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@ Resumen:

Procedimiento para determinar la eficacia del tratamiento
y el grado de progresién de la leucemia mieloide crénica
mediante el uso de SPI-1/PU.1 que consiste en la deter-
minacion de mRNA o de proteina del gen SPI-1/PU.1, en
muestras de células de sangre o0 médula ésea de pacien-
tes de LMC y su comparacién con muestras de sujetos
sanos o del mismo paciente tras el tratamiento antileucé-
mico. Niveles de mMRNA o proteina de SPI-1/PU.1 altos o
comparables a los de sujetos sanos son indicadores de
respuesta al tratamiento. La presencia de SPI-1/PU.1 es
indicador de respuesta al tratamiento y recuperacion de
hematopoyesis normal. Por el contrario, una expresién re-
ducida es indicador de persistencia de la leucemia y mal
prondstico.
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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar la eficacia del tratamiento y el grado de progresion de la leucemia mieloide crénica
mediante el uso de SPI-1/PU.1.

Sector de la técnica

Sector de la invencién: Biomedicina. Marcadores de prondstico de la enfermedad y como guia de los profesionales
médicos para seleccionar o evaluar los tratamientos de leucemia mieloide crénica.

Antecedentes

El factor de transcripcion SPI-1/PU.1 es una proteina de la familia ETS, que juega un papel clave en la hematopo-
yesis. SPI-1/PU.1I regula la expresion de genes importantes para la diferenciaciéon mieloide y linfoide tales como los
receptores de los factores de crecimiento de macréfagos, de granulocitos, la integrina CD11b y mieloperoxidasa, asi
como su propia expresiéon. También regula la expresion de genes de inmunoglobulinas (Friedman, 2002).

Diversos estudios indican un papel fundamental de Spi-1 en el compromiso de las células pluripotentes hacia dis-
tintos linajes hematopoyéticos. Los datos con ratones deficientes en SPI-1/PU.1I indican que esta proteina se requiere
para el desarrollo tanto de la serie mieloide (granulocitos y monocitos) como linfoide (Lloberas et al., 1999). En pro-
genitores eritroides la expresién normal de Spi-1 es baja y su sobreexpresion desregulada da lugar a eritroleucemia.

La leucemia mieloide crénica (LMC) es una de las leucemias mas frecuentes. La LMC es una enfermedad bifésica.
Primero cursa con una fase crénica, que suele durar 2-4 afos. En esta fase la enfermedad es relativamente benigna,
pero desemboca en todos los casos en una crisis bldstica, que conduce a la muerte normalmente en menos de un afio,
a no ser que se someta al paciente a un transplante de médula 6sea en su fase crénica. Esta fase es frecuentemente
precedida de una fase acelerada, con caracteristicas hematoldgicas intermedias entre la crénica y la blastica. Desde el
punto de vista celular la fase cronica se caracteriza por un nimero elevado de granulocitos maduros, mientras que en
la fase blastica se acumulan formas blasticas, normalmente de serie mieloide, y con menor frecuencia, linfoide. Junto
con la linfocitica crénica es la leucemia mds frecuente en gente mayor de 50 afos, aunque de mucho peor prondstico
EL marcador molecular de la LMC es la proteina Bcr-Abl. Es una proteina de fusién con actividad proteina-tirosina
quinasa desregulada, debido a una traslocacién que yuxtapone los cromosomas 19 y 22 y da a lugar al cromosoma
Filadelfia, marcador citogenética de la LMC (Deininger et al., 2000; Faderi ef al., 1999; Goldman and Melo, 2003).
El Ber-Abl estd ya presente en la fase crénica, y los mecanismos que gobiernan la transicion de la fase crdénica a la
crisis blastica son desconocidos. Hasta ahora no se ha identificado un cambio molecular comiin o mayoritario en las
crisis blasticas respecto a la fase crénica.

Histéricamente, la LMC se ha tratado con busulfén e hidroxiurea, desde los afos 80, con interferén @, que suelen
inducir remision hematolégica (Silver et al., 1999). Més recientemente se ha introducido el imatinib, un inhibidor de
la quinasa Ber-Abl. Los excelentes resultados obtenidos le estdn convirtiendo en el foirmaco de primera linea en el
tratamiento de la LMC (Kantarjian et al., 2002).

Sin embargo, aunque estos farmacos, y especialmente el interferén y el imatinib pueden inducir remisiones hema-
tolégicas, citogenéticas y moleculares en la fase crénica, y el imatinib incluso en fase acelerada (Talpaz et al., 2002)
y blastica (Druker et al., 2001; Sawyers et al., 2002), el tnico tratamiento curativo de la LMC hoy conocido es el
trasplante alogénico de médula 6sea en su fase crénica (Goldman and Melo, 2003). Se ha demostrado también que la
eficacia curativa del trasplante es menor cuanto mds tiempo lleva el paciente en fase crénica, pero es dificil evaluar el
tiempo que lleva un paciente en fase crénica cuando se le hace el diagnéstico por primera vez (Goldman and Druker,
2001).

Hasta el momento, el inico marcador molecular informativo sobre la evolucion de la enfermedad en ausencia de
datos hematolégicos y citogenéticas es la determinacion de la presencia del mRNA de Ber-Abl. Esta determinacion se
hace por RT-PCR, usando cebadores que mapean en los genes BCR y ABL. Aunque la deteccién de mRNA de Ber-
Abl es 1til en la deteccién de enfermedad minima residual, hasta el momento no hay marcadores moleculares de la
respuesta al tratamiento en LMC.

Los inventores habian demostrado y publicado anteriormente que la expresién de SPI-1/PU.1 aumentaba al tratar
células de una linea celular derivada de LMC (K562) con con interferon-a, (Gutierrez et al., 1997). Posteriormente,
los inventores han demostrado que la expresion de SPI-1/PU.1 se correlaciona con una recuperacion hematolégica de
pacientes de LMC tratados con interferén-a e imatinib (resultados no publicados). Medida por RT-PCR, la expresion
de SPI-1/PU.1 es baja al diagnéstico y aumenta durante al tratamiento con interferén o con imatinib, concomitante con
la normalizacién hematolégica. En la figura 1 se presenta una muestra representativa de la expresién de SPI-1/PU.1
en varios pacientes de LMC a lo largo de su tratamiento con interferén. Se obtuvieron resultados similares en 13 de 16
casos analizados. En los cuatro casos de la figura, el tratamiento indujo la recuperacién de la hematopoyesis normal.
En estos ensayos se us6 el gen de la proteina ribosomal S14 como gen “housekeeping” como control de la cantidad de
RNA y cDNA de las muestras. Este resultado es consistente con lo descrito previamente por los inventores sobre que la
sobreexpresion de SPI-1/PU.1 en células humanas K562, provoca parada proliferativa, induccién de la diferenciaciéon
monocitica y bloqueo de la diferenciacién eritroide (Gutierrez et al., 1997).
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Cuando se comparan los niveles de SPI-1/PU.I (medidos por RT-PCR cuantitativa) en médula 6sea de sujetos
sanos, de pacientes de LMC al diagnéstico, y pacientes en fase cronica tratados con interferén y con imatinib se
encontrd que los niveles de mRNA de SPI-1/PU.1 eran eran mayores en los pacientes tratados. En la Figura 2 se
resumen estas observaciones en 10 muestras de sujetos sanos, 31 de pacientes de LMC al diagndstico, 32 tratados con
interferén-a y 17 tratados con imatinib (varios de ellos con tratamiento previo con interferén-a.
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Explicacion

Los inventores han observado que la expresion del gen humano SPI-1/PU.I es alta en células de médula ésea de
sujetos sanos pero es significativamente mds baja en muestras de pacientes de LMC al diagnéstico en fase crénica.
Sin embargo, en pacientes de LMC que estdn en remision hematoldgica, la expresion de SPI-1/PU.1 se recupera hasta
alcanzar valores normales. Esta regulacion positiva de SPI-1/PU. 1 se ha observado tanto en pacientes de LMC tratados
con interferén-a y con imatinib (los dos tratamientos hoy en uso para esta leucemia). El procedimiento que se presenta
consiste en medir la expresién de SPI-1/PU.1 en muestras de médula dsea de pacientes y referirla a una muestra de
referencia que exprese dicho gen. Esta referencia puede ser médula 6sea de sujetos sanos o de una linea celular que
exprese dicho gen, como K562 tratadas con interferén. Una expresion alta o recuperada de SPI-1/PU.1 es indicador de
restablecimiento de hematopoyesis normal y/o una baja proporcion de células leucémicas en la muestra considerada,
y por tanto, una indicacidn de éxito del tratamiento.
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Descripcion de las figuras

Figura 1. Expresion de SPI-1/PU.1 durante la evolucién de LMC. Las muestras 1.1., 2.1, 3.1 y 4.1 corresponden al
diagnéstico. Las siguientes son muestras de los pacientes 1, 2, 3 y 4 tomadas con durante el tratamiento con interfer6n-
a. En todos los casos los pacientes entraron en remisidon hematoldgica. Se observa como la expresién de SPI-1/PU.1
aumenta seguln se va consiguiendo (mediante el tratamiento) la normalizacién hematopoyética. A la derecha se indica
entre paréntesis el tamafio de los amplicones de SPI-1/PU.1 y de S14. A la izquierda los tamafios de marcadores de
tamafio de DNA.

Figura 2. Expresién de SPI-1/PU.1 (analizada por RT-PCR cuantitativa y normalizada respecto a la de S14) en
muestras de sujetos sanos (control), y pacientes de LMC al diagndstico y tratados in interferén-a e imatinib. En cada
caso se indica el niimero de muestras analizadas. Las barras de error indican el Error Estandar de la Media.

Modo de realizacion

Se extraerd RNA de células mononucleares separadas de médula dsea o de sangre periférica. E1 RNA se copia
a cDNA usando transcriptasa inversa y cebadores al azar (“random hexamers”) o bien oligonucledtidos especificos
de regiones exonicas del gen SPI-1/PU.1 humano. El cDNA es amplificado usando como cebadores (“primers”) dos
oligonucledtidos que mapean en secuencias exonicas del gen SPI-1/PU.I humano. El resultado del PCR se puede
evaluar analizando los productos de la reaccién de PCR por electroforesis en gel de agarosa o bien por PCR cuantitativa
0 a tiempo real.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la eficacia del tratamiento y determinar el grado de progresion de la leucemia
mieloide crénica mediante el uso de SPI-1/PU.1, caracterizado por las siguientes etapas: a) determinacién de la
presencia de mRNA o proteina SPI-1/PU.1 en células de médula 6sea o sangre periférica de pacientes de LMC.
b) Comparacién de los niveles de mRNA o proteina de SPI-1/PU.I de las células del paciente con los de células
que expresen SPI-1/PU.I (muestra de referencia) o bien con muestra de mRNA del mismo paciente tras recibir el
tratamiento a evaluar.

2. Procedimiento para evaluar el prondstico, determinar la eficacia del tratamiento y determinar el grado de progre-
sion en la fase crénica de la LMC, segtn la reivindicacién primera, caracterizado porque la determinacion especifica
de la presencia de dicho marcador prondstico SPI-1/PU.I se realiza mediante un ensayo de RT-PCR usando oligo-
nucleétidos cebadores (“primers”) especificos del cDNA del gen SPI-1/PU.I humano, y usando RNA de células de
sangre periférica o de médula 6sea de pacientes de LMC.



ES 2 315 040 Al

FIGURAS

111213 212223 313233 41424344

<—Spi-1 (372 pb)

$14 (150 pb)

Figura 1

n=17

n=32

n=31

n=10

qiuiew sopejel |

DN sopejel|

H

0.4 -

0.3 4

T
~

=3
vis/iidS

T
-
o

0.0

oaysoubeiq

soues

Figura 2



OFICINA ESPANOLA DE (D ES 2 315 040
PATENTES Y MARCAS @ N de solicitud: 200402864

. @ Fecha de presentacion de la solicitud: 22.11.2004
ESPANA

@ Fecha de prioridad:

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA

GD nt.clL: €120 1/68 (2006.01)

GO1N 33/574 (2006.01)
DOCUMENTOS RELEVANTES
Categoria Documentos citados Reivindicaciones
afectadas
A GUTIERREZ P, et al., "Interferon induces up-regulation of Spi-1/ 1-2
PU.1 in human leukemia K562 cells" Biochememical and Biophysical
Research Communications (1997), 240, paginas 862-868.
Citado en la solicitud.
1-2
A LLOBERAS J., et al., "The key role of PU.1/Spi-1 in B cells,
myeloid cells and macrophages" Immunology Today (1999), 20(4),
paginas 184-189. Citado en la solicitud.
A DELGADO MD., et al., "Spi-1/PU.1 proto-oncogene induces opposite 1-2
effects on monocytic and erythroid differentation of K562 cells"
Biochememical and Biophysical Research Communications (1998),
252, paginas 383-391.
A US 20030119043 A1 (TANNER et al.) 26.06.2003 1-2
A WO 2004031409 A2 (ONCOTHERAPY SCIENCE INC.) 15.04.2004 1-2
A US 20040161760 A1 (MANO) 19.08.2004 1-2
A WO 9221032 A1 (THE REGENTS OF THE UNIVERSITY OF CALIFORNIA) 1-2
26.11.1992
Categoria de los documentos citados
X: de particular relevancia O: referido a divulgacién no escrita
Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion
misma categoria de la solicitud
A: refleja el estado de la técnica E: documento anterior, pero publicado después de la fecha
de presentacion de la solicitud
El presente informe ha sido realizado
para todas las reivindicaciones |:| para las reivindicaciones n®:
Fecha de realizacion del informe Examinador Pagina

20.02.2009 M. Hernandez Cuéllar 11




	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos
	IET

