1.

CUADROS, M. et al. Expression of the long
non-coding RNA TCL6 is associated with clinical
outcome in pediatric B-cell acute lymphoblastic
leukemia. Blood Cancer Journal. Noviembre 2019,
Vol. 9, N° 12, Articulo N° 93. ISSN 2044-5385,
<DOI: 10.1038/s41408-019-0258-9>. Especialmente:
paginas 1 - 4; tablas suplementarias S3, S5.

WO 2010/056351 A2 (STC UNM) 20/05/2010,
paginas 47 - 48, 56-57; tabla S4.

WANG, W. et al. Differential expression patterns

of specific long noncoding RNAs and competing
endogenous RNA network in acute lymphocyte
leukemia. Hemasphere. Junio 2019, Vol. 3,
Suplemento 1, pagina 37. ISSN 2572-9241 (impreso).
Todo el documento.

SI, J.-J. et al. [Long non coding RNA RP11-69i8.3

expression in acute leukemia and its clinical

significance]. Zhongguo Shi Yan Xue Ye Xue

Za Zhi. Agosto 2018, Vol. 26, N° 4, paginas 978 - 983.

ISSN 1009-2137 (impreso),

<DOI: 10.7534/j.issn.1009-2137.2018.04.006>

(resumen) [base de datos en linea] [recuperado el 16.03.2022] Recuperado
de <Base de datos Medline EPOQUE>

AN NLM30111394.

LAJOIE, M. et al. Specific expression

of novel long non-coding RNAs in high-hyperdiploid
childhood acute lymphoblastic leukemia. Plos One.

Marzo 2017, Vol. 12, N°® 3, Articulo N° e0174124.

ISSN 1932-6203 (impreso), ISSN 1932-6203 (electrénico),
<DOI: 10.1371/journal.pone.0174124>.

Especialmente: paginas 9 - 14; tabla S1.

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16

1-11, 16
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Continuacion del Recuadro I1.

Las reivindicaciones 1, 3, 5 - 8, 10, 12 - 15 no son claras ni estan fundadas adecuadamente en la
descripcion (art. 6 PCT):

e La reivindicacion 1 no es clara ni estd fundada adecuadamente en la descripcién (art. 6 PCT). La
redaccién resulta ambigua, ya que no queda claro si solo se utiliza como marcador AL133346.1 o se
usan ARNs adicionales. En vista de las reivindicaciones dependientes, en la biisqueda se ha entendido
que el alcance de la misma es el uso de al menos el IncRNA AL133346.1 como marcador. Asimismo,
faltan caracteristicas esenciales, ya que no se indica el tipo de alteracién que presenta el ARN ni su
relacién con el diagnéstico. Por otro lado, tampoco estan fundada adecuadamente en la descripcidn, ya
que de ésta no se deduce que los marcadores estudiados tengan actividad terapéutica. Ademads, en la
pagina 17, linea 19, se afirma que no hubo asociacién entre la supervivencia y los niveles de expresién
de AL133346.1. En consecuencia, el objeto de la reivindicacién 1 se ha entendido que es el uso de la
expresion del IncRNA AL133346.1 y del ARNm CCN2 en una muestra aislada como marcadores en
el diagndstico y prondstico de la leucemia linfobldstica aguda de células B pedidtrica (LLA-B
pediatrica), donde el aumento de la expresidén de estos marcadores con respecto a los valores de
individuos sanos, se relaciona con el padecimiento de leucemia linfobldstica aguda de células B
pedidtrica y el incremento de la expresién del ARNm de CCN2 con un mejor prondstico de la
enfermedad. Por lo tanto, el alcance de las reivindicaciones 1 a 4 es el mismo.

e Las reivindicaciones 3, 6, 10 y 13 no estdn adecuadamente fundadas en la descripcion (art. 6 PCT). A
partir de los datos de la descripcidn, tan solo se deduce que hay relacién entre la expresién del ARNm
de CCN2 y la LLA-B. Consecuentemente, solo se ha buscado este ARNm.

e Las reivindicaciones 5 - 8, 10 ni son claras ni estdn adecuadamente fundadas en la descripcién por los
mismos motivos expuestos para la reivindicacién 1 (art. 6 PCT). Ademads, de la descripcion solo se
deduce que el aumento de la expresiéon de estos ARNs estd relacionado con el padecimiento de
leucemia linfobl4stica aguda de células B pedidtrica, siendo esta patologia la que se ha considerado en
la busqueda. Por lo tanto, el alcance de las reivindicaciones 5 - 10 es el mismo.

e Las reivindicaciones 12 - 15 no son claras (art. 6 PCT) debido a que se incluye una definicién
funcional poco clara de los reactivos esenciales del kit. En el caso de la reivindicacién 12 hay que
tener en cuenta que para llevar a cabo el método de la invencién se requiere la medicién conjunta de
los ARNs AL133346.1 y CCN2, por lo que tampoco estd basada en descripcion (art. 6 PCT). Ademas,
la reivindicacién 15 ni es clara ni estd basada en la descripcién (art. 6 PCT): por un lado, la expresién
de los ARNs de la invencion se realiza mediante microarrays, no mediante RT-PCR, no habiéndose
incluido en la solicitud ningin dato referente a andlisis de expresién con esta técnica, y por otro, no
resulta habitual el uso de anticuerpos como reactivos esenciales en las RT-PCR. Por todos estos
motivos, no se han buscado estas reivindicaciones.

Formulario PCT/ISA/210 (hoja adicional) (Enero 2015)
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