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DESCRIPCION
Isoforma novedosa de cinasa de linfoma anaplasico y sus usos
1. Introduccion

La presente invencion se refiere a una isoforma truncada de cinasa de linfoma anaplasico (TALK). La expresion de
esta isoforma se asocia con cancer y con la capacidad de respuesta a inhibidores de ALK. La deteccién de la isoforma
puede usarse en métodos diagndsticos y terapéuticos. Debido a que surge como resultado de la transcripcion de
variantes en lugar de un reordenamiento genético, su presencia no se detectaria por pruebas genémicas.

2. Antecedentes de la invencion

La caracterizacion integral de aberraciones genéticas subyacentes al cancer humano es esencial para mejorar el
diagnéstico tumoral, identificar dianas terapéuticas, desarrollar terapias combinadas racionales y optimizar los disefios
de ensayos clinicos®. Los estudios de secuenciacion a gran escala, como el proyecto Atlas del Genoma del Cancer
(TCGA), contindan revelando una imagen cada vez mas detallada de las aberraciones genéticas en muchos tipos de
cancer, pero se centran principalmente en caracterizar aberraciones genéticas en las regiones codificantes del ADN
5. Sin embargo, en una proporcion significativa de tumores, el nimero de aberraciones genéticas detectables en
oncogenes indicadores es demasiado bajo para explicar la transformacion maligna®. Esto se ejemplifica en un estudio
reciente, en el que el ~15% del adenocarcinoma pulmonar carecia de mutaciones génicas que afectaban a cualquiera
de las caracteristicas distintivas de cancer’2. Estas observaciones sugieren que mecanismos distintos de aberraciones
genéticas pueden estar involucrados en la transformaciéon maligna.

Isabelle Janoueix-Lerosey y otros “Somatic and germline activating mutations of the ALK kinase receptor in
neuroblastoma”, Nature, vol. 455, n.° 7215, 16 de octubre de 2018, paginas 967-970, el documento XP055004092 da
a conocer que la linea celular de neuroblastoma humano CLB-BAR expreso altos niveles de una proteina de ALK de
masa molecular menor, y que esta proteina de ALK truncada de CLB-BR es reactiva con el anticuerpo de ALK
especifico de Y1586, mientras que ALK de tipo silvestre no reacciona con este anticuerpo.

L Lobo De Figueiredo-Pontes et al. “Identification and characterization of ALK kinase splicing isoforms in nonsmall cell
lung cancer”, Journal of Thoracic Oncology, vol. 9, 1 de febrero de 2014, paginas 248-253, el documento XP055405883
da a conocer la identificacion de dos isoformas de corte y empalme del dominio de cinasa de ALK, es decir, ALKde123
que omite el exdn 23 y ALKde127 que omite el exén 27, en cancer de pulmén de células no pequefias.

Hiroyuki Mano et al. “EML4-ALK Fusion in Lung”, American Journal of Pathology, vol. 176, n.° 3, 1 de marzo de 2010,
paginas 1552-1554, el documento XP055406811 da a conocer que la longitud del intron 19 del gen ALK es 1932 pb
de largo.

El documento WO 2013/059740 describe una molécula de fusion DCTN1-ALK que comprende los exones 1-26 de
DCTN1 y exones 20-29 de ALK, en la que la unién de fusion incluye una fusion en el marco que tiene un punto de
interrupcién dentro del intrén 26 de DCTN1 o fragmento del mismo y un punto de interrupcién dentro del intrén 19 de
ALK o un fragmento del mismo; se detecto la expresion de DCTN1-ALK en tumores de Spitz que van desde los nevos
benignos de Spitz hasta melanomas spitzoides.

3. Sumario de la invencion

La presente divulgacion se refiere a una isoforma truncada de cinasa de linfoma anaplasico, también conocida como
“TALK” en el presente documento, y su uso en el diagndstico y tratamiento de pacientes con cancer. Se basa, al menos
en parte, en el descubrimiento de una TALK oncogénica novedosa, denominada “ALK”™, que surgié como resultado
del establecimiento de un sitio de iniciacion transcripcional alternativo (ATl) de novo en el intrén 19 de ALK
independiente de aberraciones genéticas en el locus de ALK. El transcrito de ALK”™' codifica tres proteinas con un
peso molecular de 61,1, 60,8 y 58,7 kDa que consisten principalmente en el dominio de tirosina cinasa intracelular. Se
encontro que ALKAT estimula multiples vias de sefializacion oncogénica, impulsa la proliferacion celular independiente
del factores de crecimiento in vitro y promueve la tumorogénesis in vivo. Se encontré que los inhibidores de ALK
suprimen la actividad de cinasa de ALK”", lo que sugiere que los pacientes con tumores que expresan ALK pueden
beneficiarse de inhibidores de ALK. La expresion de ALKA™ se encontré en mas del 10% (~11%) de los melanomas y
esporadicamente en otros tipos de cancer, pero no en tejidos normales. La deteccion de TALK, por ejemplo, ALKAT!
en una célula de un sujeto puede usarse para diagnosticar un cancer en el sujeto y puede usarse para determinar si
el tratamiento del sujeto con un inhibidor de ALK seria mas probable que confiriera un beneficio terapéutico. Es una
ventaja de la divulgacion que un sujeto que expresa TALK que pareceria normal por pruebas gendémicas pueda
identificarse detectando transcripcion de TALK, ARNm o proteina.

La presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislado que comprende los exones 20-29 y una

parte pero no la totalidad del intron 19 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), donde la molécula de acido
nucleico no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion, en el
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que la molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud. En determinadas realizaciones,
el gen ALK es un gen ALK humano. En una realizacién no limitante, la parte del intrén 19 del gen ALK es de
aproximadamente 400 pb de longitud ubicada en el sentido de 5 del ex6n 20 del gen ALK. En determinadas
realizaciones, la molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud, como
aproximadamente de 2500 pb de longitud, por ejemplo, aproximadamente de 2513 pb de longitud. En una realizacion
no limitante, la molécula de acido nucleico es un transcrito de ARN mensajero (ARNm). En determinadas realizaciones,
la molécula de acido nucleico aislado comprende la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una
secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homéloga con respecto a la misma.

La presente invencién también proporciona una molécula de acido nucleico aislado que consiste esencialmente en los
exones 20-29 y una parte, pero no todo, del intrén 19 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), en el que la
molécula de acido nucleico no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier
combinacioén, en el que la molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud. En
determinadas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislado consiste esencialmente en la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homologa con
respecto a la misma.

La presente invencion proporciona ademas una molécula de ADN complementario (ADNc) aislado que comprende los
exones 20-29 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), en el que la molécula de ADNc no comprende los
exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion, en la que la molécula de acido
nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud. En determinadas realizaciones, el gen ALK es un gen
ALK humano. En determinadas realizaciones, la molécula de ADNc aislado comprende acidos nucleicos 405-2063 de
la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95%
homadloga con respecto a la misma. En determinadas realizaciones, la molécula de ADNc aislado comprende acidos
nucleicos 411-2063 de la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos
aproximadamente un 95% homdloga con respecto a la misma. En determinadas realizaciones, la molécula de ADNc
aislado comprende acidos nucleicos 465-2063 de la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una
secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homéloga con respecto a la misma.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una molécula de ADN complementario (ADNc) aislado que consiste
esencialmente en los exones 20-29 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), en el que la molécula de ADNc
no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion, en el que la
molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud. También se proporciona una molécula
de ADNc aislado que consiste esencialmente en los acidos nucleicos 405-2063 de la secuencia de nucleétidos
expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homadloga con respecto a la
misma, en el que la molécula de ADNc no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en
cualquier combinacion. La presente invencion proporciona ademas una molécula de ADNc aislado que consiste
esencialmente en los acidos nucleicos 411-2063 de la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una
secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homologa con respecto a la misma, en el que la molécula de
ADNc no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion. La
presente invencién proporciona ademas una molécula de ADNc aislado que consiste esencialmente en los acidos
nucleicos 465-2063 de la secuencia de nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al menos
aproximadamente un 95% homologa con respecto a la misma, en la que la molécula de ADNc; 4. La presente invencion
proporciona ademas un polipéptido aislado que comprende los aminoacidos 21 a 552 de la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homologa con respecto a la
misma, en la que el polipéptido no comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO; 4.

La invencion también proporciona un anticuerpo que se une a cualquiera de los polipéptidos descritos anteriormente,
en el que el anticuerpo no se une a un ALK de tipo silvestre. En determinadas realizaciones, el ALK de tipo silvestre
es un ALK humano de tipo silvestre, por ejemplo, uno que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 1.

La presente invencion también proporciona un método para diagnosticar una célula como una célula cancerosa que
comprende detectar la presencia de una isoforma truncada de cinasa de linfoma anaplasico (TALK) en la célula, donde
la presencia de la TALK indica que la célula es una célula cancerosa. En determinadas realizaciones, el método
comprende determinar la presencia de un transcrito de ARNm de TALK detectable, una molécula de ADNc de TALK
detectable correspondiente a la misma, un polipéptido de TALK detectable codificado mediante el mismo y/o un sitio
de iniciacion transcripcional alternativa detectable (ATI) en el intron 19 de un gen ALK en la célula.

La presente invencion proporciona un método para determinar si un efecto anticancerigeno es probable que se
produzca en un cancer por un inhibidor de ALK, que comprende determinar si una o mas células del cancer contiene
una TALK detectable, en el que la presencia de una TALK detectable en la célula indica que un inhibidor de ALK
tendria un efecto anticancerigeno sobre el cancer. En determinadas realizaciones, el método comprende determinar
la presencia de un transcrito de ARNm de TALK detectable, una molécula de ADNc de TALK detectable
correspondiente a la misma, un polipéptido de TALK detectable codificado por el mismo y/o un sitio de ATl detectable
en el intrén 19 de un gen ALK en la célula.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811927 T3

La presente invencion proporciona ademas un método in vitro para diagnosticar una célula en una muestra recogida
de un sujeto como célula cancerosa que comprende detectar la presencia de una isoforma truncada de cinasa de
linfoma anaplasico (TALK) en la célula, en el que la presencia de la TALK indica que el célula es una célula cancerosa,
en el que detectar comprende determinar la presencia de la molécula de acido nucleico segun lo descrito anteriormente
o la molécula de ADNc segun lo descrito anteriormente y/o el polipéptido de TALK segun lo descrito anteriormente. Se
da a conocer ademas un método para tratar un sujeto que tiene un cancer que comprende: (a) determinar si un sujeto
es posible que obtenga beneficio terapéutico de un inhibidor de ALK, que comprende determinar si una o mas células
cancerosas del sujeto contienen una TALK detectable, en el que la presencia de una TALK detectable en la célula
cancerosa del sujeto indica que es probable que el sujeto se beneficie de un inhibidor de ALK; y (b) tratar al sujeto que
es posible que se beneficie de un inhibidor de ALK con una cantidad terapéutica de un inhibidor de ALK. En
determinadas realizaciones, el método comprende tratar al sujeto con una terapia alternativa distinta de un inhibidor
de ALK si no esta presente TALK detectable en la célula cancerosa del sujeto. Dado a conocer en el presente
documento, el método comprende ademas obtener una muestra de una o mas células cancerosas del sujeto antes
del tratamiento con un inhibidor de ALK. Dado a conocer en el presente documento, el sujeto que es posible que se
beneficie de un inhibidor de ALK recibe un inhibidor de ALK y uno o mas tratamientos de cancer adicionales
seleccionados del grupo que consiste en uno o mas inhibidores de BRAF, uno o mas inhibidores de MEK, uno o mas
inhibidores inmunolégicos, uno o mas inhibidores de CDK4, uno o mas inhibidores de CDK6, uno o mas agentes
alquilantes, uno o mas inhibidores de topoisomerasa, uno o mas antimetabolitos, uno o mas antimicrotibulos, uno o
mas antibiodticos citotdxicos, radioterapia, quimioterapia y combinaciones de los mismos. Dado a conocer en el
presente documento, el inhibidor inmunoldgico se selecciona del grupo que consiste en un anticuerpo anti-PD-1, un
anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-PDL1. En un ejemplo no limitativo, el sujeto que es posible que se
beneficie de un inhibidor de ALK recibe un inhibidor de ALK, un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-PD-1. En
un ejemplo no limitativo, el sujeto recibe ademas radiacion y quimioterapia. Dado a conocer en el presente documento,
el método comprende determinar la presencia de un transcrito de ARNm de TALK detectable, una molécula de ADNc
de TALK detectable, un polipéptido de TALK detectable codificado por el mismo y/o un sitio de ATI detectable en el
intron 19 de un gen ALK en la célula.

La presente divulgacion también proporciona un kit para determinar si un efecto anticancerigeno es posible que se
produzca en un cancer por un inhibidor de ALK, que comprende un medio para determinar la presencia de una TALK
detectable en una o mas células del cancer. En determinados ejemplos, el kit comprende medios para determinar el
nivel de un transcrito de ARNm de TALK, una molécula de ADNc de TALK correspondiente a la misma y/o un
polipéptido de TALK codificado por el mismo. En determinados ejemplos, el medio para determinar el nivel de un
transcrito de ARNm de TALK se selecciona del grupo que consiste en hibridacion de sonda, reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR), transferencia de tipo Northern, secuenciacién, microalineamiento y combinaciones de los mismos.
En determinados ejemplos, el kit comprende una sonda de acido nucleico que hibrida con el transcrito de ARNm de
TALK para determinar el nivel del transcrito de ARNm de TALK. En determinados ejemplos, la hibridacién de sonda
es un ensayo nCounter de NanoString basado en sonda. En determinados ejemplos, el kit comprende un par de
sondas codificadas por colores que hibrida con el transcrito de ARNm de TALK para determinar el nivel del transcrito
de ARNm de TALK. En determinados ejemplos, la PCR se selecciona del grupo que consiste en reaccion en cadena
de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), PCR de transcriptasa inversa cuantitativa, PCR en tiempo real,
PCR en tiempo real cuantitativa y combinaciones de las mismas. En determinados ejemplos, el kit comprende un par
de cebadores de acido nucleico que hibrida con el ARNm de TALK para determinar el nivel del transcrito de ARNm de
TALK. En determinados ejemplos, el medio para determinar el nivel de una molécula de ADNc de TALK es PCR. Dado
a conocer en el presente documento, el kit comprende un par de cebadores de acido nucleico que hibridan con la
molécula de ADNc de TALK para determinar el nivel de la molécula de ADNc de TALK. En determinados ejemplos, el
medio para determinar el nivel de un polipéptido de TALK se selecciona del grupo que consiste en unién a anticuerpos,
inmunohistoquimica, inmunotransferencia de tipo Western, un ensayo funcional, enzimoinmunoanalisis de adsorcion
(ELISA), radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA), espectrometria de masas, un sistema de
analisis basado en gel 1-D o 2-D, inmunoprecipitacion y combinaciones de los mismos. En determinados ejemplos, el
kit comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une especificamente al polipéptido de TALK. En un
ejemplo no limitativo, los ensayos funcionales son un ensayo de cinasa.

Dado a conocer en el presente documento, el kit comprende medios para determinar la presencia de un sitio de ATI
en el intron 19 de un gen ALK en una o mas células del cancer. En determinados ejemplos, los medios para determinar
la presencia de un sitio de ATl en intron 19 de un gen ALK se seleccionan del grupo que consiste en transferencia de
tipo Northern, secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP), ChIP-gPCR, PCR de amplificacion rapida
de extremos de ADNc (RACE) y combinaciones de los mismos.

La presente divulgacion proporciona un medio para determinar la presencia de una TALK detectable para su uso en
un método de determinacion de si un efecto anticancerigeno es probable que se produzca en un cancer por un inhibidor
de ALK, el método caracterizado por determinar si una o mas células del cancer contienen una TALK detectable,
donde la presencia de una TALK detectable en la célula indica que un inhibidor de ALK tendria un efecto
anticancerigeno sobre el cancer. En determinados ejemplos, el medio es para determinar el nivel de un transcrito de
ARNmM de TALK en una o mas células del cancer. En determinados ejemplos, los medios se seleccionan del grupo
que consiste en hibridacion de sonda, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), transferencia de tipo Northern,
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secuenciacion, microalineamiento y combinaciones de las mismas. En un ejemplo no limitativo, la hibridacién de sonda
es un ensayo NCounter de NanoString basado en sonda. En determinados ejemplos, la PCR se selecciona del grupo
que consiste en reaccion en cadena de la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), PCR de transcriptasa inversa
cuantitativa, PCR en tiempo real, PCR en tiempo real cuantitativa y combinaciones de las mismas. En determinados
ejemplos, los medios son para determinar el nivel de una molécula de ADNc de TALK en una o mas células del cancer.
En un ejemplo no limitativo, el medio es PCR. En determinados ejemplos, los medios son para determinar el nivel de
un polipéptido de TALK en una o mas células del cancer. En determinados ejemplos, los medios se seleccionan del
grupo que consiste en union de anticuerpos, inmunohistoquimica, inmunotransferencia de tipo Western, un ensayo
funcional, enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA),
espectrometria de masas, un sistema de analisis basado en gel 1-D o 2-D, inmunoprecipitacién y combinaciones de
los mismos. En un ejemplo no limitativo, los ensayos funcionales son un ensayo de cinasa. En determinados ejemplos,
los medios son para determinar la presencia de un sitio de ATl en intrén 19 de un gen ALK en una o mas células del
cancer. En determinados ejemplos, los medios se seleccionan del grupo que consiste en transferencia de tipo
Northern, secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP), ChIP-qPCR, PCR de amplificacion rapida de
extremos de ADNc (RACE) y combinaciones de los mismos.

La presente divulgacion proporciona ademas un inhibidor de ALK para su uso en el tratamiento de un sujeto que tiene
cancer, en el que el inhibidor de ALK es mas probable que produzca un efecto anticancerigeno si una o mas células
cancerosas del sujeto contienen una TALK detectable.

En determinadas realizaciones, el cancer se selecciona del grupo que consiste en melanoma, carcinoma de tiroides,
adenocarcinoma de pulmon, carcinoma de células escamosas pulmonares, carcinoma de células claras renales y
cancer de mama. En una realizacién no limitante, el cancer es melanoma. En una realizacion no limitante, el cancer
es carcinoma de tiroides anaplasico.

En determinados ejemplos, el inhibidor de ALK se selecciona del grupo que consiste en crizotinib, ceritinib, NVP-
TAEG684, alectinib; AP26113, ASP-3026, CEP-37440, NMS-E628, PF-06463922, TSR-011, RXDX-101 y X-396. En un
ejemplo no limitativo, el inhibidor de ALK es crizotinib.

En determinados ejemplos, el transcrito de ARNm de TALK es la molécula de acido nucleico descrita anteriormente.
En determinados ejemplos, la molécula de ADNc de TALK es la molécula de ADNc descrita anteriormente. En
determinados ejemplos, el polipéptido de TALK es el polipéptido descrito anteriormente.

4. Breve descripcion de las figuras

FIGURAS 1A-1H. La iniciacioén transcripcional alternativa (ATI) da como resultado un transcrito de ALK novedoso. 1A,
Distribucion de lecturas de secuenciacion de ARN de transcritos de variantes de ALK: lecturas de secuenciacion de
ARN de ALKAT alineadas tanto con el intrdn 19 como con los exones 20-29 de ALK; lecturas de secuenciacion de ARN
de ALK"T de longitud completa alineadas con todos los exones de ALK, pero no con los intrones; lecturas de
secuenciacion de ARN de ALK translocada alineadas solo con los exones 20-29 de ALK. 1B, Mapeo de los sitios de
ATI de ALKA™ de RACE en 5’ y secuenciacion de Ultima generacion. Mas del 95% de los transcritos de ALKAT!
comienzan dentro de una region de 25 pares de base en intron 19 de ALK (hg19 ch2:29,446,768-29,446,744; area
sombreada azul). 1C, perfil de secuenciacion de ChIP de H3K4me3 en el sitio de ATl de un tumor que expresa ALKA™!
(MM-15), una linea celular de melanoma (SKMEL-524) sin expresion de ALKAT, y una linea celular de cancer de
pulmoén (H3122) con una fusion de EML4-ALK. La forma del pico muestra un estrechamiento lento hacia el cuerpo
genético caracteristico de los promotores activos. 1D, validacion de ChIP-gPCR de la unién de H3K4me3 en el sitio
de ATI. Media + SEM, n=3. 1E, ChIP-gPCR de unién de ARN polimerasa Il en el sitio de ATI. Media + SEM, n=3. 1F,
Analisis de perfil de ARNm cuantitativo de diferentes variantes de ALK usando nCounter de Nanostring. Dos lineas
celulares de neuroblastoma que expresan ALK"T (SK-N-BE2, SK-N-DZ), dos lineas celulares de cancer de pulmon
(H3122, H2228) con translocaciones de EML4-ALK, nueve tumores que expresan ALKA™: 8 melanomas (MM) y 1
carcinoma de tiroides anaplasico (ATC). 1G, frecuencias de SNV similares en los datos de secuenciacién de ADN,
secuenciacion de ARN y secuenciacion de ChIP (H3K4me3) indican que ALK se expresa de manera bi-alélica y que
ambos alelos de ALK estan decorados con H3K4me3. 1H, Tabla que muestra el conjunto de sondas usado para el
ensayo nCounter de Nanostring para cuantificar los niveles de ARNm de ALKAT, ALK"T y ALK translocada.

FIGURAS 2A-2F. El transcrito de ALKA™ codifica tres proteinas de ALK acortadas que contienen principalmente el
dominio de cinasa ALK. 2A, llustracion de isoformas de proteina ALK. ALK, de tipo silvestre (ALK"T) consiste en una
posicion 1-18 de péptido de sefializacién de aminoacido (aa), un segmento extracelular con dos dominios de MAM
(meprina, proteina A-5 y proteina-tirosina fosfatasa mu receptora) y una region rica en glicina (Gly), un segmento
transmembrana, un segmento de yuxtamembrana y un segmento intracelular con el dominio de tirosina cinasa (cinasa,
aa 1116-1392). La activacion de las mutaciones de ALK ocurren normalmente en el dominio de cinasa, como el
ALKF74L | a proteina de fusion EML4-ALK y ALKA™ contienen todo el dominio de cinasa y partes del segmento de
yuxtamembrana. La traduccion de ALK”™ se inicia en uno de los tres codones de inicio en marco (ATG) como se
indica. 2B, Inmunotransferencias de ALK totales (t-) y fosforilados (p-) en dos lineas celulares de neuroblastoma que
expresan ALK"T (SK-N-DZ, SK-N-BE2), dos lineas celulares de cancer de pulmén (H3122, H2228) que expresan
diferentes variantes de fusion EML4-ALK, tres muestras de tumor que expresan ALKAT (MM-15, MM-74, ATC- 28) y
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una linea celular de melanoma de control negativo (SKMEL-28). 2C, Inmunotransferencias de células 293T
transducidas con ALKAT! en las que los tres codones de inicio previstos se mutaron de ATG a AAG, individualmente
o en combinacién como se indica. 2D, Co-inmunoprecipitacion (IP) e inmunotransferencias (IB) de los epitopos
indicados en células 293T con expresion exdgena de ALK etiquetados con V5 (V5-ALKA™) o ALKAT' etiquetado HA
(HA-ALKAT)), o ambos, demostrando que las proteinas ALKA™ interactian entre si. 2E, Inmunofluorescencia de ALK
en células NIH-3T3 que expresan las isoformas de ALK indicadas. Barra de escala, 25 ym. 2F, Tincién de HE
(hematoxilina-eosina) e inmunohistoquimica de ALK en muestras de tumor humano que expresan ALKAT. Barra de
escala, 50 pm.

FIGURAS 3A-3C. ALKAT promueve la proliferacion in vitro independiente del factor de crecimiento y la tumorogénesis
in vivo. 3A, Curvas de crecimiento de células Ba/F3 que expresan de manera estable las isoformas de ALK indicadas
en ausencia de interleucina 3 (IL-3). Media + SEM, n=4. 3B, Inmunotransferencias para determinar los niveles de ALK
en células Ba/F3. Las células se transformaron previamente por la expresion de diferentes isoformas de ALK y se
seleccionaron para el crecimiento en ausencia de IL-3. Todas las variantes de ALK se fosforilaron cuando se
expresaron a niveles requeridos para el crecimiento independiente de IL-3. 3C, Curvas de crecimiento de injertos
tumorales de células NIH-3T3 que expresan de manera estable las isoformas de ALK indicadas. ALKF774 EML4-
ALK, y sobreexpresion y amplificacion de ALK son iniciadores oncogénicos bien establecidos en varios tumores.
Media + SEM, n=8.

FIGURAS 4A-4H. La expresion de ALKAT confiere sensibilidad a inhibidores de ALK in vitro e in vivo. 4A, Curvas de
dosis-respuesta para el crizotinib inhibidor de ALK en células Ba/F3 que expresan las isoformas de ALK indicadas en
presencia o ausencia de IL-3. Media + SEM, n=3. 4B, Inmunotransferencias representativas de células Ba/F3 que
expresan ALKAT y tratadas con concentraciones crecientes de crizotinib durante 2 horas. 4C, Volumen tumoral
normalizado a lo largo del tiempo en ratones con SCID implantados con células NIH-3T3 que expresan las isoformas
de ALK indicadas y tratados con o bien vehiculo o bien con crizotinib (100 mg/kg/dia). Media + SEM, n=8. 4D, Tincién
de Hematoxilina-eosina (HE) e inmunohistoquimica (IHC) de tumores que expresan ALK”T explantados 48 horas
después del primer tratamiento con crizotinib. Barra de escala, 50 um. 4E, Bioluminiscencia normalizada de tumores
injertados NIH-3T3 marcados con luciferasa que expresan ALK”™ a lo largo del tiempo en ratones con SCID tratados
con vehiculo o crizotinib (100 mg/kg/dia). Media + SEM, n=4. 4F, Tincién HE y ALK-IHC (inserto) de la metastasis de
melanoma del paciente 1 (MM-382). 4G, Analisis de perfil de ARNm cuantitativo de ALK"™ usando nCounter de
Nanostring. Controles que expresan ALK"', EML4-ALK o ALK”™' en comparacion con la metastasis de melanoma del
paciente MM- 382. Barra de escala, 50 um. 4H, Imagenes de tomografia computarizada (TC) de una metastasis de
melanoma subcutanea representativa en la cadera izquierda del paciente 1 (MM-382) antes y después del tratamiento
con crizotinib, respectivamente.

FIGURAS 5A-5C. Comparacion de los perfiles de secuenciacion de ARN de varias transcripciones de ALK. Los datos
de secuenciacion de ARN se muestran en la herramienta Integrative Genomics Viewer (IGV). Las barras/flechas grises
indican las lecturas de secuenciacion. Las lineas azules conectan lecturas de secuenciacion que estan alineadas sobre
el sitio de corte y empalme de union de exones. 5A, el transcrito de ALKA™ muestra la expresion de exones 20-29 de
ALK y de aproximadamente 400 pb en intron 19 (area sombreada azul). No se observa ninguna expresion de exén 1-
19 o areas intrénicas, excepto en intron 19. La vista detallada ilustra que las lecturas de secuenciacion se alinean de
manera continua entre el exdn 20 y el intrén 19, lo que indica una transcripcion ininterrumpida. El UTR en 5’ de ALKA™
(intron 19) y el exdn 20-29 se expresan a niveles comparables. 5B, el transcrito de ALK de longitud completa muestra
la expresion de todos los exones de ALK y solo muy poca expresion de los intrones. La vista detallada muestra que
las lecturas de secuenciacion se alinean considerablemente con los exones, pero no con la regién de intrén 19, que
esta presente en ALKA™ (area sombreada azul). 5C, el transcrito de fusion de ALK de un cancer de pulmén de células
no pequefias con una translocacion EML4-ALK muestra expresion de exones 20-29, y poca expresion de exones 1-
19 y todos los intrones de ALK. La vista detallada ilustra que la transcripcién comienza principalmente en el exén 20
debido al sitio de corte y empalme conservado. Pocas lecturas estan alineadas con la region de intrén 19 (area
sombreada azul). Las lecturas marcadas en verde resaltan pares de lectura quimérica que indican la translocacion
EML4-ALK.

FIGURAS 6A-6G. Identificacion del transcrito de ALK™ novedoso. 6A, Vista de IGV de los fragmentos de ADNc de
RACE en 5’ obtenidos por secuenciacion masivamente paralela. La gran mayoria de las lecturas de secuenciacion
(flechas grises) comienzan dentro del sitio de ATI principal de 25 pares de bases (hg19 chr2:29,446,744-768). 6B,
Porcentaje de lecturas que comienzan en el sitio de ATl en muestras de tumor que expresa ALKA". 6C, Secuenciacion
de Sanger de los fragmentos de ADNc de RACE en 5’ clonados confirman la transcripcion continua comenzando en
el intron 19 de ALK y extendiéndose a los exones 20-21. 6D, el transcrito de ALK consiste en aproximadamente 400
pb en el sentido de 5’ del exdn 20 y de los exones 20-29 de ALK. El sitio de iniciacion transcripcional se definié como
el primer par de bases en el que se iniciaron mas del 5% de los transcritos (chr2:29,446,766). Otros sitios principales
de iniciacion transcripcional estan marcados en rojo, los UTR en 5" y 3’ en azul oscuro, la secuencia de codificacion
de ADN (CDS) en negro y encuadrada, y la primera y ultima base de cada exén en azul claro. La traduccion se inicia
a partir de 3 codones de inicio (ATG; en negrita y subrayados): 1" ATG: hg19 chr2:29,446,360-2, 2° ATG (+7-9), and
3¢ ATG (+61-3). 6E, La secuencia de aminoacidos de ALK”™. La traduccién se inicia en uno de los 3 codones de
inicio. Las 3 metioninas correspondientes (en negrita y subrayadas) dan como resultado 3 proteinas diferentes, 61,08
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kDa (552 aminoacidos), 60,82 kDa (550 aminoacidos) y 58,71 kDa (532 aminoacidos). El dominio de cinasa se resalta
en letras rojas. La lisina en el dominio de unién de ATP en ALK"T esta marcada en negrita y subrayada, y se muté a
metionina (p.K1150M) en el ALKATKD sin actividad de cinasa. 6F, Transferencia de tipo Northern de ALKY" de longitud
completa (lineas celulares de neuroblastoma), EML4-ALK (lineas celulares de cancer de pulmon; variante 1y 3),
ALKA™ de melanomas humanos y controles negativos (lineas celulares de melanoma). A excepcion de los controles
negativos, cada carril muestra dos bandas; la banda V2 inferior coincide con el transcrito de ALK candnico mas corto
(RefSeq) que termina en ~chr2:29,415,640; la banda V1 superior corresponde a un transcrito con un 1,8 kb mas largo
que UTR en 3’ que termina en el ~chr2:29,413,840. Dos tumores que expresan ALKA™, MM-284 y MM-74, muestran
solo sefales débiles porque se dispuso de menos de 1 ug de ARN; para todas las demas muestras se usaron 5-10 pg
de ARN. 6G, Grafico de tipo Sashimi de secuenciacion de ARN que ilustra los transcritos de ALK V2 mas cortas y V1
mas largas por la brusca caida de lecturas de secuenciacion en el UTR en 3’ en chr2:29,415,640 para V2 y en
chr2:29,413,840 para V1.

FIGURAS 7A-7D. ARN polimerasa Il y H3K4me3 se enriquecen en el sitio de ATI de muestras de tumor que expresa
ALKAT 7A, Secuencias de cebador usadas para ChlP-gPCR. 7B, Esquemas de los sitios de union de cebador de
ChIP-gPCR en el locus de ALKAT. 7C y 7D, ChIP-gPCR de (C) H3K4me3 y (D) ARN polimerasa Il en el sitio de ATI
que demuestra el enriquecimiento de ambas marcas en las muestras de tumor humano que expresan ALKAT, pero no
en los controles negativos, incluyendo una linea celular de cancer de pulmén con translocacion EML4-ALK (H3122),
y una linea celular de melanoma (SKMEL-524). Se muestran los resultados del par de cebador 1 (PI) en las figuras
1D-1E. Media + SEM, n=3.

FIGURAS 8A-8E. Tumores que expresan ALK”™ en el conjunto de datos de TCGA. 8A, La frecuencia de tumores que
expresan ALKAT en mas de 5.000 muestras tumorales de 15 tipos diferentes de cancer en el conjunto de datos de
secuenciacion de ARN de TCGA. 8B-8E, Vistas de IGV del locus de ALK de los tipos representativos de tumor que
expresa ALK”™ en el conjunto de datos de TCGA incluyendo B, melanoma; C, adenocarcinoma de pulmén; D,
carcinoma invasivo de mama; E, carcinoma de células renales claras. La ausencia de pares de lectura de
secuenciacion quimérica indica que no hay translocaciones en estos casos.

Figuras 9A-9D ALK”"' se transcribe desde un locus de ALK gendmicamente intacto. 9A, FISH en interfase con sondas
de flanqueamiento de ALK demuestra sefales verdes y naranjas yuxtapuestas que indican que no hay reordenacion
ALK en MM-15. Barra de escala, 10um 9B, FISH en interfase no muestra reordenacion de ALK, pero 3 sefiales de
fusion verde/naranja en la mayoria de los nucleos celulares que indican una trisomia 2 en MM-74. Barra de escala,
10um. 9C, el panel superior muestra el perfil de alineamiento CGH de genoma completo de MM-15 con numerosas
ganancias y pérdidas cromosomicas en todo el genoma, que son caracteristicas del melanoma metastasico. Los
cromosomas estan alineados a lo largo del eje X. La linea azul ilustra el nimero de copia relativo (razén de log2) y las
barras azules resaltan las ganancias y pérdidas del nimero de copia. El panel central ilustra el nimero de copia relativo
(linea azul) a través del cromosoma 2. Distal al locus de ALK, se indica una pérdida en el brazo p del cromosoma 2.
El panel inferior ilustra el nUmero de copia relativo a través del gen ALK. Los cuadrados rojos y verdes representan la
razon de log2 de sondas individuales aCGH (verde: razén de log2 positiva; rojo: razén de log2 negativa). No se
encuentran interrupciones ni ganancias o pérdidas selectivas en el locus de ALK. 9D, El perfil de alineamiento CGH
de genoma completo de MM-74 muestra numerosas ganancias y pérdidas cromosomicas a través de todo el genoma
en el panel superior. El panel central muestra una ganancia de nimero de copia relativa de todo el cromosoma 2, que
esta en linea con la trisomia del cromosoma 2 segun lo indicado por FISH. El panel inferior también muestra la trisomia
del cromosoma 2 y no muestra ganancias ni pérdidas focales en el locus de ALK.

FIGURAS 10A-10D. La secuenciacion dirigida y la secuenciacion del genoma completo no revela aberraciones
genodmicas recurrentes en el locus de ALK. 10A, Datos de la secuenciacion ultra profunda de todo el locus de ALK se
muestran en IGV. La regidon gendmica alrededor del intron 19 revela varias variaciones de nucleétidos Unicos (SNV).
Sin embargo, la gran mayoria de los SNV en el locus de ALK también se encuentran en la poblacién general, ya que
se detectan en el grupo de ADN normal, que se usé como el control (panel inferior normal comun). Numerosos SNV
también se documentan en la base de datos The Single Nucleotide Polymorphism (dbSNP -
www.ncbi.nim.nih.gov/SNP/). No se encontraron aberraciones gendémicas en el sitio de iniciacion transcripcional de
ALKAT. 10B y 10C, Gréficos Circos de los datos de secuenciacion del genoma completo de (B) MM-15y (C) ATC-28
que ilustran numerosas aberraciones estructurales y SNV. 10D, polimorfismos de nucledtido Unico y pequefas
inserciones o deleciones en el locus de ALK detectadas por secuenciacion ultra profunda.

FIGURAS 11A-11H. Contexto local de cromatina en el sitio de iniciacion de transcripcion alternativa (ATI). 11A, Vista
del navegador gendmico (Genome Browser) de UCSC en el sitio de ATI. La pista RepeatMasker muestra elementos
transponibles en la region de ATI, incluyendo una repeticion de terminal largo (LTR) en el intron 19 (LTR16B2) y un
elemento de largo interespaciado (LINE) en el intrén 18. Las pistas de ENCODE revelan una agrupacion de
hipersensibilidad de ADNasa | y enriquecimiento de H3K4me1, pero no enriquecimiento de H3K27ac. 11B, El estado
de metilacién del locus de ALK se evalué mediante la captura personalizada de toda la huella de ALK, seguida por el
tratamiento de bisulfito y la secuenciacion de Ultima generacion. Los resultados de la secuenciacion por bisulfito de
H3122 y MM-15 se muestran en el modo CG-bisulfito de IGV. El color rojo indica “C” (citosina) correspondiente a
citosina metilada, que se conserva durante la reaccion de bisulfito. El color azul indica “T” (timina) correspondiente a
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citosina no metilada, que se convierte en uracilo en la reacciéon de bisulfito, y posteriormente se amplifica a timina
durante la PCR. 11C, Nivel de metilacion en CpG en muestras de tumor que expresa ALKA™ (MM-15 y ATC-28) y
células de control que no expresan ALKA™ (H3122, una linea celular de cancer de pulmon con expresion de EML4-
ALK y SKMEL-28, una linea celular de melanoma sin expresion de ALK”™) en los loci genodmicos indicados. Las lineas
negras marcan el LTR16B2 (LTR), las lineas rojas marcan la LINE. 11D, Comparacién del estado de metilacion de
CpG adyacentes al sitio de ATl en muestras de tumor que expresa ALKAT (MM-15 y ATC-28) y células control que no
expresan ALKAT (H3122 y SKMEL-28). Las regiones que flanquean LTR16B2 tienen niveles de metilacion de CpG
significativamente mas bajos en muestras que expresan ALKAT que los controles; los puntos rojos indican una
diferencia estadisticamente significativa (p<0,05) entre muestras que expresan ALKA™' y muestras que no expresan
ALKATI. Los puntos negros indican diferencias estadisticamente no significativas. 11E, Perfil de secuenciacion de
ChIP de H3K27ac en el locus ALKA"'. Los 17 perfiles azules se recuperaron de ENCODE, los 5 perfiles rojos son datos
originales del laboratorio de los inventores. Solo las tres muestras de melanoma (MM-15, SKMEL-28, SKMEL-524;
parte inferior), pero no las 19 lineas celulares de no-melanoma, muestran enriquecimiento de H3K27ac en el sitio de
ATI. 11F, Validacién de ChIP-qPCR para el enriquecimiento de H3K27ac en el sitio de ATl en 6 lineas celulares de
melanoma. Media + SEM, n=3. 11G, Ensayo de indicador de luciferasa de LTR16B2 en lineas celulares de melanoma
(rojo) y lineas celulares de cancer de pulmén que expresan EML4-ALK (verde). A diferencia de las lineas celulares de
cancer de pulmén sin actividad de luciferasa, las lineas celulares de melanoma muestran actividad de luciferasa de
baja a moderada. 11H, Analisis de motivo de factor de transcripcion de la region cis-reguladora proximal (hg19 chr2:
29,445,000 a 29,447,100).

FIGURAS 12A-12I. ALKA™ es activo in vitro, muestra localizacion nuclear y citoplasmatica por inmunohistoquimica e
induce tumorogénesis. 12A, Ensayo de cinasa in vitro. Las variantes de ALK indicadas se expresaron de manera
estable en células NIH-3T3, se inmunoprecipitaron y se ensayaron para actividad de tirosina cinasa. Después de la
reaccion enzimatica, se uso el material inmunoprecipitado para inmunotransferencias para evaluar la cantidad de
proteina ALK usada en el ensayo de cinasa. Media + SEM, n=4. 12B, Tumor humano (MM-15) que expresa ALKAT!
muestra la localizacion citoplasmatica y nuclear de ALK por inmunohistoquimica. Tumor melanocitico que expresa una
translocacion de TPM3-ALK mostré la localizacién citoplasmatica de la proteina de fusion ALK sin ninguna tinciéon
nuclear por inmunohistoquimica. Fibroblastos, células epiteliales y linfocitos reactivos sirven como controles negativos
internos. Barras de escala, 100 um. 12C, Analisis de citometria de flujo para proteina fluorescente verde (GFP)
coexpresada con las isoformas de ALK indicadas. Se cultivaron células en medio suplementado IL-3 hasta el dia 0
(curva azul) y se evalu6 el numero de positivas para GFP. 14 dias después de la retirada de IL-3, se evalud
nuevamente el numero de células que expresan ALK positivas para GFP (curva roja). 12D, Inmunotransferencias de
injertos de tumor explantado NIH-3T3 que expresan diversas isoformas de ALK. ALKAT se expresd a niveles de
proteina similares a los de dos muestras de tumor humano que expresan ALKAT. 12E, Curvas de crecimiento de
injertos de tumor de células melan-a que expresan de manera estable las isoformas de ALK indicadas. Media + SEM,
n=8. 12F, Inmunotransferencias de injertos de tumor melan-a explantadas que expresan diversas isoformas de ALK
en comparacion con muestras de tumores humanos que expresan ALKAT. 12G, Analisis de citometria de flujo de la
sefial de GFP en células NIH-3T3 que expresan de manera estable niveles bajos (bajo ALKAT)) o altos (alto ALKA™') de
ALKA™ antes de injertar en ratones con SCID. 12H, Inmunotransferencia de t-ALK en células con alto ALKA™ y bajo
ALKAT confirmando la expresion diferencial de ATI. 121 Curvas de crecimiento de injertos de tumor de células con
bajo ALKAT y alto ALKAT.

FIGURAS 13A-13E. Inhibicion de ALK dependiente de concentracion en células Ba/F3 que expresan ALKAT, ALKWT-,
ALKF174L y EML4-ALK. 13A y 13B, Ensayo de viabilidad celular de células Ba/F3, o bien en presencia o bien en
ausencia de IL-3 (1 ng/ml), que expresan las isoformas de ALK indicadas y tratadas con las dosis indicadas de
inhibidores de ALK (A) ceritinib y (B) TAE-684. La viabilidad celular se midié después de 72 horas de tratamiento con
farmaco. Media + SEM, n=4. 13C-13E, Inmunotransferencias representativas de células Ba/F3 que expresan de
manera estable (C) ALKYT, (D) ALKF""74 o (E) EML4-ALK y tratadas con concentraciones crecientes de crizotinib
durante 2 horas. Se muestran inmunotransferencias para ALK en la figura 4B.

FIGURAS 14A-14F. La expresion de ALKYT, ALKF'74 y EML4-ALK confiere sensibilidad al inhibidor de ALK, crizotinib,
in vivo. 14A-14C, Bioluminiscencia de tumores injertados NIH-3T3 marcados con luciferasa que expresan (A) ALKV,
(B) ALKF'174L o (C) EML4-ALK a lo largo del tiempo en ratones con SCID tratados con o bien vehiculo o bien crizotinib
(100 mg/kg/dia). Los datos para tumores que expresan ALKA™ se muestran en la figura 4E. 14D-14F, Tincién de
hematoxilina-eosina (HE) e inmunochistoquimica de tumores explantados que expresan (D) ALK"T, (E) ALKF''74 o (F)
EML4-ALK 48 horas después del primer tratamiento con crizotinib. Los datos de tumores que expresan ALKAT se
muestran en la figura 4D. Barra de escala, 50 um.

Descripcion detallada de la invencién

Para mayor claridad y no a modo de limitacion, la descripcion detallada de la invencion se divide en las siguientes
subsecciones:

(i) Definiciones



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2811927 T3

(i) TALK;

(iii) Deteccion de TALK;

(iv) Métodos de diagndstico;
(v) Métodos de tratamiento; y
(vi) Kits.

5. 1 Definiciones

Tal como se utiliza en el presente documento, el término “alrededor de” o “aproximadamente” significa dentro de un
intervalo de error aceptable para el valor particular como se determina por un experto en la técnica, que dependera en
parte de como se mide o determina el valor, es decir, las limitaciones del sistema de medicion. Por ejemplo, “alrededor
de” puede significar dentro de 3 o0 mas de 3 desviaciones estandar, segun la practica de la técnica. Alternativamente,
“alrededor de” puede significar un intervalo de hasta el 20%, preferiblemente hasta el 10%, mas preferiblemente hasta
el 5%, y mas preferiblemente aun hasta el 1% de un valor dado. Alternativamente, particularmente con respecto a
sistemas o procesos biolégicos, el término puede significar dentro de un orden de magnitud, preferiblemente dentro
de cinco veces, y mas preferiblemente dentro de dos veces, de un valor.

Como se usa en el presente documento, el término “anticuerpo” significa no solo moléculas de anticuerpo intactas,
sino también fragmentos de moléculas de anticuerpo que conservan la capacidad de unién de inmunégenos. Estos
fragmentos también son bien conocidos en la técnica y se emplean regularmente tanto in vitro como in vivo. Por
consiguiente, como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” significa no solo moléculas de
inmunoglobulina intactas, sino también los fragmentos activos bien conocidos F(ab’)2 y Fab. Los fragmentos F(ab’)2
y Fab que carecen del fragmento Fc de anticuerpo intacto, se limpian mas rapidamente de la circulacion, y pueden
tener menos unidn tisular no especifica de un anticuerpo intacto (Wahl et al., J. Nucl. Med. 24:316-325 (1983). Los
anticuerpos de la presente divulgacion comprenden anticuerpos nativos completos, anticuerpos biespecificos;
anticuerpos quiméricos; fragmentos de regidon V de cadena sencilla Fab, Fab’(scFv), polipéptidos de fusion,
anticuerpos humanizados derivados de un anticuerpo no humano y anticuerpos no convencionales.

Como se usa en el presente documento, el término “vector” se refiere a cualquier elemento genético, como un
plasmido, bacteriéfago, transposon, cosmido, cromosoma, virus, virién, etc., que es capaz de replicarse cuando se
asocia con los elementos de control adecuados y que puede transferir secuencias genéticas a células. Por tanto, el
término incluye los vehiculos de clonacion y expresion, asi como vectores virales y vectores de plasmido.

Como se usa en el presente documento, el término “vector de expresion” se refiere a una secuencia de acido nucleico
recombinante, por ejemplo, una molécula de ADN recombinante, que contiene una secuencia de codificacion deseada
y secuencias de acido nucleico apropiadas necesarias para la expresion de la secuencia de codificacion ligada
operativamente en un organismo huésped particular. Secuencias de acido nucleico necesarias para su expresion en
procariotas normalmente incluyen un promotor, un operador (opcional) y un sitio de unién de ribosoma, a menudo
junto con otras secuencias. Se sabe que las células eucaritticas utilizan promotores, potenciadores y sefales de
terminacion y poliadenilacion.

Como se usa en el presente documento, el término “tratar” o “tratamiento” se refiere a la intervencién clinica en un
intento de alterar el curso de la enfermedad del individuo o célula a tratar, y puede realizarse o bien para profilaxis o
bien durante el curso de la patologia clinica. Los efectos terapéuticos del tratamiento incluyen, sin limitacién, prevenir
la aparicién o recurrencia de la enfermedad, alivio de sintomas, disminucion de las consecuencias patologicas directas
o indirectas de la enfermedad, prevenir metastasis, disminuir la tasa de progresion de la enfermedad, mejora o
atenuacion del estado de la enfermedad, y remision o mejor prondstico. Al prevenir la progresion de una enfermedad
o trastorno, un tratamiento puede prevenir el deterioro debido a un trastorno en un sujeto afectado o diagnosticado o
un sujeto sospechoso de tener el trastorno, pero también un tratamiento puede prevenir la aparicion del trastorno o un
sintoma del trastorno en un sujeto en riesgo para el trastorno o sospechoso de tener el trastorno.

Una “cantidad efectiva” (o “cantidad terapéuticamente efectiva”) es una cantidad suficiente para afectar un resultado
clinico beneficioso o deseado durante el tratamiento. Puede administrarse una cantidad efectiva a un sujeto en una o
mas dosis. En términos de tratamiento, una cantidad efectiva es una cantidad suficiente para paliar, mejorar,
estabilizar, revertir o ralentizar la progresion de la enfermedad (por ejemplo, un cancer), o reducir de otra manera las
consecuencias patolégicas de la enfermedad (por ejemplo, un cancer). La cantidad efectiva se determina
generalmente por el médico caso por caso y esta dentro de la habilidad de un experto en la técnica. Varios factores
se tienen en cuenta normalmente al determinar una dosificacion adecuada para lograr una cantidad efectiva. Estos
factores incluyen la edad, el sexo y el peso del sujeto, la afeccion que se esta tratando, la gravedad de la afeccion y
la forma y concentracion efectiva de las células inmunosensibles administradas.

Como se usa en el presente documento, el término “sujeto” se refiere a cualquier animal (por ejemplo, un mamifero),
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incluyendo, pero no limitado a, humanos, primates no humanos, roedores y similares (por ejemplo, que va a ser el
receptor de un tratamiento particular, o de quien se cosechan células).

Como se usa en el presente documento, el término “un efecto anticancerigeno” significa uno o mas de una reduccion
de masa de células cancerosas agregadas, una reduccion de la tasa de crecimiento de células cancerosas, una
reduccion de la proliferacion de células cancerosas, una reducciéon de la masa tumoral, una reduccién del volumen
tumoral, una reduccién de la proliferacion de células tumorales, una reduccion en la tasa de crecimiento tumoral, una
reduccion en la metastasis tumoral y/o un aumento en la proporcion de células cancerosas senescentes.

5.2 TALK

El gen de cinasa de linfoma anaplasico humano (ALK) esta ubicado en 2p23, contiene 29 exones y codifica una tirosina
cinasa de la superfamilia de insulina clasica de 220 kDa, de 1620 aminoacidos. La proteina ALK humana madura
experimenta una glicosilacién ligada a N post-traslacional y consiste en un dominio de unién a ligandos extracelular,
un dominio transmembrana y un Unico dominio de tirosina cinasa intracelular.

El término “TALK” puede usarse para referirse a las isoformas truncadas de ALK a las que se hace referencia en el
presente documento y al ARNm y la correspondiente molécula de ADNc que codifica las mismas.

En algunos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona una isoforma de ALK que comprende los
exones 20-29 pero que carece del dominio transmembrana y/o el dominio extracelular. La TALK surge como resultado
del establecimiento de un sitio de iniciacion transcripcional alternativo de novo (“ATI”) en lugar de una reordenacion
genomica o una aberracién genomica en el locus de ALK. Por tanto, la TALK se denomina como ALKAT',

En determinados ejemplos no limitativos, la isoforma de ALK no estd compuesta por fusién con una parte de otra
proteina nativa, por ejemplo, que surge de un evento de translocacion, por ejemplo, donde la parte 3' de ALK se
fusiona con una parte de la proteina ATIC, C20rf44, CARS, CLTC, EML4, FN1, KIF5B, KLC1, MSN, NPM1, PPFIBP1,
RANBP2, SEC31A, SQSTM1, STRN, TFG, TPM3, TPM4, o VCL (véase la base de datos COMIC,
http://cancer.sanger.ac.uk/cancergenome/ projects/cosmic/)

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona una isoforma de ALK codificada por
un transcrito de ARNm que comprende los exones 20-29 y una parte, pero no todo, del intrén 19, pero no exones
comprendidos en el dominio transmembrana y/o dominio extracelular de ALK. En determinadas realizaciones no
limitativas, la presente invencién proporciona una isoforma de ALK codificada por un transcrito de ARNm que
comprende los exones 20-29 y una parte, pero no todo, del intron 19, pero no los exones 1-19, del gen ALK, o bien
individualmente o bien en cualquier combinacién. En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencion
proporciona una molécula de acido nucleico que comprende el transcrito. En determinadas realizaciones no limitativas,
el tamafio del transcrito es de aproximadamente 2300 - 2600 bases, o aproximadamente 2500 bases, o
aproximadamente 2513 bases. Determinadas realizaciones no limitativas del transcrito comprenden aproximadamente
400 bases de intrén 19 en el sentido de 5 del exén 20. Determinadas realizaciones no limitativas de la invencion
proporcionan una molécula de ADNc correspondiente a dicho transcrito de ARNm. Dicha molécula de ADNc puede
estar opcionalmente vinculada a un promotor y/o incorporada en un vector de acido nucleico. Dicho promotor puede
estar situado directamente antes de la secuencia de codificacion. En determinados ejemplos no limitativos, el promotor
es un promotor heterélogo (es decir, no el promotor de ALK). En determinados ejemplos no limitativos, dicho transcrito
de ARNm o molécula de ADNc carece de secuencia de acido nucleico que codifica al menos un fragmento largo de
10 o0 20 aminoacidos de una proteina distinta de ALK.

En determinadas realizaciones no limitativas, el ALK es ALK humano.

En determinados ejemplos no limitativos, el gen ALK humano correspondiente tiene una secuencia segun lo dispuesto
por la secuencia de referencia de NCBI: NG_009445.1 n.° de acceso NG_009445 o una variante alélica del mismo.

En determinados ejemplos no limitativos, la proteina de ALK humana tiene la secuencia de aminoacidos proporcionada

por la secuencia de referencia de NCBI: NP_004295.2 n.° de acceso NP_004295 (proporcionado mas adelante) o una
variante alélica de la misma.
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1 mgaigllwll plllstaavg sgmgtggrag spaagpplgp replsysrlqg rkslavdfvv

6l pslfrvyard lllppsssel kagrpeargs laldcapllr llgpapgvsw tagspapaea

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

rtlsrvlkgg
gegrlrirlm
ftwnltwimk
mdlldgpgae
yiagllphne
alkncsegts
nfedgfcgwt
apiksspcel
ldvsdrfwlg
nkelkpgens
kgigiwkvpa
dacpstngli
aaggggrayg
tgghscpgam
plgilytpal

civsptpeph
sklrtstimt
dpsplgvavk
ggdlksflre
gpgrvakigd
eifslgympy
erieyctqgdp
ppplpttssg

svrklrrakg
pekkasevgr
dsfpflshrs
rskemprgst
aareillmpt
pgskmalgss
qgtlsphtpg
rmswlirgvl
mvawwgqgszr
prgtpifdpt
tdtysisgyg
gkvcigennv
aktdtfthper
kkwgwetrgg

kvmeghgevn

lvlelgeeai legcvgppge aavgllgfnl selfswwirqg

egrlsaaira
ryglecsfdf
lllntsadsk
pgkhgwtvlg
ftewngtvlg
wgvrtlkdar
rgnvslvlve
aivafdnisi
vhwlfttcga
aaggkggknt
ieeeirvnrs
lennssvlgl

fggggggcess
ikhylncshe

sgqprllfgif
pceleysppl
htilspwmrs
grigrpdnpf
lggacdfhgd
fgdhgdhall
nktgkeggrm
sldcyltisg
sgphgptgaq
mmrshgvsvl
vhewaggggg
ngnsgaaggg
gg9g9g999yigg

evdechmdpe

gtghsslesp
hdlrngswsw
ssehctlavs
rvaleyissg
caggedesgm
lsttdvpase
vwhvaayegl
edkilgntap
cnnaygnsnl
gifnlekddm
gggatyvikm
ggwndntsll
naasnndpem

shkvicfcdh

tnmpspspdy
rripseeasq
vhrhlgpsgr
nrslsavdff
crklpvgfyc
satvtsatfp
slwgwmvlpl
ksrnlfernp
svevgsegpl
lyilvgggge
kdgvpvplii
wagkslgega
dgedgvsfis
gtvlaedgvs

lplslilsvv tsalvaalvl afsgimivyr rkhgelgamg melgspeykl

dynpnycfag
tlpevecsegd
trprpsgpss
fgmardiyra
psksngevle
dvintalpie

kaakkptaae

ktssisdlke
eldflmeali
lamldllhva
syyrkggcam
fvtsggrmdp
ygplveeeek

isvrvprgpa

vprknitlir
iskfnhgniv
rdiacgcqgyl
lpvkwmppea
pkncpgpvyr
vpvrpkdpeg

vegghvnmaf

glghgafgev
rcigvslgsl
eenhfihrdi
fmegiftskt
imtgcwghgp
vppllvsgga
sgsnppselh

yeggvsgmpn
prfillelma
aarnclltcp
dtwsfgvllw
edrpnfaiil
kreeerspaa

kvhgsrnkpt

1501
ID

[SEQ
1]

slwnptygsw ftekptkknn piakkephdr gnlglegsct vppnvatgrl pgasllleps

NO:

En determinados ejemplos no limitativos, el ARNm de ALK humano de tipo silvestre o no truncado tiene la secuencia
de nucledtidos proporcionada por la secuencia de referencia de NCBI: NM_004304.4 n.° de acceso NM_004304

5

(proporcionado a continuacion) o una variante alélica del mismo.

1 agctgcaagt ggcgggcgcec caggcagatg cgatccagcg gctetggggg cggcagcggt

61 ggtagcagct ggtacctccc geccgectetg ttecggagggt cgcggggcac cgaggtgett

121 tccggccgece ctctggtcgg ccacccaaag ccgcgggcgce tgatgatggg tgaggagggg

181 gcggcaagat ttcgggcgcece cctgceccctga acgecctcag ctgctgecge cggggecgcet

241

ccagtgectg

cgaactctga

ggagceeg

agg

11

cgcecggtgag

agcaaggacg

ctgcaaactt



301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
le81
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
216l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941

gcgcagcgcyg
tcccgcageg
gcccagaccyg
gcgtgcagceca
cccgagaggg
gccacctccec
gcgcggeact
ttgagtgtct
cctececgtgea
ggtggaagga
cgaagggtga
catcgggctc
gdggaccggc
actcagctac
cttccgtgtc
caggcccgag
gccggcgecg
gtccagggtg
ggagctgggce
ggggctgcetce
gcgactgagg
gctgtcegeg
tcatagctcc
gaatctcacc
tctggagtgce
caggaaccag
gctggatggyg
caacacctca
gcactgcaca
ccagctgectg
gcatggttgg
cctggaatac
gaactgcagt
ttggaatggg
gggagaagat
agatggcttc
caggacccta
cactgatgtc
caagagctct
cgtgtccttg
tgtcgcegec
gtctgacagg
ggcttttgac
gatcctgcag

gctgaaaccc

ggggctggga
gagagatagc
ggcagaadgag
gctgggagec
gacagacccc
ttcaaccata
cggcgcggag
ctggactcgc
gttgggggaa
gccgetgggt
ggctgggccce
ctgtggctcc
cagcgcgcegg
tcgcgectyge
tacgccecgygg
gccecgeggcet
ggggtctcct
ctgaagggcg
gaggaggcga
cagttcaatc
atccgectga
gcaattcgcg
ttggaatcac
tggataatga
agctttgact
agctggtect
cctggggcag
gctgactcca
ctggcegtcet
ccccacaacg
acagtgctcc
atctccagtg
gaaggaacat
acagtcctcc
gagagccaga
tgtggctgga
aaggatgccc
cccgcttectyg
ccatgtgagc
gtgctagtgg
tatgaaggct
ttctggectge
aatatctcca
aatacagcac

ggggaaaatt
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ttcacgccca
ttgagggtge
cttggaggag
gccgttcecteca
agctccgact
gtagttcctc
agcgggagge
ccctgagcett
agcaagagac
accaaggact
ggagagcagt
tgccgetget
gctceccecagce
agaggaagag
acctactgct
cgctagctct
ggaccgccgg
gctcegtgeg
tcttggaggg
tcagcgagct
tgccecgagaa
cctceccagec
caacaaacat
aagactcctt
tccecetgtga
ggcgccgeat
agcgttctaa
agcacaccat
cggtgcacag
aggctgcaaqg
agggaagaat
gaaaccgcag
ccccaggctce
agcttgggceca
tgtgccggaa
cccaaggcac
ggttccagga
aaagtgctac
tccgaatgtc
agaacaaaac
tgagcctgtg
agatggtcgce
tcagcctgga
ccaaatcaag

caccaagaca

gaagttcagce
gcaagacggc
ccaaaaggaa
gccttaaaaqg
gcggggggea
tgtaccgagce
tcaaggtccc
ccaggtctgt
ttgcgcgecac
gttcagagcc
gtaaacggcc
gctttcecacg
tgcggggeceg
tctggcagtt
gccaccatcc
ggactgcgcc
ttcaccagcc
caagctccgg
ttgcgteggg
gttcagttgg
gaaggcgtcg
ccgecttete
gccttetect
ccctttectg
gctggagtat
cccctecgag
ggagatgccc
cctgagtceccg
gcacctgcag
agagatcctc
cgggegtceca
cttgtctgca
caagatggcc
ggcctgtgac
actgcctgtg
actgtcaccc
ccaccaagac
agtgaccagt
ctggctcatt
cgggaaggag
gcagtggatg
atggtgggga
ctgctaccte
aaacctgttt

gacccccatc

12

aggcagacag
agcctccgec
cgcaaaaggc
ttgcagagat
ggagaggacg
gcagcgagct
agccagtgag
ttcatttaga
gcacagtcct
tcttcecccecatce
tccteecggeg
gcagctgtgg
ccgctgcagce
gacttcgtygg
tcctecggagce
ccgctgetca
ccggcagagg
cgtgccaagc
cccececegggyg
tggattcgecce
gaagtgggca
ttccagatct
tctcectgatt
tctcatcgea
tccecectecac
gaggcctccc
agaggctcct
tggatgagga
ccctectggaa
ctgatgccca
gacaacccat
gtggacttct
ctgcagagct
ttccaccagg
ggtttttact
cacactcctce
catgctctat
gctacgtttc
cgtggagtct
caaggcagga
gtgttgecctce
caaggatcca
accattagcg
gagagaaacc

tttgacccta

tccgaagect
ctcggttccce
ggccaggaca
tggaggctge
gtacccaact
acagacgdgg
cccagtgtgce
ctcctgcecteg
ctggagatca
tcggggagag
ggatgggagce
gctcecgggat
cccgggagec
tgcccteget
tgaaggctygg
ggttgctggg
ccecggacgcet
agttggtgct
aggcggcetgt
aaggcgaagg
gagagggaag
tcgggactygg
attttacatg
gccgatatgg
tgcatgacct
agatggactt
ttcteccttet
gcagcagtga
ggtacattgc
ctccagggaa
ttcgagtgge
ttgccectgaa
ccttcacttg
actgtgccca
gcaactttga
aatggcaggt
tgctcagtac
ctgcaccgat
tgaggggaaa
tggtctggca
tcctegatgt
gagccatcgt
gagaggacaa
caaacaagga

cagttcattg



3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641

gctgttcacc
cgcctaccag
ccagatctgg
cgggaaaggc
caacctggag
ccccagtaca
agaaatccgt
agccacctac
aggtggtgge
taactccteg
gaatgataac
acattcctgce
gggtggaggg
ctcaaacaat
catcctgtac
ttatctaaac
ggtcatctge
gtcacccacc
cctegtggece
ccaggagctg
ccgcaccteg
ctccatcagt
ccatggcgcc
cccecctgecaa
tttcctecatg
tggggtgage
cctcaagtcc
gctggacctt
ccacttecatc
aagagtggcecc
tagaaaggga
aggaatattc
ttctcttgga
cagtggaggc
tcagtgctygg
tgaatactgce
acttgtggaa
tctcctggtce
tctgcctacc
tcgagtccct
caaccctect
gaacccaacg
aaagaaggag
taacgttgca

tgccaatatg

acatgtgggg

aactccaacc
aaggtgccag
gggaagaaca
aaggatgaca
aaccagttaa
gtgaacagaa
gtatttaaga
agggcctacg
gttctagggce
acttccttge
ccccaggcca
gggtgctcct
gaccccgaaa
accccagcett
tgcagtcact
ttctgtgacc
ccggagcecac
gccectggtec
caagccatgce
accatcatga
gacctgaagg
tttggggagg
gtggctgtga
gaagccctga
ctgcaatccc
ttcctececgag
ctgcacgtgg
caccgagaca
aagattggag
ggctgtgecca
acttctaaaa
tatatgccat
cggatggacc
caacatcagc
acccaggacc
gaggaagaga
tctcaacagg
acctcctctg
agagggccgg
tcggagttge
tacggctcct
ccacacgaca
actgggagac
aaggaggtac
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ccagcgggcec
tgagcgtgga
ccaccgacac
ccatgatgcg
tgctgtacat
tccagaaagt
gcgtgcatga
tgaaggatgg
gggccaagac
taaacggcaa
tctgggecegg
tgaagaagtg
caggtggagg
tggatgggga
taaaagtgat
gtgaggtaga
acgggacggt
acctgccact
tggctttcte
agatggagct
ccgactacaa
aggtgccgeg
tgtatgaagg
agacgctgcc
tcatcagcaa
tgcceccecggtt
agacccgecc
ctcgggacat
ttgctgccag
acttcgggat
tgctgccagt
cagacacatg
accccagcaa
cacccaagaa
ctgaagacag
cggatgtaat
aagtgcctgt
caaaacggga
gcaaggctgce
ccgtggaagg
acaaggtcca
ggtttacaga
ggggtaacct

ttccgggggce
ctctgttcag

ccatggcccce
ggtggggagce
ctacagcatc
gtcccacgge
cctggttggyg
ctgcattgga
gtgggcagga
agtgccggtg
agacacgttc
ttccggagece
aaaatctttg
ggggtgggag
aggcggagga
agatggggtt
ggaaggccac
cgaatgtcac
gctggctgag
ctcgectgatce
cggcatcatg
gcagagccct
ccccaactac
gaaaaacatc
ccaggtgtcc
tgaagtgtgce
attcaaccac
catcctgctg
tcgecececgage
tgcctgtgge
aaactgecctc
ggcccgagac
taagtggatg
gtcctttgga
aagcaaccag
ctgccectggg
gcccaacttt
caacaccgct
gaggcccaag
ggaggagcgc
aaagaaaccc
gggacacgtg
cggatccaga
gaaacccacc
ggggctggag
ctcactgctce

gctacgtcac

13

acccaggcac
gagggccccce
tcgggctacg
gtgtctgtge
cagcagggag
gagaacaatg
ggcggaggag
cccctgatca
cacccagaga
gcaggtggtg
caggagggtg
acaagagggg
tatataggcg
tccttcatca
ggggaagtga
atggaccctg
gatggcgtct
ctctctgtgg
attgtgtacc
gagtacaagc
tgctttgctyg
accctcattc
ggaatgccca
tctgaacagqg
cagaacattg
gagctcatgg
cagccctect
tgtcagtatt
ttgacctgtce
atctacaggg
cccccagagg
gtgctgctat
gaagttctgg
cctgtatacc
gccatcattt
ttgccgatag
gaccctgagg
agcccagctg
acagctgcag
aatatggcat
aacaagccca
aaaaagaata
ggaagctgta
ctagagccct

ttceccttgtyg

agtgcaacaa
tgaaaggcat
gagctgectgg
tgggcatctt
aggacgecctg
tgatagaaga
gagggggtgg
ttgcageccgg
gactggagaa
gaggtggctg
ccaccggagyg
gtttcggagg
gcaatgcagc
gtccactgygg
atattaagca
aaagccacaa
cctgecattgt
tgacctctgce
gccggaagca
tgagcaagct
gcaagacctc
ggggtctggg
acgacccaag
acgaactgga
ttcgctgeat
cggggggaga
ccctggecat
tggaggaaaa
caggccctgg
cgagctacta
ccttcatgga
gggaaatctt
agtttgtcac
ggataatgac
tggagaggat
aatatggtcc
gggttcctcc
ccccaccacce
agatctctgt
tctectcagtc
ccagcttgtg
atcctatagc
ctgtcccacce
cttecgectgac

ggaatgtcaa
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5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181

ttacggctac
ttacgaggat
gtcgecacact
gctccttcac
taccaccaaa
ctattctttc
ggttgcataa
gtgtgctctg
agatgtttcc

cagcaacagg
accattctga
cacttctett
aaaccagaga
aaagctgtat
gaaagaagaa
ggtttttatg
cttcaatgta
ttgccttgtt
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gcttgeccett
aaagcaagaa
ccttgggatce
ccaaatgtca
tttgaaaatg
aatatcataa
catgtttgtt
gtcagaatta

gatgtggaca

agaagccgct
tagcatgaac
cctaagaccg
cgttttgttt
ctttagaaag
aaatgagtga
gtatacttcc
gctgcttcta

tgagccattt

actgcccctyg
cagcctgggce
tggaggagag
tgtgccaacc
gttttgagca
taaatacaag
ttatgcttct

tgtttcatag

gaggggagag

gagctggtca
cctgagcectcg
agaggcaatg
tattttgaag
tgggttcatc
gcccagatgt
ttcaaattgt
ttggggtcat

ggaacggaaa

6241 taaaggagtt atttgtaatg actaaaa [SEQ ID NO: 2]

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico
aislado que comprende la secuencia de acido nucleico expuesta en SEQ ID NO: 11 como se muestra en la figura 6D,
0 una secuencia que es al menos un 80%, al menos un 85%,al menos un 90% o al menos un 95% homdloga con
respecto a la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a SEQ ID NO:11, pero que carecen de secuencias

que codifican los exones 1-19 de ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion.

En determinadas realizaciones no limitativas, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 tal como se muestra en la figura 6E, o una
secuencia que es al menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90% o al menos un 95% homdloga con respecto
a la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a la SEQ ID NO: 12. En determinadas realizaciones no
limitativas, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de
aminoacidos que comprende al menos una (por ejemplo, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4, no mas de 5, no
mas de 6, no mas de 7, no mas de 8, no mas de 9, no mas de 10, no mas de 11, no mas de 12, no mas de 13, no mas
de 14, no mas de 15, no mas de 16, no mas de 17, no mas de 18, no mas de 19 o no mas de 20) variacion de
aminoacidos con respecto a SEQ ID NO: 12, donde la secuencia resultante no se encuentra en una proteina que se
produce de manera natural, por ejemplo, una proteina de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones no limitativas, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica aminoacidos 3-552 de SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos un 80%, al menos un 85%, al
menos un 90% o al menos un 95% homologa con respecto a la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a
los aminoacidos 3-552 de SEQ ID NO:12. En determinadas realizaciones no limitativas, la molécula de acido nucleico
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una
(por ejemplo, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4, no mas de 5, no mas de 6, no mas de 7, no mas de 8, no mas
de 9, no mas de 10, no mas de 11, no mas de 12, no mas de 13, no mas de 14, no mas de 15, no mas de 16, no mas
de 17, no mas de 18, no mas de 19 o no mas de 20) variacién de aminoacidos con respecto a aminoacidos 3-552 de
SEQ ID NO: 12, donde la secuencia resultante no se encuentra en una proteina que se produce de manera natural,
por ejemplo, una proteina de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones no limitativas, la molécula de acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica aminoacidos 21-552 de SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos un 80%,al menos un 85% ,al
menos un 90% o al menos un 95% homologa con respecto a la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a
los aminoacidos 21-552 de SEQ ID NO:12. En determinadas realizaciones no limitativas, la molécula de acido nucleico
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos que comprende al menos una
(por ejemplo, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4, no mas de 5, no mas de 6, no mas de 7, no mas de 8, no mas
de 9, no mas de 10, no mas de 11, no mas de 12, no mas de 13, no mas de 14, no mas de 15, no mas de 16, no mas
de 17, no mas de 18, no mas de 19, o no mas de 20) variacion de aminoacidos con respecto a aminoacidos 21-552
del SEQ ID NO: 12, donde la secuencia resultante no se encuentra en una proteina que se produce de manera natural,
por ejemplo, una proteina de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones no limitativas, la secuencia de aminoacidos tiene patrones de glucosilacion alterados
en comparacion con una proteina que se produce de manera natural, incluyendo, pero no limitado a, una secuencia
de aminoacidos producida en células no humanas, por ejemplo, células de levadura, células de insectos, células CHO,
etc.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico
aislado, que es una molécula de ADNc, comprende acidos nucleicos 405-2063 de la secuencia de acidos nucleicos
expuesta en SEQ ID NO: 11 tal como se muestra en la figura 6D o una secuencia que es al menos un 80%, al menos
un 85%, al menos un 90% o al menos un 95% homologa con respecto a la misma, incluyendo secuencias que no son
idénticas a acidos nucleicos 405-2063 de SEQ ID NO:11.
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En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico
aislado, que es una molécula de ADNc, comprende acidos nucleicos 411-2063 de la secuencia de acido nucleico
expuesta en SEQ ID NO: 11 tal como se muestra en la figura 6D o una secuencia que es al menos un 80%, al menos
un 85% ,al menos un 90% o al menos un 95% homologa con respecto a la misma, incluyendo secuencias que no son
idénticas a los acidos nucleicos 411-2063 de SEQ ID NO:11.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico
aislado, que es una molécula de ADNc, comprende acidos nucleicos 465-2063 de la secuencia de acido nucleico
expuesta en SEQ ID NO: 11 tal como se muestra en la FIGURA 6D o una secuencia que es al menos un 80%, al
menos un 85%, al menos un 90% o al menos un 95% homdloga con respecto a la misma, incluyendo secuencias que
no son idénticas a los acidos nucleicos 465-2063 de SEQ ID NO:11.

En determinados ejemplos no limitativos, dicha molécula de acido nucleico esta vinculada operativamente a un
promotor, que puede ser un promotor heterélogo. En determinados ejemplos no limitativos, la molécula de acido
nucleico comprende una molécula de ADNc. En determinados ejemplos no limitativos, la molécula de acido nucleico
aislado se compone de un vector que puede, por ejemplo, ser un vector de expresion o un virus.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona una célula huésped que comprende
un vector que comprende las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento.

La homologia de secuencia o identidad de secuencia puede medirse usando software de analisis de secuencia (por
ejemplo, paquete de software de analisis de secuencia de Genetics Computer Group, Centro de Biotecnologia de la
Universidad de Wisconsin, 1710 University Avenue, Madison, Wis. 53705, programas BLAST, BESTFIT, GAP o
PILEUP/PRETTYBOX). Este software aparea secuencias idénticas o similares asignando grados de homologia a
diversas sustituciones, deleciones y/u otras modificaciones. En un enfoque a modo de ejemplo para determinar el
grado de identidad, puede usarse un programa BLAST, con una puntuacion de probabilidad entre e-3 y e-100 que
indica una secuencia estrechamente relacionada.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado codificado por
cualquiera de las moléculas de acido nucleico descritas en el presente documento, incluyendo moléculas de ADNCc.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 como se muestra en la figura 6E, pero que carece de la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3 (proporcionada a continuacién) o una secuencia que es al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90% o al menos aproximadamente un 95% homologa con respecto a
la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a SEQ ID NO:12.

MGAIGLLWLLPLLLSTAAVGSGMGTGQRAGSPAAGPPLOPREPL

SYSRLORKSLAVDEFVVPSLFRVYARDLLLPPSSSELKAGRPEARGSLALDCAPLLRLL
GPAPGVSWTAGSPAPAEARTLSRVLKGGSVRKLRRAKQLVLELGEEAILEGCVGPPGE
AAVGLLOFNLSELFSWWIRQGEGRLRIRLMPEKKASEVGREGRLSAATIRASQPRLLEQ
IFGTGHSSLESPTNMPSPSPDYFTWNLTWIMKDSFPFLSHRSRYGLECSFDFPCELEY
SPPLHDLRNQSWSWRRIPSEEASQOMDLLDGPGAERSKEMPRGSFLLLNTSADSKHTIL
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SPWMRSSSEHCTLAVSVHRHLOQPSGRYIAQLLPHNEAAREILLMPTPGKHGWIVLQGR
IGRPDNPFRVALEYISSGNRSLSAVDFFALKNCSEGTSPGSKMALQSSETCWNGTIVLQ
LGOQACDFHQDCAQGEDESQMCRKLPVGEYCNFEDGEFCGWTQGTLSPHTPQWQVRTLKD
ARFOQDHODHALLLSTTDVPASESATVISATFPAPIKSSPCELRMSWLIRGVLRGNVSL
VLVENKTGKEQGRMVWHVAAYEGLSLWOQWMVLPLLDVSDREFWLOMVAWWGQGSRAIVA
FDNISISLDCYLTISGEDKILONTAPKSRNLFERNPNKELKPGENSPRQTPIFDPTVH
WLETTCGASGPHGPTQAQCNNAYQONSNLSVEVGSEGPLKGIQIWKVPATDTYSISGYG
AAGGKGGKNTMMRSHGVSVLGIFNLEKDDMLYILVGQQGEDACPSTNQLIQKVCIGEN
NVIEEEIRVNRSVHEWAGGGGGGGGATYVEFKMKDGVPVPLIIAAGGGGRAYGAKTDTFE
HPERLENNSSVLGLNGNSGAAGGGGGWNDNTSLLWAGKSLOEGATGGHSCPQAMKKWG
WETRGGFGGGGGGCSSGGGGGGY IGGNAASNNDPEMDGEDGV SEFISPLGILYTPALKV
MEGHGEVNIKHYLNCSHCEVDECHMDPESHKVICFCDHGIVLAEDGVSCIVSPTPEPH
LPLSLILSVVISALVAALVLAFSGIMIVYRRKHQELQA [SEQ ID NO: 3]

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 como se muestra en la figura 6E, pero que carece de la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4 (proporcionada a continuacién) o una secuencia que es al
menos un 80%, al menos un 85%, al menos un 90% o al menos aproximadamente un 95% homologa con respecto a
la misma, incluyendo secuencias que no son idénticas a SEQ ID NO:12.

MGAIGLLWLLPLLLSTAAVGSGMGTGOQRAGSPAAGPPLQPREPL

SYSRLORKSLAVDEVVPSLERVYARDLLLPPSSSELKAGRPEARGSLALDCAPLLRLL
GPAPGVSWTAGSPAPAEARTLSRVLKGGSVRKLRRAKQLVLELGEEAILEGCVGPPGE
AAVGLLOFNLSELEFSWWIRQGEGRLRIRLMPEKKASEVGREGRLSAATRASQPRLLEQ
IFGTGHSSLESPTNMPSPSPDYFTWNLTWIMKDSEFPFLSHRSRYGLECSEDEPCELEY
SPPLHDLRNQSWSWRRIPSEEASQMDLLDGPGAERSKEMPRGSEFLLLNTSADSKHTIL
SPWMRSSSEHCTLAVSVHRHLOQPSGRYIAQLLPHNEAAREILLMPTPGKHGWIVLQGR
IGRPDNPFRVALEYISSGNRSLSAVDEFALKNCSEGTSPGSKMALQSSFTCWNGTVLQ
LGOQACDFHQDCAQGEDESQMCRKLPVGEYCNFEDGEFCGWTQGTLSPHTPQWQVRTLKD
ARFQODHODHALLLSTTDVPASESATVISATFPAPIKSSPCELRMSWLIRGVLRGNVSL
VLVENKTGKEQGRMVWHVAAYEGLSLWOQWMVLPLLDVSDREFWLOMVAWWGQGSRAIVA
FDNISISLDCYLTISGEDKILONTAPKSRNLEFERNPNKELKPGENSPRQTPIFDPTVH
WLETTCGASGPHGPTQAQCNNAYONSNLSVEVGSEGPLKGIQIWKVPATDTYSISGYG
AAGGKGGKNTMMRSHGVSVLGIFNLEKDDMLYILVGQQGEDACPSTNQLIQKVCIGEN
NVIEEEIRVNRSVHEWAGGGGGGGGATYVEFKMKDGVPVPLIIAAGGGGRAYGAKTDTFE
HPERLENNSSVLGLNGNSGAAGGGGGWNDNTSLLWAGKSLOEGATGGHSCPQAMKKWG
WETRGGFGGGGGGCSSGGGGGGY IGGNAASNNDPEMDGEDGV SEFISPLGILYTPALKV
MEGHGEVNIKHYLNCSHCEVDECHMDPESHKVICFCDHGTVLAEDGVSCIVSPTPEPH

LPLSLILSVVISA [SEQ ID NO: 4]

En determinadas realizaciones no limitativas, el polipéptido comprende los aminoacidos 3 a 552 de SEQ ID NO: 12.
En determinadas realizaciones no limitativas, el polipéptido comprende los aminoacidos 21 a 552 de SEQ ID NO: 12.

En determinadas realizaciones no limitativas, el polipéptido aislado comprende una secuencia de aminoacidos que

comprende al menos una (por ejemplo, no mas de 2, no mas de 3, no mas de 4, no mas de 5, no mas de 6, no mas
de 7, no mas de 8, no mas de 9, no mas de 10, no mas de 11, no mas de mas de 12, no mas de 13, no mas de 14, no
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mas de 15, no mas de 16, no mas de 17, no mas de 18, no mas de 19, o no mas de 20) variacién de aminoacidos con
respecto a SEQ ID NO: 12, donde la secuencia resultante no se encuentra en una proteina que se produce de manera
natural, por ejemplo, una proteina de tipo silvestre. En determinadas realizaciones, la secuencia de aminoacidos
comprende al menos una variacion de aminoacidos con respecto a SEQ ID NO: 12 pero carece de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3. En determinadas realizaciones, la secuencia de aminoacidos comprende al
menos una variacion de aminoacidos con respecto a SEQ ID NO: 12 pero carece de la secuencia de aminoacidos
expuesta en SEQ ID NO: 4.

En determinados ejemplos no limitativos, la secuencia de aminoacidos tiene patrones de glucosilacion alterados
comparada con una proteina que se produce de manera natural, incluyendo, pero no limitada a, una secuencia de
aminoacidos producida en células no humanas, por ejemplo, células de levadura, células de insecto, células CHO,
etc.

Las variaciones o modificaciones de aminoacidos pueden incluir sustituciones de aminoacidos, adiciones y/o
deleciones. Pueden introducirse variaciones o modificaciones mediante técnicas estandar conocidas en la técnica,
como la mutagénesis dirigida al sitio y la mutagénesis mediada por PCR. En determinados ejemplos, la al menos una
variaciéon de aminoacidos comprende al menos una modificaciéon conservadora de aminoacidos. Los aminoacidos
pueden clasificarse en grupos segun sus propiedades fisicoquimicas como carga y polaridad. Las sustituciones
conservadoras de aminoacidos son aquellas en las que el residuo de aminoacidos se reemplaza por un aminoacido
dentro del mismo grupo. Por ejemplo, los aminoacidos pueden clasificarse por carga: aminoacidos cargados
positivamente incluyen lisina, arginina, histidina, aminoacidos cargados negativamente incluyen acido aspartico, acido
glutamico, aminoacidos de carga neutra incluyen alanina, asparagina, cisteina, glutamina, glicina, isoleucina, leucina,
metionina, fenilalanina, prolina, serina, treonina, triptéfano, tirosina y valina. Ademas, los aminoacidos pueden
clasificarse por polaridad: aminoacidos polares incluyen arginina (polar basico), asparagina, acido aspartico (polar
acido), acido glutamico (polar acido), glutamina, histidina (polar basico), lisina (polar basico), serina, treonina y tirosina;
aminoacidos no polares incluyen alanina, cisteina, glicina, isoleucina, leucina, metionina, fenilalanina, prolina,
triptéfano y valina.

En determinadas realizaciones no limitativas, el polipéptido comprende los aminoacidos 3 a 552 de SEQ ID NO: 12.
En determinadas realizaciones no limitativas, el polipéptido comprende los aminoacidos 21 a 552 de SEQ ID NO: 12.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en los residuos 1-552 de SEQ ID NO: 12 como se muestra en la figura 6E. El
polipéptido tiene un peso molecular estimado de aproximadamente 61 kDa (por ejemplo, 61,08 kDa).

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en los residuos 3-552 de SEQ ID NO: 12 como se muestra en la figura 6E. El
polipéptido tiene un peso molecular estimado de aproximadamente 61 kDa (por ejemplo, 60,82 kDa).

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un polipéptido aislado que comprende
la secuencia de aminoacidos expuesta en los residuos 21-552 de SEQ ID NO: 12 como se muestra en la figura 6E. El
polipéptido tiene un peso molecular estimado de aproximadamente 59 kDa (por ejemplo, 58,71 kDa).

En determinados ejemplos no limitativos, el polipéptido tiene un peso molecular estimado de entre 58-64, por ejemplo,
aproximadamente 61 kDa o aproximadamente 59 kDa.

En determinados ejemplos no limitativos, el polipéptido esta vinculado a una etiqueta de péptido heterélogo de entre
aproximadamente 2-20 aminoacidos, o entre aproximadamente 3-15 aminoacidos.

En determinados ejemplos no limitativos, el polipéptido esta etiquetado de manera detectable.

En determinados ejemplos no limitativos, el polipéptido contiene al menos una sustitucion de aminoacidos
conservadora con respecto a la secuencia de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un anticuerpo que se une a uno de
los polipéptidos descritos anteriormente, pero que no se une a un polipéptido de ALK de tipo silvestre, por ejemplo,
uno que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1.

5.3 Deteccion de TALK

La deteccion de TALK puede realizarse por cualquier método conocido en la técnica. Una TALK puede detectarse en
forma de un transcrito de ARNm, una molécula de ADNc correspondiente, su polipéptido codificado, o un sitio de ATI
en el intrén 19 de ALK. En una realizacion no limitante, la TALK es ALKAT.

En determinados ejemplos no limitativos, un transcrito de ARNm que codifica una TALK puede detectarse mediante
un método que comprende hibridacion de sonda (por ejemplo, ensayo basado en sonda nCounter, de NanoString),
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amplificacion, transcripcion inversa, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por ejemplo, reaccion en cadena de
la polimerasa de transcripcion inversa (RT-PCR), PCR de transcriptasa inversa cuantitativa, PCR en tiempo real, PCR
en tiempo real cuantitativa), transferencia de tipo Northern, secuenciacion, microalineamiento o una combinacion de
los mismos.

En determinados ejemplos no limitativos, un polipéptido de TALK puede detectarse mediante un método que
comprende unién a anticuerpos, inmunohistoquimica, inmunotransferencia de tipo Western, ensayo funcional (por
ejemplo, cinasa), ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos
enzimaticos (EIA), espectrometria de masas, sistemas de analisis basados en gel 1-D o 2-D (por ejemplo,
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)), inmunoprecipitacion o una combinacion de los mismos.

En determinados ejemplos no limitativos, una molécula de ADNc de TALK puede detectarse por PCR.

En determinados ejemplos no limitativos, un sitio de ATl en el intrén 19 de un gen ALK puede detectarse por un método
que comprende transferencia de tipo Northern, secuenciacion de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP), ChIP-
gPCR, amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE)-PCR, o una combinacion de los mismos.

Puede ponerse en practica un método de deteccion en una célula o tejido o lisado celular recolectado de un sujeto. La
célula puede recogerse como muestra, por ejemplo, una muestra de un tumor o neoplasia u otra lesién. La muestra
puede ser una muestra de sangre periférica u otra muestra de fluido (por ejemplo, derrame pleural).

En un ejemplo particular no limitativo, el sitio de inicio de transcripcion y de extremo 5’ de un transcrito de TALK, por
ejemplo el transcrito de ALKA™', pueden determinarse usando la técnica RACE en 5'. Por ejemplo, una técnica tabaco-
acido-pirofosfatasa RACE en 5’ puede realizarse segun el protocolo de fabricacion (kit de RACE de ARNm eucarético
ExactStart, n.° ES80910, Epicentre) usando los siguientes cebadores: 5-
TCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAGCGGCCGCCTGCAGGAAA -3 [SEQ ID NO: 5]; inverso 5'-
CAGGTCACTGATGGAGGAGGTCTTGCCAGCAAAGCA-3’ [SEQ ID NO: 6]. Los productos RACE en 5 pueden
entonces secuenciarse, por ejemplo, usando un sistema Illlumina MiSeq con un protocolo de extremos apareados de
150 pb segun el protocolo de fabricacion. Alternativamente, pueden utilizarse los siguientes cebadores inversos:
cebador directo 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3 [ID SEQ NO: 7], cebador inverso 5'-
ACACCTGGCCTTCATACACCTCC- 3' [SEQ ID NO: 8].

En otro ejemplo particular no limitativo, una molécula de ADNc de un transcrito de TALK (por ejemplo, la ALKA™) puede
amplificarse usando los cebadores especificos de ALK 5-CACCATCCCATCTCCAGTCTGCTTC-3 [SEQ ID NO: 9] y
5-AGAGAAGTGAGTGTGCGACC- 3' [SEQ ID NO: 10].

En otro ejemplo particular no limitativo, la presencia de una TALK puede detectarse usando un anticuerpo especifico
de ALK, asi como una técnica que demuestra un peso molecular inferior a la proteina de tipo silvestre, tal como, pero
no limitado a electroforesis en gel de poliacrilamida e inmunotransferencia de tipo Western. Ejemplos no limitativos de
anticuerpos que pueden usarse incluyen anticuerpo anti-o-tubulina (#T79026-0.5ML), anti-V5 (#MA1-81617) y anti-
HA3F10 (#12158167001), AcM de conejo frente a fosfo-ALK (Tyr1278/1282/1283) (#3983), AcM de conejo frente a
fosfo-ALK (Tyr1604) (#3341), AcM de conejo frente a ALK (D5F3) (#3633), fosfo-Akt (Serd73) (#4060), Akt (#4685),
fosfo-Stat3 (Tyr705) (#9145), Stat3 (#4904), fosfo-S6 (Ser235/236) (#4858), S6 (#2217), fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204) (#4370), p44/42 MAPK (Erk1/2) (#4695), fosfo-MEK1/2 (#2338), MEK1/2 (#9122).

En determinados ejemplos no limitativos, puede detectarse una TALK a través de la presencia de un sitio de ATl en el
intron 19 de ALK, por ejemplo, usando secuenciacion de ChIP y ChIP-gPCR. Las marcas de cromatina “histona H3
lisina 4 trimetilada (H3k4me3)’y “ARN polimerasa II” estan bien caracterizadas para enriquecer en sitio de ATI
equilibrado y activamente transcrito. 7-1°

En un determinado ejemplo no limitativo, un ensayo nCounter de NanoString con conjuntos de sondas en los exones
1-19, exones 20-29 e intron 19 de ALK puede usarse (véase la figura 1H y su leyenda) para distinguir ALK de tipo
silvestre (ALKYT), ALK translocada y transcritos de ALK”™". El ensayo nCounter de NanoString se basa en la deteccion
digital y la codificacion en barras molecular directa de moléculas diana mediante el uso de un par de sondas codificadas
por colores. El par de sondas consiste en una sonda indicadora, que lleva la sefial en su extremo 5’, y una sonda de
captura que lleva una biotina en el extremo 3’.51

En determinados ejemplos no limitativos, una TALK puede detectarse a través de su localizacion celular, en la que
TALK tiene una mayor presencia en el nucleo con respecto a ALK de tipo silvestre. Tales estudios pueden realizarse,
por ejemplo, usando inmunohistoquimica y sondas de anticuerpos fluorescentes primarios o secundarios.

5.4 Métodos de diagndstico

Se da a conocer en el presente documento un método de diagndstico de una célula como célula cancerosa que
comprende detectar la presencia de una TALK en una célula, donde la presencia de una TALK indica que la célula es
una célula cancerosa. La célula puede estar en una muestra recolectada de un sujeto. En determinados ejemplos no
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limitativos, una muestra incluye, pero no se limita a, una muestra clinica, células en cultivo, sobrenadantes celulares,
lisados celulares, suero, plasma sanguineo, fluido bioldgico (por ejemplo, fluido linfatico) y muestras de tejido. La
fuente de la muestra puede ser tejido soélido (por ejemplo, a partir de un érgano, muestra de tejido, biopsia o aspirado
en fresco, congelado y/o preservado), sangre o cualquier componente sanguineo, fluidos corporales (como, por
ejemplo, orina, linfa, fluido espinal cerebral, liquido amnidtico, fluido peritoneal o fluido intersticial), o células del
individuo, incluyendo células tumorales circulantes.

En determinados ejemplos no limitativos, cuando una TALK se encuentra en una célula, la célula u otra célula del
mismo sujeto (por ejemplo, una o mas células adicionales de la misma muestra) puede someterse a prueba para otros
marcadores indicativos de un diagnostico de cancer, como se conoce en la técnica.

Ejemplos no limitativos de canceres que pueden indicarse por la presencia de una TALK incluyen melanoma,
carcinoma de tiroides (por ejemplo, carcinoma de tiroides anaplasico), adenocarcinoma de pulmoén, carcinoma de
células escamosas pulmonares, carcinoma de células claras renales y cancer de mama. En una realizacion particular
no limitativa, el cancer es melanoma.

Se da a conocer en el presente documento un método para determinar si un efecto anticancerigeno es probable que
se produzca en un cancer por un inhibidor de ALK, que comprende determinar si una o mas células del cancer contiene
una TALK detectable, en el que la presencia de una TALK detectable en la célula indica que un inhibidor de ALK
tendria un efecto anticancerigeno sobre el cancer.

Se da a conocer en el presente documento un método para determinar la probabilidad de que un sujeto que tiene un
cancer pueda obtener un beneficio terapéutico de la terapia con un inhibidor de ALK, que comprende determinar si
una célula cancerosa del sujeto contiene una TALK detectable, donde la presencia de una TALK detectable indica que
es mas probable que el sujeto se beneficie de la terapia inhibidora de ALK que un sujeto que carece de TALK o una
mutacion genética activadora de ALK.

En determinados ejemplos, la presencia de una TALK detectable comprende la presencia de un transcrito de ARNm
de TALK detectable, una molécula de ADNc de TALK detectable correspondiente a la misma, un polipéptido de TALK
detectable codificado mediante el mismo, y/o un sitio de ATl detectable en el intron19 de un gen ALK en la célula.

En determinados ejemplos no limitativos, una célula cancerosa de un sujeto puede tener un locus de ALK de tipo
salvaje (o normal) y sin embargo expresar una TALK, y por lo tanto no seria identificado como que tiene un ALK
activado por pruebas genémicas.

5.5 Métodos de tratamiento

Se da a conocer en el presente documento un método para tratar a un sujeto que padece cancer, que comprende (i)
determinar la probabilidad de que el sujeto obtenga un beneficio terapéutico de la terapia con un inhibidor de ALK, que
comprende determinar si una célula cancerosa del sujeto contiene una TALK detectable, cuando la presencia de una
TALK detectable indica que es mas probable que el sujeto se beneficie de la terapia inhibidora de ALK que un sujeto
que carece de TALK o una mutacién genética activadora de ALK; (ii) cuando se determina que el sujeto tiene mas
probabilidades de beneficiarse de la terapia con inhibidores de ALK, tratar al sujeto con un inhibidor de ALK, vy (iii)
cuando se determina que el sujeto no tiene mas probabilidades de beneficiarse de la terapia con inhibidores de ALK,
tratar al sujeto con una terapia alternativa que no sea un inhibidor de ALK pero que pueden ser tratamiento quirdrgico,
radioterapia o quimioterapia.

Ejemplos no limitativos de canceres que pueden tratarse con el método anterior incluyen melanoma, carcinoma de
tiroides (por ejemplo, carcinoma de tiroides anaplasico), adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de células escamosas
pulmonares, carcinoma de células claras renales, cancer de tiroides y cancer de mama. En una realizacién particular
no limitativa, el cancer es melanoma.

Ejemplos no limitativos de inhibidores de ALK que pueden utilizarse en el método anterior incluyen crizotinib
(“Xalkori®”; (Pfizer); ceritinib (Zykadia®; también conocido como “LDK-378; Novartis), NVP-TAE684 (Novartis),
alectinib (Chugai); AP26113 (Ariad); ASP-3026 (Astellas); CEP-37440 (Teva); NMS-E628 (Nerviano); PF-06463922
(Pfizer); TSR-011 (Tesoro); RXDX-101 (Ignyta Inc.), y X-396 (Xcovery). En una realizacion particular no limitativa, el
inhibidor de ALK es crizotinib.

Sujetos tratados con uno o mas inhibidores de ALK pueden ademas tratarse con uno o mas tratamientos de cancer
adicionales, incluyendo pero no limitado a, uno o mas inhibidor de BRAF, uno o mas inhibidores de MEK, uno o mas
inhibidores inmunolégicos (por ejemplo, un anticuerpo anti-CTLA4, un anticuerpo anti-PD1, un anticuerpo anti-PD-L1),
uno o mas inhibidores de CDK4, uno o mas inhibidores de CDK6, uno o mas agentes alquilantes, uno o mas inhibidores
de topoisomerasa, uno o mas antimetabolitos, uno o mas agentes antimicrotubulos, uno o mas antibiéticos citotdxicos,
radioterapia, quimioterapia o una combinacion de los mismos. En un ejemplo particular no limitante, el sujeto recibe
una combinacioén de un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo PD-1 ademas de un inhibidor de ALK. En un ejemplo
no limitativo, el sujeto ha sido tratado con una combinacion de un anticuerpo anti-CTLA-4 y un anticuerpo anti-PD-1
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antes del tratamiento con un inhibidor de ALK. En determinados ejemplos, el sujeto recibe ademas radiacion y/o
quimioterapia.

5.6 Kits

La presente divulgacion comprende un kit que comprende un medio para detectar una TALK como se ha descrito
anteriormente, opcionalmente junto con la divulgacion escrita de uno o mas métodos anteriormente expuestos, y
opcionalmente junto con una molécula de control positiva como un acido nucleico y/o proteina de TALK.

En determinados ejemplos, el kit comprende medios para determinar el nivel de un transcrito de ARNm de TALK, una
molécula de ADNc de TALK correspondiente a la misma y/o un polipéptido de TALK codificado por el mismo. Los
medios para determinar el nivel de un transcrito de ARNm de TALK pueden ser la hibridacién de sonda (por ejemplo,
ensayo nCounter de NanoString basado en sonda), reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por ejemplo, RT-PCR,
PCR cuantitativa de transcriptasa inversa, PCR en tiempo real o PCR cuantitativa en tiempo real), transferencia de
tipo Northern, secuenciaciéon, microalineamiento o una combinacién de los mismos.

En determinados ejemplos, el medio para determinar el nivel de una molécula de ADNc de TALK puede ser PCR.

En determinados ejemplos, los medios para determinar el nivel de un polipéptido de TALK pueden ser unién a
anticuerpos, inmunohistoquimica, inmunotransferencia de tipo Western, un ensayo funcional (por ejemplo, cinasa),
ensayos inmunosorbentes ligados a enzimas (ELISA), radioinmunoensayos (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA),
espectrometria de masas, sistemas de analisis basados en gel 1-D o 2-D (por ejemplo, electroforesis en gel de
poliacrilamida (PAGE)), inmunoprecipitacion o una combinacion de los mismos.

El kit puede comprender medios para determinar la presencia de un sitio de ATl en el intron 19 de un gen ALK en una
o0 mas células del cancer, que puede ser transferencia de tipo Northern, secuenciaciéon de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlIP), ChIP-gPCR, PCR-amplificacién rapida de extremos de ADNc (RACE) o una combinacién de los
mismos.

La presente divulgacion proporciona ademas un medio para determinar la presencia de una TALK detectable para su
uso en un método de determinacion de si un efecto anticancerigeno es probable que se produzca en un cancer por
un inhibidor de ALK, el método caracterizado por determinar si una o mas células del cancer contiene una TALK
detectable, donde la presencia de una TALK detectable en la célula indica que un inhibidor de ALK tendria un efecto
anticancerigeno sobre el cancer.

Este kit puede, por tanto, comprender una o mas sondas de acido nucleico (por ejemplo, que hibrida con un transcrito
de ARNm de TALK (incluyendo un par de sondas codificadas por colores usadas en un ensayo nCounter de
NanoString), o que hibrida con una molécula de ADNc de TALK), cebador, y/o un par de cebadores (por ejemplo, con
un transcrito de ARNm de TALK o una molécula de ADNc de TALK), y/o uno o mas anticuerpos, fragmentos de
anticuerpos o anticuerpos de cadena unica (por ejemplo, que se une especificamente a un polipéptido de TALK),
cualquiera de los cuales esta opcionalmente etiquetado directamente con un marcador quimico, fluorescente,
enzimatico o radiactivo. Alternativamente, la detecciéon puede realizarse a través de una sonda secundaria, enzima,
sustrato, ligando, anticuerpo, fragmento de anticuerpo, anticuerpo de cadena unica, etc., usando técnicas conocidas
en la técnica.

En un ejemplo especifico no limitativo, el kit comprende el par de cebadores: 5-
TCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAGCGGCCGCCTGCAGGAAA -3 [SEQ ID NO: 5]; inverso 5'-
CAGGTCACTGATGGAGGAGGTCTTGCCAGCAAAGCA- 3 [SEQ ID NO: 6], por ejemplo, pero no a modo de
limitacion, para su uso en una técnica RACE en 5'.

En un ejemplo especifico no limitativo, el kit comprende el par de cebadores: cebador directo 5-
CTAATACGACTCACTATAGGGC- 3'[SEQ ID NO: 7], cebador inverso 5-ACACCTGGCCTTCATACACCTCC-3' [SEQ
ID NO: 8], por ejemplo, pero no a modo de limitacion, para su uso en una técnica RACE en 5'.

En un ejemplo especifico no limitativo, el kit comprende el par de cebadores: 5-
CACCATCCCATCTCCAGTCTGCTTC- 3’ [SEQ ID NO: 9] y 5-AGAGAAGTGAGTGTGCGACC-3’ [SEQ ID NO: 10].

En un ejemplo especifico, no limitativo, el kit comprende un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une a ALK
en una region comprendida en los exones 20-29 y opcionalmente un anticuerpo o un fragmento del mismo que se une
a ALK en una region comprendida en los exones 1-19.

En un ejemplo especifico, no limitativo, el kit comprende medios para identificar un sitio de ATl en el intron 19 de ALK.
En un ejemplo especifico no limitativo, el kit comprende medios para detectar la localizacion nuclear de TALK, por

ejemplo, una sonda de acido nucleico o anticuerpo y una segunda sonda de acido nucleico o anticuerpo que se une
especificamente a un compafiero de unién en el nicleo o un medio quimico para identificar o tefir el nucleo.
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6. Ejemplo: La iniciacion transcripcional alternativa conduce a la expresion de una isoforma novedosa de ALK
en cancer

6.1 Materiales y métodos

Muestras de tumor humano. El estudio se aprobd por los Comités Institucionales de Revisién/Comités de Etica del
Centro del cancer Memorial Sloan-Kettering, Nueva York, y se llevd a cabo segun la Declaracion de Helsinki. Las
partes representativas de los tumores extirpados se ultracongelaron en nitrogeno liquido o se fijaron en formol
tamponado neutro al 4%, se incrustaron en parafina, se procesaron usando métodos histolégicos rutinarios y se tifieron
con hematoxilina-eosina. Se excluyeron especimenes con cantidad insuficiente de tejido o acidos nucleicos
gravemente degradados.

Secuenciacion de ARN. Se extrajo ARN total de secciones de tejido congeladas en fresco (17 de melanoma
metastasico y 6 de carcinoma de tiroides) usando un minikit RNEasy de Qiagen (#74104, Qiagen). El ARN aislado se
proceso usando el kit de preparacion de muestras de ARN TruSeq (#15026495, lllumina) segun el protocolo de
fabricacion. Brevemente, el ARN se selecciond por poli-a, se sometid a transcripcion inversa y el ADNc obtenido se
sometié a un proceso de reparacion de extremos, preparacion de colas-A, ligadura de los indices y adaptadores y
enriquecimiento por PCR. Las bibliotecas creadas se secuenciaron en una plataforma HiSeq-2500 de lllumina con
lecturas de extremos apareados de 50, 75 o 100 pb para obtener en promedio de 40 a 100 millones de lecturas por
muestra. Los datos de secuenciacion se mapearon con respecto al genoma de referencia humano (hg19) usando
Bowtie o0 BWA y se analizaron usando paquetes de software disponibles publicamente: SAMtools?®, Tophat?,
FusionSeq?®, GATK?®, Picard (http://picard.sourceforge.net) e IGV.

Cribado de cinasas expresadas de manera aberrante. Para el cribado inicial de datos de secuenciacién de ARN, se
definieron los genes de tirosina cinasa receptora candidatos (RTK) mediante la anotacion de Gene Ontology
GO0:0004714 tal como se encuentra en AmiGO3'. Se usé DEXSeq® para calcular los recuentos de niveles de exon
usando identificadores de gen de RTK Ensembl. Para cada gen en cada muestra, se calcul6 la razén de lecturas en
la primera mitad del gen con respecto a la segunda mitad. Se identific6 ALK como el mayor acierto.

Andlisis de conjuntos de datos publicos. Los datos de secuenciacion de ARN se descargaron desde el portal de
expresion de genotipo tisular GTEx del Broad Institute (http://www.broadinstitute.org/gtex/), ejecucién del 23 de 09 de
2013, usando datos de cuantificacion de exones (del inglés, exon_quantification) de illuminahiseq_rnaseqv2_unc_udu.
Se identificaron candidatos de ALKAT como muestras con un nivel de expresion de ALK de RSEM 2100, 2500 lecturas
totales en todos los exones de ALKy 210 veces mayor expresion promedio (por RPKM de nivel de exén) en los exones
20-29 en comparacion con los exones 1-19. Para confirmar la expresion de ALKA”, se examinaron manualmente los
candidatos en IGV®. Los datos de secuenciacion de ChlP de ENCODE para H3K27ac, mapeados a hg19 y convertidos
al formato de pista bigwig, se descargaron de http://genome.
ucsc.edu/ENCODE/dataMatrix/encodeChipMatrixHuman.html.

Analisis de promotor/motivo. La region reguladora en cis proximal, chr2:29,445,000-29,447,100, se exploré por motivos
de factor de transcripcién usando FIMO*® con parametros por defecto frente a los motivos conocidos de factor de
transcripcion de vertebrados en la base de datos JASPAR®,

Amplificacion rapida de extremos de ADNc en 5° (RACE en 5’). Se usaron dos técnicas independientes de RACE en
5 para mapear el sitio de ATl y el extremo 5’ del transcrito de ALKA™. Una técnica de RACE en 5’ de tabaco-acido-
pirofosfatasa segun el protocolo de fabricacion (kit RACE de ARNm eucariota ExactSTART, #ES80910, Epicentre)
usando los siguientes cebadores: 5-TCATACACATACGATTTAGGTGACACTATAGAGCGGCCGCCTGCAGGAAA-3
[SEQ ID NO: 5]; inverso 5-CAGGTCACTGATGGAGGAGGTCTTGCCAGCAAAGCA-3’ [SEQ ID NO: 6]. Los productos
de RACE en 5’ se secuenciaron en un sistema MiSeq de lllumina con un protocolo de extremos apareados de 150 pb
segun el protocolo de fabricacion. Las lecturas de secuenciacion se mapearon al genoma de referencia humano (hg19)
usando BWA, se analizaron usando Tophat?’ y se visualizaron usando IGV®. La transcripcion continua empezando
en el intrén 19 de ALK se confirmé con un kit de RACE en 5’ basado en oligonucledtidos independientes (kit de
amplificaciéon de ADNc RACE SMARTer™, #634923, Clontech) segun el protocolo de fabricacion usando los siguientes
cebadores inversos: cebador inverso 5-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3' [SEQ ID NO: 7], cebador inverso 5'-
ACACCTGGCCTTCATACACCTCC-3 [SEQ ID NO: 8]. Los productos de ADNc de RACE se clonaron para dar
plasmidos (kit de clonacion por PCR Zero Blunt® TOPO®, #K2800-20, Invitrogen) y se analizaron con secuenciacion
de Sanger usando procedimientos estandar. Se usaron como controles dos lineas celulares de cancer de pulmén
(H3122, H2228) con translocaciones de EML4-ALK, y como se esperaba, ambos controles mostraron el gen EML4
junto al exén 20 de ALK.

Secuenciacion por inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP) y ChIP-gPCR. Se aislé cromatina a partir de lineas
celulares y tejido tumoral humano. El tejido tumoral humano congelado en fresco (MM-15, MM-74, ATC-28) se
seccionod con un microtomo y se reticuld en paraformaldehido al 1% durante 15 min. Las muestras de tejido reticulado
se extinguieron en glicina 125 mM durante 10 min, se lavaron en PBS, se resuspendieron en tampén de lisis y se
homogeneizaron en una trituradora de tejido de estilo Tenbroeck y se sonicaron.3? El aislamiento de cromatina a partir
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de las lineas celulares H3122 y células SKMEL-524 y la inmunoprecipitacion se realizd como se describid
anteriormente®. La cromatina solubilizada a partir de tumores humanos y lineas celulares se someti6 a
inmunoprecipitacion con anticuerpos contra H3K4me3 (#39159, Active Motif), H3K27ac (#Ab4729, Abcam) y ARN
polimerasa Il (#39097, Active Motif).

Se realiz6 secuenciacion de ChlP en un HiSeq2500 de lllumina con lecturas simples de 51 pb. Las lecturas se alinearon
con el genoma humano hg19 usando el software de alineacién Bowtie dentro del canal de analisis de lllumina. Las
lecturas duplicadas se eliminaron para el analisis posterior. La designacion de picos se realiz6 usando MACS 1.4
comparando la cromatina sometida a inmunoprecipitacion con cromatina de entrada.® Se realiz6 ChIP-gPCR en un
sistema de PCR en tiempo real ViiA™ 7 (Life Technologies) usando mezcla maestra Power SYBR (#4367659, Life
Technology). Los cebadores de ChIP-qPCR se disefiaron usando la herramienta primer blast (http://www.nc
bi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) y se describen en las figuras 7A 'y 7B.

Secuenciacion dirigida ultraprofunda del locus de ALK completo. La secuenciacion dirigida del locus de ALK completo
se realizé usando sondas de captura de hibridacion personalizadas con microalineamientos de hg19 chr2:29400000-
30300000 (Seg-Cap EZ de Roche/NimbleGen). Esta region abarcaba toda la huella genémica completa de ALK asi
como ~150 kb de secuencia en el sentido de 5'. Después de que el ADN gendémico se fragmentara (E220, Covaris),
se prepararon bibliotecas de secuencias con cadigo de barras (New England Biolabs, Kapa Biosystems), y se realizé
la captura de hibridacion en grupos con cédigo de barras usando sondas personalizadas (Nimblegen SeqCap). Se
usaron 250 ng de ADN gendmico para la construccion de bibliotecas a partir de 7 muestras separadas: 2 tumores de
melanoma (MM-15, MM-74), 1 carcinoma de tiroides anaplasico (ATC-28), 2 lineas celulares de cancer de pulmon
(H3122, H2228) con translocaciones de EML4-ALK, 1 melanoma (SKMEL-28) y 1 grupo de control de 10 muestras de
sangre “normales”. Las bibliotecas se agruparon a concentraciones equimolares (100 ng por biblioteca) y se usaron
en la reaccion de captura como se describio anteriormente.3* Para evitar la hibridacion fuera de diana, se realizaron
adiciones conocidas en un conjunto de oligonucleétidos bloqueantes complementarios a las secuencias completas de
todos los adaptadores con coédigo de barras. Las bibliotecas capturadas se secuenciaron en un HiSeq 2500 de lllumina
para generar lecturas de extremos apareados de 75 pb. Los datos de secuencia se desmultiplexaron usando CASAVA,
y se alinearon con el genoma humano de referencia (hg19) usando BWA. 3%

El realineamiento local y la recalibracion de puntuaciéon de calidad se realizaron usando el kit de herramientas de
analisis de genoma (GATK) segun las mejores practicas de GATK.3® Se logré una cobertura de secuencia diana Unica
media de 1778 veces por muestra (intervalo: 1293 veces — 2188 veces). Los datos de secuencia se analizaron para
identificar variantes de un solo nucleétido, inserciones/deleciones (indels) pequefias y reordenamientos estructurales.
Las variantes de un solo nucledtido se designaron usando muTect®” y se compararon con el grupo de control negativo
(muestras de sangre “normal” agrupadas). Se conservaron variantes si la frecuencia de alelos variantes en el tumor
era >5 veces que en el control negativo y la frecuencia en el control negativo era <0,02. Se filtraron SNP validados en
la base de datos de dbSNP. Las indels se designaron usando la herramienta SomaticindelDetector en GATK® y se
conservaron si el tumor albergaba >3 lecturas de soporte y la frecuencia en el control negativo era <0,02. Se us6
DELLY para buscar reordenamientos estructurales.3®

Secuenciacion por bisulfito del locus de ALK completo. La captura personalizada del locus de ALK completo se realizé
usando sondas de captura de hibridacién personalizadas con microalineamientos de la huella genémica completa de
ALK (900 kb, chr2:29400000-30300000) seguido de secuenciacion por bisulfito. Después de la fragmentacion (E220,
Covaris) de 3 ug de ADN gendmico de cada muestra (MM-15, ATC-28, H3122 y SKMEL-28), se prepararon bibliotecas
con el kit KAPA HyperPrep (#KR0961, Kapa Biosystems) sin amplificacion por PCR para preservar el estado de
metilacion. 1 ug de cada biblioteca con cédigo de barras se agrupé a concentraciones equimolares y se capturé segun
el protocolo de fabricaciéon (SeqCap EZ de Roche/NimbleGen). Después de lavar las Dynabeads M-270 (#65306, Life
Technologies), el ADN de linea celular/tumor no biotinilado se disocié de las perlas de captura biotiniladas con NaOH
0,5 M. Para la conversion con bisulfito se us6 ADN eluido monocatenario usando el kit EZ DNA Methylation-Gold™
(#D5005, Zymo Research) segun el protocolo de fabricacion, excepto para la etapa de desnaturalizacion a 98°C.
Después de la conversion con bisulfito, se uso la polimerasa KAPA HiFi Uracil PCR (#KK280, Kapa Biosystems) para
amplificar la biblioteca, se purificd la reaccion con perlas Agencourt AMPure XP (A63881, Beckman Coulter) y se
secuencio la biblioteca en un MiSeQ de lllumina con un protocolo de extremos apareados de 150 pb segun las
instrucciones del fabricante. Los datos de secuencia se alinearon con hg19 y se analizaron usando BISMARKS3. Se
comparé el nivel de metilacion en sitios de CpG en todas las muestras; no se detectd metilacion en los contextos de
CHG y CHH. La metilacion se calculd por primera vez como el numero de lecturas de CpG metiladas frente al nimero
de lecturas totales que cubren cada sitio de CpG (se excluyeron los sitios con <10 lecturas). Se us6 una ventana
deslizante para determinar el nivel de metilacion medio para cada region de 250 pb (con al menos tres CpG) cerca de
la regién de promotor de ALK (chr2:29,444,000-29,452,000). La metilacion diferencial se evalué usando una prueba
de Mann-Whitney.

Secuenciacion de genoma completo. La secuenciacion del genoma completo se realizd en el New York Genome
Center (Nueva York). Brevemente, se prepararon bibliotecas de ADN gendmico a partir de MM-15y ATC-28 (no estaba
disponible ADN normal coincidente) usando el kit sin PCR de lllumina. Se secuenciaron las bibliotecas en un HiSeq
2500 usando el protocolo de secuenciacion de genoma completo de extremos apareados de 100 pb de lllumina. Se
mapearon lecturas de secuencia usando BWA3® y se procesaron usando GATK3. Se realizaron analisis de genoma
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completo de mutaciones (HaplotypeCaller®), alteraciones del nimero de copias (FREEC)%* y variaciones estructurales
(CREST)®%. Las mutaciones se anotaron con el Ensembl Variant Effect Predictor®® y se filtraron hasta eliminar 13
polimorfismos comunes. Se visualizaron mutaciones no sinénimas junto con alteraciones del numero de copias y
variaciones estructurales usando Circos®’.

Alineamiento de CGH. Las muestras de ADN genomico se etiquetaron usando un kit de marcaje gendémico de
alineamientos de CGH de Bioprime (#18095-011, Life Technologies) segun las instrucciones del fabricante.
Brevemente, 1 ug de ADN tumoral y ADN de referencia (#G1471, Promega) se etiquetaron diferencialmente con dCTP-
Cy5 (#45-001-291, GE Healthcare) y dCTP-Cy3 (#45-001-290, GE Healthcare). El analisis de genoma completo de
cambios del nimero de copias de ADN se llevé a cabo usando un microalineamiento de CGH humano SurePrint G3
de oligonucledtidos (#G4447A, Agilent) que contiene 1 millén de sondas segun el protocolo de fabricacion. Los
portaobjetos se exploraron usando el escaner de microalineamientos G2505B de Agilent y se analizaron usando el
banco de trabajo genémico de Agilent.

Hibridacion in situ con fluorescencia en interfase (FISH). Se us6 una sonda de separacion de ALK disponible
comercialmente (#06N38-020, Abbott) segun el protocolo de fabricacion. Las sondas se hibridaron en secciones de
tejido de 5 um de grosor. Se evalu6 el numero y la localizacion de las sefiales de hibridacién en un minimo de 100
nucleos en interfase con contornos bien delineados. Al menos el 10% de las células neoplasicas tenian que mostrar
una sefal de divisién para notificar un reordenamiento de ALK.

Transferencia de tipo Northern. Se extrajo el ARN total de tejidos o lineas celulares congeladas en fresco usando el
mini kit RNeasy de Qiagen (#74104, Qiagen). Hasta 10 ug de ARN se usaron para realizar un analisis de tipo Northern
basado en formaldehido segun el protocolo de fabricacion usando el kit RNA Ambion NorthernMax® (#AM1940,
Ambion). Después de la hibridacién con una sonda etiquetada con 32P, que consiste en el exon 20-29 de ALK, la
membrana se lavo y se visualizo.

NanoString. Se notificaron previamente detalles del sistema de analisis nCounter (NanoString Technologies). En
resumen, se construyeron dos sondas especificas de secuencia para los exones 1-19, intrén 19 y exones 20-29 de
ALK, respectivamente. Para la normalizacion, se usaron cuatro genes de control (RPS13, RPL27, RPS20, ACTB). Las
sondas eran complementarias a una region de 100 pares de bases del ARNm diana y se enumeran en la figura 1H.
Se hibridaron 100 ng de ARN total de cada muestra, los datos sin procesar se normalizaron a la curva estandar
generada a través del sistema nCounter y el valor promedio de las dos sondas en cada region diana (exones 1-19,
intron 19, exones 20-29) se imprimieron en diagramas de barras usando el softwware GraphPad Prism 6.0.

Lineas celulares. Se obtuvieron células de fibroblastos embrionarios de ratén NIH-3T3 de la ‘American Type Culture
Collection’ (#CRL-1658, ATCC) y se mantuvieron en DMEM. La linea celular pro B murina dependiente de interleucina
3 (IL-3), Ba/F3, se obtuvo de la “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen” (#ACC-300, DSMZ) y se
cultivé en RPMI suplementado con interleucina 3 (1 ng ml; #403-ML-010, R&D Systems). Se proporcionaron células
melan-A por el Dr. Dorothy Bennett (Hospital de St. George, Universidad de Londres, Londres, Reino Unido)*° y se
mantuvieron en RPMI suplementado con 200 nM de 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA; #4174, Cell Signaling).
Para la produccion de retrovirus, se adquirieron y cultivaron células 293T (#631507, Clontech) en DMEM. Todos los
medios de cultivo celular contenian FBS al 10%, L-glutamina (2 mM), penicilina (100 U ml-1) y estreptomicina (100 pg
ml-1). Todas las células se cultivaron a 37°C en el 5% de COs..

Plasmidos. Para investigar los papeles funcionales y la activacion de las rutas de sefalizacion oncogénica, se
generaron constructos de expresion de ALKAT, EML4-ALK y ALKF'74_ Para el vector de ALK, el ARN a partir de
MM-15 se transcribié de manera inversa con cebadores de oligo(dT) anclados para dar ADNc (#04379012001, Roche),
se amplificé por PCR con cebadores especificos de ALK 5-CACCATCCCATCTCCAGTCTGCTTC-3' [SEQ ID NO: 9]
y 5-AGAGAAGTGAGTGTGCGACC-3' [SEQ ID NO: 10] y el producto de PCR se clon6 para dar un vector pENTR
(#K2400-20, Life Technologies). El plasmido de ALK de longitud completa (HsCD00079531) se adquirié del DF/HCC
DNA Resource Core (http://plasmid.med.harvard.edu), y se sintetizé EML4-ALKv1 en GeneArt (Life Technologies). Se
realiz6 mutagénesis dirigida al sitio usando QuikChange (#200523, Agilent): Para ALK”T sin actividad cinasa
(ALKATHKD) |a lisina en el sitio de unién de ATP del dominio de cinasa se mut6 a metionina (p.K1150M) en ALKAT, y
para ALKF''74L se introdujo una mutacion p.F1174L en ALK, Los plasmidos se subclonaron en un vector pMIG-w*'
(#12282, www.addgene.org), dando como resultado constructos MSCV-ALK'@ante |RES-GFP, los cuales se
confirmaron por digestion y secuenciacion. En todos los experimentos de expresion de ALK se usé como control un
vector pMIG-w vacio con proteina verde fluorescente (GFP). Para confirmar los codones de inicio, los tres codones de
inicio se mutaron de ATG a AAG. Para la co-inmunoprecipitacion, se clond ALKAT en pcDNA3.1/nV5-Dest (#12290-
010, Life Technologies) y MSCV N-HA FLAG-Dest (#41033, Addgene). Para la obtencion de imagenes de
bioluminiscencia, se us6 un plasmido indicador retroviral de triple modalidad (proteina fluorescente roja (RFP) - timidina
cinasa - luciferasa)*.

Expresion génica estable. Se produjeron retrovirus en células 293T por métodos estandar usando vector de

empaquetamiento ecotrépico o amfotrépico y XtremeGene 9 (#06365809001, Roche). Se recolecté el sobrenadante
que contenia virus durante 48, 64, 64 h y 72 horas después de la transfeccion. El sobrenadante se agrupo, se filtrd a
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través de una membrana de PVDF de 0,45 um y se us6 para la transduccion en presencia de polibreno (8 ug mi-1).
Las células que expresan de manera estable EGFP+ o RFP+ transducidas se clasificaron con un FACSAria Il (BD
Biosciences).

Co-inmunoprecipitacion. V5-ALKAT y HA-ALKAT' se transfectaron de manera transitoria en células 293T y, después de
24 horas, se lisaron las células en Tris HCI 10 mM pH 7,5, Triton X-100 al 1%, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, DTT 1 mM,
PMSF 1 mM, inhibidores de proteinasa/fosfatasa. Después de la incubacion y centrifugacion, se usaron 100 pl de
sobrenadante como entrada, y 300 pl para inmunoprecipitacion usando los siguientes anticuerpos: 2 ug de anticuerpo
anti-V5 (#MA1-81617, Thermo Scientific), 10 pl de gel de afinidad anti-HA rojo EZview (#E6779-1ML, Sigma), 2 ug de
anticuerpo anti-IlgG de ratén (#sc-2025, Santa Cruz). Se usaron 20 ul de resina UltraLink de proteina A/G (#53133,
Thermo Scientific) para la inmunoprecipitacion. El material inmunoprecipitado se eluyé en tampon de carga SDS 4
veces para la inmunotransferencia.

Ensayo de cinasa in vitro. Se cultivaron células NIH-3T3 transducidas de manera estable en una placa de 15 cm, se
lavaron en PBS y se lisaron en Tris 20 mM pH 8,0, NP-40 al 1%, NaCl 125 mM, MgCI2 2,5 mM, EDTA 1 mM con
inhibidor de proteinasa/fosfatasa. Se incubaron los lisados en hielo, se centrifugaron, se aclararon previamente con
25 ul de resina UltraLink de proteina A/G (#53133, Thermo Scientific) durante 30 min a 4°C bajo rotacion y se
inmunoprecipitaron con 10 pl de AcM de conejo ALK (D5F3) XP® (#3633) y 25 pl de resina UltraLink de proteina A/G.
Después de la rotacion durante 120 min a 4°C, se lavé el material inmunoprecipitado y se us6 segun las instrucciones
del kit de ensayo de tirosina cinasa universal (#MK410, Clontech). Después de la reaccion enzimatica, el material
inmunoprecipitado se mezcld con tampén de carga SDS 4 veces para la inmunotransferencia.

Inmunohistoquimica. Se realizé inmunohistoquimica en muestras de tumores FFPE de archivo usando un protocolo
estandar de deteccion de multimero/DAB en un sistema Discovery Ultra (Roche/Ventana Medical Systems) con
controles positivos y negativos apropiados. Los siguientes anticuerpos se adquirieron de Cell Signaling y se diluyeron
en diluyente de anticuerpos SignalStain (#8112, Cell Signaling) como se indica: AcM de conejo frente ALK (D5F3)
XP® (#3633) 1:250, AcM de conejo frente a fosfo-Akt (Ser473) (DE) (#4060) 1:50, AcM de conejo frente a fosfo-Stat3
(Tyr705) (D3A7) (#9145) 1:400, AcM de conejo frente a proteina ribosomal fosfo-S6 (Ser235/236) (D57.2.2E) (#4858)
1:400, AcM de conejo frente a fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) (#4370) 1:400, anticuerpos
frente a caspasa-3 escindida (Asp175) (#9661) 1:400. El anticuerpo anti-Ki67 se adquiri6 a partir de Abcam (#ab15580)
y se diluyo 1:600.

Inmunofluorescencia. Se cultivaron células NIH-3T3 transducidas de manera estable sobre cubreobjetos, se fijaron en
formaldehido al 4%, se lavaron en PBS durante 15 min a temperatura ambiente, se lavaron en PBS durante 10 min y
se incubaron en disolucién de bloqueo (suero de cabra al 5%, Triton X-100 al 0,1% en PBS) durante 1 hora a
temperatura ambiente. Después de aspirar la disoluciéon de bloqueo, se incubaron las células con un AcM de conejo
frente a ALK (D5F3) (#3633, Cell Signaling Technology) diluido 1:1000 en tampdn de bloqueo durante la noche a 4°C.
Después de lavar las células 3 veces con Tween 20 al 0,05% y PBS, se incubaron las células con un anticuerpo
secundario (#A-11012, Life Technologies) diluido 1:500 en tampdn de bloqueo durante 2 horas a temperatura
ambiente. Después de lavar en PBS, se montaron los portaobjetos con reactivo antidesvanecimiento Prolong® Gold
con DAPI (#8961, Cell Signaling Technology) y se obtuvieron imagenes con un microscopio confocal Leica TCS SP5
Il.

Inmunotransferencia. Se prepararon lisados celulares en tampon RIPA (#9806, Cell Signaling) suplementado con
coctel inhibidor de fosfatasas y proteasas Halt (#78440, Thermo Scientific). Se redisolvieron cantidades iguales de
proteina, tal como se midi6 por el ensayo de proteina BCA (#23225, Thermo Scientific) en geles de proteina Bis-Tris
NuPAGE® Novex® al 4-12% (#NP0321BOX, Life Technologies) y se transfirieron electroforéticamente sobre una
membrana de nitrocelulosa de 0,45 um (#162-0115, BioRad). Las membranas se bloquearon durante 1 hora a
temperatura ambiente en tampdn de bloqueo Odyssey al 50% en PBS (#927-40000, LICOR) y se incubaron durante
la noche a 4°C con los anticuerpos primarios diluidos a 1:1000 en tampén de bloqueo Odyssey al 50% en PBS mas
Tween 20 al 0,1%. Se usaron los siguientes anticuerpos primarios: Anticuerpo anti-o-tubulina (#79026-0.5ML, Sigma-
Aldrich), anti-V5 (#MA1-81617, Thermo Scientific) y anti-HA3F10 (#12158167001, Roche); Cell Signaling Technology:
AcM de conejo frente a fosfo-ALK (Tyr1604) (#3341), AcM de conejo frente a ALK (D5F3) (#3633), AcM de conejo
frente a fosfo-Akt (Ser473) (D9E) (#4060), AcM de conejo frente a Akt (pan) (11E7) (#4685), AcM de conejo frente a
fosfo-Stat3 (Tyr705) (D3A7) (#9145), AcM de conejo frente a Stat3 (79D7) (#4904), AcM de conejo frente a proteina
ribosomal fosfo-S6 (Ser235/236) (D57.2.2E) (#4858), AcM de conejo frente a proteina ribosomal S6 (5G10) (#2217),
AcM de conejo frente a fosfo-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) (#4370), AcM de conejo frente a
p44/42 MAPK (Erk1/2) (137F5) (#4695), AcM de conejo frente a fosfo-MEK1/2 (Ser221) (166F8) (#2338), anticuerpo
frente a MEK1/2 (#9122). Después de 4 lavados de 5 minutos en PBST, se incubaron membranas con anticuerpos
secundarios (IRDye 800CW de cabra anti-conejo #926-32211, 1:20.000, LI-COR; IRDye 680RD de cabra anti-raton
#926-68070, 1:20.000, LI-COR) en tampdn de bloqueo Odyssey al 50% en PBS mas Tween 20 al 0,1% durante 45
minutos a temperatura ambiente. Después de otros 4 lavados en PBS-T y un lavado final con PBS, las membranas se
exploraron con un escaner LI-COR Odyssey CLx y se ajustaron usando LI-COR Image Studio.

Ensayo de indicador de luciferasa. La repeticion terminal larga en el intron 19 de ALK en el sitio de ATI (LTR16B2,
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chr2:29,446,649-29,447,062; 414 pb) se amplificd usando el ADN genémico del paciente MM-15 y los cebadores 5'-
GTCCTCATGGCTCAGCTTGT-3' y 5-AGCACTACACAGGCCACTTC-3'. El producto de PCR (chr2:29,446,444-
29,447,174; 731 pb) se clond en el vector de luciferasa de luciérnaga pGL4.14 (#E6691, Promega). Para determinar
la actividad promotora de LTR16B2, se transfectaron 10° células con 500 nug de pGL4.14-LTR16B2 o vector solo; como
control interno, se cotransfectaron 200 ug de vector indicador de luciferasa pRL-TKRenilla (#E2241, Promega). La
actividad luciferasa se midié6 usando un sistema de ensayo de luciferasa Dual-Glo (#£2920, Promega) 48 horas
después de la transfeccién. La actividad promotora se calculdé mediante la normalizacién de la actividad luciferasa de
luciérnaga a la actividad luciferasa de renilla de control y se compar6 entre pGL4.14-LTR16B2 y el vector solo.

Citometria de flujo y clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS). El analisis de citometria de flujo para
ensayos de transformacion in vitro con células Ba/F3 se realizd en un LSRFortessa (BD Biosciences). Se clasificaron
células positivas para GFP o RFP usando un canal de FITC (laser azul) o PE (laser amarillo), respectivamente, en un
FACSAria Il configurado con 5 laseres (BD Biosciences).

Ensayos de transformacion in vitro y de tratamiento con farmacos. Se transdujeron células Ba/F3 de manera estable
con constructos de MSCV-ALKvaante_|RES-GFP con una multiplicidad de infeccién (MOI) de ~0,26. Basandose en los
calculos de MOI, el ~78% de las células no estaban infectadas, el ~20% de las células estaban infectadas con una
particula de virus y ~2% de las células estaban infectadas por mas de una particula viral. Se cultivaron células Ba/F3
transducidas de manera estable en medio RPMI suplementado con IL-3 (1 ng ml-1) y se validé la tasa de transduccion
de ~20% usando citometria de flujo para GFP, que se expresé de manera conjunta con las variantes de ALK. Para el
ensayo de proliferacion celular, las células Ba/F3 transducidas se transfirieron a medio RPMI agotado en IL-3 y se
cuantifico el crecimiento celular cada 2-4 dias con un ensayo de luminiscencia (#G7571, Promega). Para la curva de
respuesta a la dosis de ensayos de viabilidad celular (inhibidor de ALK), se sembraron en placa 2000 células Ba/F3
por cuadruplicado en pocillos de placas de 96 pocillos con concentraciones crecientes de los inhibidores de ALK
crizotinib (#C-7900, LC Laboratories), TAE684 (#CT-TAE684, ChemieTek) o ceritinib (#CT-LDK378, ChemieTek) tal
como se indica. Todos los farmacos se suspendieron en DMSO. La viabilidad celular se evalué después de 72 horas
mediante un ensayo de luminiscencia CellTiter-Glo (#G7571, Promega). Los resultados se normalizaron al crecimiento
de células en un medio que contiene un volumen equivalente de DMSO. La curva de inhibicién se determiné con el
software GraphPad Prism 6.0 usando el modelo de regresion no lineal de “log(inhibidor) frente a respuesta-pendiente
variable”. Para el andlisis de inmunotransferencia de tipo Western, se recogieron 10 millones de células Ba/F3 después
de 2 horas de tratamiento con crizotinib, se lavaron en PBS enfriado con hielo y se lisaron en tampén RIPA (#9806,
Cell Signaling).

Ensayos de tratamiento con farmacos y tumourigenicidad in vivo. Todos los experimentos con animales se realizaron
de acuerdo con un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de MSKCC. Se
resuspendieron 108 células transfectadas de manera estable NIH-3T3 o melan-a en 50 pl de mezcla 1:1 de PBS y
Matrigel (#356237, BD Biosciences) y las células se inyectaron por via subcutanea en los costados de ratones CB17-
SCID hembra de 6-8 semanas de edad (#CB17SC-F, Taconic). Para los ensayos de crecimiento tumoral, se les inyectd
a 4 ratones cada linea celular y se evaluaron 8 tumores. Los tamafios tumorales se midieron con calibres cada 2 a 7
dias durante un periodo de hasta 100 dias. Para los estudios de sensibilidad a farmacos in vivo, se les inyect6 a 8
ratones las células NIH-3T3 transducidas de manera estable que expresan un constructo indicador de luciferasa y los
plasmidos indicados. Cuando los tumores alcanzaron un tamafio promedio de 200-250 mm3, los ratones se
aleatorizaron en un grupo de tratamiento y o vehiculo. Los ratones se alimentaron con sonda por via oral una vez al
dia con crizotinib (100 mg/kg/d) o vehiculo. Se midieron 8 tumores con calibres cada de 2 a 3 dias y se visualizaron
las curvas de crecimiento con Prism GraphPad 6.0. Paralelamente, se monitorizé el crecimiento tumoral mediante
obtencién de imagenes de bioluminiscencia de ratones anestesiados mediante inyeccion por via retroorbital de d-
luciferina (150 mg por kg de peso corporal) y obtencion de imagenes con la maquina IVIS Spectrum Xenogen (Caliper
Life Sciences). Después de sacrificar los ratones, se explantaron los tumores o bien lisados en tampén RIPA (#9806,
Cell Signaling Technology) o bien fijados durante la noche en paraformaldehido al 4%, se lavaron, se incrustaron en
parafina y se cortaron para la tincion con hematoxilina y eosina (HE) o inmunohistoquimica.

Estadistica. Todas las comparaciones estadisticas entre dos grupos se realizaron mediante el software GraphPad
Prism 6.0 usando una prueba de la t desapareada de dos colas.

6.2 RESULTADOS Y DISCUSION

Para identificar mecanismos novedosos activantes oncogénicos, se realizaron analisis de transcriptoma
(secuenciacion de ARN) de melanoma metastasico y carcinoma de tiroides. Se uso6 un algoritmo® para investigar la
expresion diferencial de exones en tirosina cinasas receptoras (RTK). El analisis se centrd en transcritos con una alta
expresion del dominio de cinasa. Se identificd un transcrito de ALK novedoso en dos melanomas (MM-15, MM-74) y
en un carcinoma de tiroides anaplasico (ATC-28). El transcrito novedoso contenia los exones 20-29 de ALK precedidos
por ~400 pares de bases de intron 19, pero no los exones 1-19 (figuras 1A y 5A). Este patrén de expresion era distinto
de translocaciones de ALK y ALK de tipo silvestre (ALTWT). EI ALTWT muestra expresion de todos los exones, pero no
expresion de intrones (figuras 1A, 5B), y se encuentra cominmente en neuroblastoma en asociaciéon con mutaciones
activantes.%-'3 Se observan translocaciones de ALK en diversos tipos de cancer, incluyendo linfoma, sarcoma y cancer
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de pulmon y normalmente ocurren en el intron 19.'%'® Debido a los sitios de corte y empalme preservados, las
translocaciones de ALK normalmente abarcan los exones 20-29 de ALK con poca expresion intronica (figuras 1A'y
5C). La sobreexpresion'® 5860 y amplificacion'®® de ALKWT, mutaciones de ALK activantes'®'1-'3 y translocaciones
de ALK''® son iniciadores oncogénicos bien establecidos en diversos tipos de cancer, incluyendo tumores
melanociticos®?.

Para evaluar si el transcrito novedoso de ALK surge de la iniciacion transcripcional alternativa (ATI), se realizé una
amplificacion rapida en 5’ de extremos de ADNc (RACE en 5'). El sitio de ATl se mape6 a una region de 25 pb en el
intron 19 y la presencia del transcrito novedoso se confirmo y se denomind ALKA™ por transferencia de tipo Northern
(figuras 1B y 6A-6G). La secuenciacién ChIP y ChIPqPCR mostraron que solo tumores que expresan ALKAT, pero no
los controles, tuvieron un enriquecimiento significativo de las marcas de cromatina histona H3 lisina 4 trimetilada
(H3K4me3) y ARN polimerasa Il en el sitio de ATI, que son caracteristicas de los promotores activos'”-'® (figuras 1C-
1E y 7A-7D). En conjunto, estos datos sugieren que ALKA™' se origina a partir de un sitio de ATl genuino recientemente
establecido asociado con alteraciones de cromatina caracteristicas.

Para determinar la prevalencia de expresion de ALKA", se examinaron mas de 5000 muestras de 15 tipos diferentes
de cancer en el conjunto de datos de secuenciacion de ARN de TCGA. Se expresd ALKA™ en ~11% de melanoma (38
de 334 tumores) y esporadicamente en otros tipos de cancer, incluyendo adenocarcinoma de pulmodn, carcinoma de
células escamosas pulmonares, carcinoma de células renales claras y carcinoma de mama (figuras 8A-8E). No se
encontré expresion de ALKA™ en mas de 1600 muestras a partir de 43 tejidos normales diferentes en el conjunto de
datos de secuenciacion de ARN de expresion tisular de genotipo (GTEx)', lo que indica que ALKAT se expresa
principalmente en canceres, particularmente melanoma.

Para cuantificar de manera precisa la expresion de ALKA™ en especimenes clinicos, se desarrollé un ensayo nCounter
de NanoString con conjuntos de sondas en los exones 1-19, intrén 19 y exones 20-29 de ALK (figura 1H). Este ensayo
era capaz de distinguir ALKAT, ALK"T y ALK translocada e identifico tumores que expresan ALKAT' adicionales
derivados tanto de especimenes clinicos congelados en fresco como fijados en formalina, incrustados en parafina
(FFPE) (figura IF).

Para determinar si las aberraciones genémicas somaticas en el locus de ALK contribuyen al establecimiento del sitio
de ATI de novo, se realizaron analisis genéticos integrales incluyendo hibridacion in situ con fluorescencia en interfase
(FISH), alineamiento de genoma completo CGH, secuenciacion del genoma completo y secuenciacion ultraprofunda
del locus de ALK completo, cuyos resultados se muestran en las figuras 9A-9D y 10A-10F. Por ejemplo, dado que la
activacion transcripcional puede surgir debido a reordenamientos genémicos,?° se realizé FISH en interfase usando
sondas que reconocen los extremos 5’ y 3’ del locus de ALK, pero no se encontraron reordenamientos de ALK (figuras
9A y 9B). Para examinar el locus de ALK en busca de pequefias deleciones descritas anteriormente?'22 y duplicaciones
en tandem,'® se uso alineamiento de genoma completo CGH, pero no se descubrieron alteraciones genéticas (figuras
9C y 9D). Finalmente, para investigar si ALK”™ podria surgir a través de alteraciones genéticas que crean un sitio de
ATI de novo similar a las mutaciones promotoras de TERT recientemente descritas en melanoma?3?4, se realizd
secuenciacion dirigida ultraprofunda del locus de ALK completo. No se identificaron variaciones de un solo nucleétido
(SNV), inserciones o deleciones recurrentes en los exones e intrones de ALK (figuras 10A-10D). En resumen, no se
encontraron aberraciones genomicas que pudieran explicar la expresion de novo de ALKAT. Razonando que las
aberraciones genomicas locales normalmente actdan en cis y solo afectan a la expresion del alelo afectado,?>*3 se
analizaron los SNV en los datos de secuenciacion de ADN, ARN y ChIP. En comparacion con el ADN gendmico, se
encontraron frecuencias de SNV alélicas similares en los datos de secuenciacion de ARN y ChIP, lo que indica que
ambos alelos de ALK se transcriben y decoran activamente con H3K4me3 (figura 1G). La expresion de ALK bi-
alélica indica que la activacion transcripcional de ALKA™ es independiente de las aberraciones genéticas. Sin embargo,
aberraciones que afectan a elementos de actuacién en trans, tales como factores de transcripciéon o modificadores de
cromatina, pueden contribuir a la expresion de ALKAT,

La region de ATl de ALK contiene elementos transponibles, incluyendo una repeticion terminal larga (LTR) en el intron
19 y un elemento largo intercalado (LINE) en el intron 18, ambos de los cuales pueden regular la transcripcion® 4
(figura 11A). Para evaluar si la metilacién de CpG de estos elementos podria contribuir a la expresion de ALK, se
realizé secuenciacion por bisulfito del locus de ALK completo. En comparacién con los controles, las muestras que
expresan ALKAT mostraron menor metilacion de CpG en regiones que flanquean el sitio de ATI, incluyendo el LINE
(figuras 11B-D). EI LTR contenia solo algunos CpG con bajos niveles de metilacion en todas las muestras. Los datos
de ENCODE?®® revelaron una agrupacion de hipersensibilidad de ADNasa | y enriquecimiento de H3K4me1 en la region
de ATI. Independientemente de la expresion de ALKAT, se encontro enriquecimiento de H3K27ac (un marca de histona
caracteristica de promotores y potenciadores activos*’) en todas las muestras de melanoma analizadas, pero no en
las lineas celulares de cancer de pulmon o en las 17 lineas celulares que no son de melanoma de ENCODE (figuras
11E y 11F). Mediante la integracion de los datos de ChlIP, hipersensibilidad de ADNasa | y RACE en 5’, se definid la
region regulatoria en cis proximal como chr2:29,445,000-29,447,100 y se determinaron bioinformaticamente los
posibles motivos de union a factor de transcripcion.*® (Figura 11H). Para someter a prueba si el LTR podia funcionar
como promotor, se usé un ensayo de indicador de luciferasa, y se encontrd que, a diferencia de las lineas celulares
de cancer de pulmon, las lineas celulares de melanoma mostraron actividad de luciferasa baja pero constante (figura
11G). Tomados en conjunto, estos datos sugieren que la marca H3K27ac en el sitio de ATl podria sensibilizar a
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melanomas para la expresion de ALK, lo que es consecuente con la mayor frecuencia de ALKA™ en melanomas en
comparacion con otros tipos de cancer. Sin embargo, estos datos también indican que la activacion completa de la
expresion de ALKAT requiere factores activantes en trans adicionales.

Se usé RACE en 5 (amplificacion rapida en 5 de extremos de ADNc) acoplado con secuenciacion de ultima
generacion para determinar el transcrito de ALKA™.. El sitio de ATI se mape6 a una region de 25 pares de bases (pb)
en el intrén 19, aproximadamente 400 pb en el sentido de 5 del exén 20 de ALK (figuras 1B y 6A-C). El transcrito
novedoso de ALK tiene un tamario de aproximadamente 2500 pb (figura 7A). El transcrito de ALKA™' tiene tres codones
de inicio en marco (ATG) predichos dando como resultado proteinas con pesos moleculares (PM) de 61,1 kDa (552
aminoacidos), 60,8 kDa (550 aminoacidos) y 58,7 kDa (532 aminoacidos) (figuras 6D y 6E). Las tres proteinas
mantienen el dominio de tirosina cinasa intracelular, pero carecen de los dominios extracelular y transmembrana de
ALK"T (figura 2A).

Las inmunotransferencias de dos lineas celulares de neuroblastoma que expresan ALK"T y dos lineas celulares de
cancer de pulmén que expresa la variante EML4-ALK mostraron proteinas con el PM esperado de ~220 kDa para
ALK"T (y un producto de escisién mas pequefio que carece de parte de la region extracelular*®) y de ~120 kDa y -90
kDa para dos variantes EML4-ALK. Tumores que expresan ALK revelaron una banda doble a -60 kDa, sugiriendo
que ALKA™ se traduce a partir de mas de un codon de inicio (figura 2B). Para confirmar experimentalmente los codones
de inicio predichos, los tres codones de inicio se mutaron individualmente o en combinacion y se expresaron en células
293T. Las inmunotransferencias revelaron que cada uno de los ALKA™ mutantes perdieron la banda de proteina
correspondiente, lo que indica que los tres codones de inicio en ALKA™ son funcionales y dan lugar a tres proteinas
distintas (figura 2C).

Las proteinas de ALKAT' se fosforilaron en tumores con expresion de ALKA™ enddgena y en células con expresion de
ALKAT exogena (figuras 2B y 2C) indicando que ALKA™ esta activo. Esto se confirmo por un ensayo de cinasa in vitro
(figura 12A). Un ALKA™ sin actividad cinasa (ALKAT*P), en el que una lisina en el sitio de unién a ATP del dominio de
cinasa se reemplazé por una metionina'®, no estaba fosforilada ni activa. Razonando que ALKA™ puede autoactivarse
formando homodimeros como otras RTK®, la capacidad de autointeraccion se sometid a prueba usando co-
inmunoprecipitacion con proteinas ALK etiquetadas con V5 o HA. El V5-ALKAT se co-inmunoprecipitd faciimente
con el HA-ALKAT y viceversa, lo que indica que ALK”™ interacciona consigo mismo dando como resultado
autofosforilacion y activacion de cinasa (figura 2D). Usando inmunofluorescencia, se detectd ALK tanto en el nlcleo
como en el citoplasma, mientras que se encontraron ALK""774- y EML4-ALK en el citoplasma o la membrana celular
(figura 2E). La inmunohistoquimica de ALK en muestras clinicas confirmd la localizacion nuclear y citoplasmatica de
ALKAT sugiriendo que la tincion de ALK nuclear en inmunohistoquimica podria servir como biomarcador clinico para
identificar pacientes con tumores que expresan ALKAT (figuras 2F y 12B).

Basandose en el andlisis del conjunto de datos secuenciacion de ARN de GTEx, ALKA™ no se expresa en tejidos
normales. Para establecer las consecuencias funcionales de la expresién de ALKAT, se transdujeron de manera
estable células Ba/F3, NIH-3T3 y melan-a con ALK, controles negativos (ALK”™, vector vacio) y controles positivos
(las variantes de ALK oncogénicas ALKF''74 EML4-ALK y ALK, que anteriormente se mostré que son suficientes
para impulsar la oncogénesis a altos niveles de expresion endogena®'2%8-61) En las células Ba/F3, la expresion de
ALKA™ condujo a un crecimiento celular independiente de IL-3, al igual que los controles positivos, pero no los controles
negativos (figura 3A). En células Ba/F3 transformadas con ALK que crecen en medios sin IL-3, se confirmé que ALKAT
se expresaba a un nivel similar en comparacion con los tumores humanos y que todas las isoformas de ALK estaban
fosforiladas y, por lo tanto, activas (figura 3B). La dependencia de ALK del crecimiento independiente de IL-3 se reflejo
en la seleccion de células Ba/F3 que expresan proteina verde fluorescente (GFP), la cual se expres6 de manera
conjunta a partir de los vectores de expresion de ALK (figura 12C). Consecuente con los datos in vitro, las células
melan-a y NIH-3T3 que expresan ALKAT indujeron eficientemente el crecimiento tumoral en ratones SCID (figuras 3C
y 12D-12F).

En resumen, todas las células que expresan variante de ALK (ALKAT, ALKF174. EML4-ALK, ALK"T) eran capaces de
establecer proliferacion y tumorigénesis independientes de factores de crecimiento, con tasas de crecimiento similares
una vez se establecieron los tumores. De manera importante, la capacidad oncogénica observada de ALK"T es
consecuente con informes previos de que la alta expresion enddgena o amplificacion de ALK*T impulsa la oncogénesis
y confiere sensibilidad a los inhibidores de ALK en neuroblastomas'?12 %861 Para explorar adicionalmente el papel
patogeno de niveles de expresion de ALK, se transdujeron células NIH-3T3 de manera estable con un titulo o bien
bajo o bien alto de ALKA™ dando como resultado células que expresan ALKA™ a niveles o bien bajos o bien altos. Se
encontré que un aumento adicional en los niveles de expresion de ALKA™ no acelero la formacién de injertos tumorales
y el crecimiento tumoral, indicando que ALKA™ puede impulsar la tumourigénesis una vez se alcanza un umbral de
expresion (figuras 12G-12I).

Para examinar las respuestas terapéuticas a la inhibicion de ALK farmacolégica, se trataron células Ba/F3 que
expresan de manera estable diversas isoformas de ALK con tres inhibidores de ALK diferentes (crizotinib, ceritinib,
TAE-684). Todos los inhibidores de ALK inhibieron eficazmente el crecimiento independiente de IL-3 de células Ba/F3
transformadas con ALK, mientras que no tuvieron efecto sobre el crecimiento en presencia de IL-3 (figuras 4A 'y 13A-
13B). Crizotinib inhibio6 la fosforilacion de ALKA™ y la sefializaciéon en el sentido de 3' de manera dependiente de la
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concentracion, corroborando ademas que ALKA™ se activa mediante autofosforilacién (figuras 4B y 13E-13E). El
tratamiento con crizotinib también indujo regresion de tumores de NIH-3T3 impulsados por ALKA™ in vivo, y la
inmunohistoquimica de tumores explantados confirmé proliferacion celular reducida, apoptosis aumentada e inhibicién
de varias rutas de sefializacion oncogénicas (figuras 4C-4E y 14A-14F).

Basandose en estos datos preclinicos alentadores, se identificé un paciente con melanoma metastasico con expresion
de ALKAT' (figuras 4F y 4G). El paciente habia progresado previamente en la combinacion de inmunoterapia con
ipilimumab e nivolumab en un ensayo clinico, seguido de radiacion paliativa y luego quimioterapia con dacarbazina.
El uso compasivo de crizotinib dio como resultado una marcada mejoria sintomatica y una contraccion tumoral en el
plazo de 6 semanas de terapia (figura 4H). Este caso de paciente proporciona evidencia adicional de que ALKAT!
confiere ganancia de funcion en los pacientes y es susceptible de seleccion como diana farmacoldgica, lo que justifica
una investigacion clinica adicional.

En conjunto, se identificé un transcrito de ALK novedoso, ALKAT, que surge independientemente de aberraciones
genomicas en el locus de ALK mediante iniciacion transcripcional alternativa. ALKAT' codifica proteinas de ALK
acortadas que son capaces de impulsar la oncogénesis in vitro e in vivo. Los tumores impulsados por ALKA™ son
sensibles a inhibidores de ALK, lo que sugiere que los pacientes que albergan tales tumores podrian beneficiarse
potencialmente de la terapia con inhibidores de ALK, pero no pueden identificarse usando ensayos genoémicos clinicos
actuales, en particular los basados en secuenciacion de ADN. De manera importante, se descubrié iniciacion
transcripcional alternativa como mecanismo novedoso para la activacion oncogénica, ademas de mecanismos
genéticos bien establecidos tales como mutaciones, translocaciones o amplificaciones. Otros oncogenes pueden
activarse a través de mecanismos similares en otros tumores malignos humanos y su identificacién puede proporcionar
nuevos conocimientos sobre la oncogénesis y oportunidades de intervencion terapéutica.
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REIVINDICACIONES

Molécula de acido nucleico aislado que comprende o que consiste esencialmente en los exones 20-29 y una
parte, pero no todo, del intréon 19 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), en la que la molécula de
acido nucleico no comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier
combinacién, en la que la molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud.

Molécula de acido nucleico aislado segun la reivindicacion 1, en la que el gen ALK es un gen ALK humano.

Molécula de acido nucleico aislado segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la parte del intron 19 del gen ALK
es de aproximadamente 400 pb de longitud ubicada en el sentido de 5’ del exdn 20 del gen ALK.

Molécula de acido nucleico aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la molécula
de acido nucleico es de aproximadamente 2500 pb de longitud, o aproximadamente 2513 pb de longitud.

Molécula de acido nucleico aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en la que la molécula
de acido nucleico es un transcrito de ARN mensajero (ARNm).

Molécula de acido nucleico aislado seguin una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, que comprende o que
consiste esencialmente en la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es
al menos aproximadamente un 95% homaologa con respecto a la misma.

Molécula de ADN complementario (ADNc) aislado que corresponde al acido nucleico aislado segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que la molécula de ADNc comprende o consiste esencialmente
en los exones 20-29 de un gen de cinasa de linfoma anaplasico (ALK), en la que la molécula de ADNc no
comprende los exones 1-19 del gen ALK, o bien individualmente o bien en cualquier combinacion, en la que
la molécula de acido nucleico es de aproximadamente 2300-2600 pb de longitud.

Molécula de ADNCc aislado segun la reivindicaciéon 7, que comprende los acidos nucleicos 405-2063, 411-
2063 o0 465-2063 de la secuencia de nucleétidos expuesta en SEQ ID NO: 11 o una secuencia que es al
menos aproximadamente un 95% homologa con respecto a la misma.

Molécula de acido nucleico aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 o una
secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homdloga con respecto a la misma.

Molécula de acido nucleico aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-8, que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica los aminoacidos 3 a 552, o aminoacidos 21 a 552 de la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95%
homologa con respecto a la misma.

Vector que comprende (a) la molécula de acido nucleico aislado segun una cualquiera de las reivindicaciones
1-6, 9y 10, o (b) la molécula de ADNc aislado segun la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8.

Célula huésped que comprende el vector segun la reivindicacion 11.

Polipéptido aislado codificado por (a) la molécula de acido nucleico segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, 9y 10 o (b) la molécula de ADNc segun la reivindicacion 7 o la reivindicacion 8.

Polipéptido aislado segun la reivindicacion 13, que comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en
SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos aproximadamente un 95% homadloga con respecto a la
misma, en el que el polipéptido no comprende (a) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3 o
(b) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 4.

Polipéptido aislado segun la reivindicacion 14, que comprende los aminoacidos 3 a 552 o los aminoacidos 21
a 552 de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos
aproximadamente un 95% homdloga con respecto a la misma, en el que el polipéptido no comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO; 3.

Polipéptido aislado segun la reivindicacion 14, que comprende los aminoacidos 3 a 552 o los aminoacidos 21
a 552 de la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 12 o una secuencia que es al menos
aproximadamente un 95% homdloga con respecto a la misma, en el que el polipéptido no comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO; 4.

Anticuerpo que se une al polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-16, en el que el
anticuerpo no se une a un ALK de tipo silvestre.
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Anticuerpo segun la reivindicacion 17, en el que el ALK de tipo silvestre es un ALK humano de tipo silvestre.

Anticuerpo segun la reivindicacion 18, en el que el ALK humano de tipo silvestre comprende la secuencia de
aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 1.

Método in vitro de diagnéstico de una célula en una muestra recogida de un sujeto como una célula cancerosa
que comprende detectar la presencia de una isoforma truncada de cinasa de linfoma anaplasico (TALK) en
la célula, en el que la presencia de la TALK indica que la célula es una célula cancerosa, en el que detectar
comprende determinar la presencia de la molécula de acido nucleico segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1-6, 9 y 10 o la molécula de ADNc segun la reivindicacidon 7 o la reivindicacion 8, y/o el
polipéptido de TALK segun una cualquiera de las reivindicaciones 14-16.

Método segun la reivindicacion 20, en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en melanoma,
carcinoma de tiroides, adenocarcinoma de pulmén, carcinoma de células escamosas pulmonares, carcinoma
de células claras renales y cancer de mama.

Método segun la reivindicacion 20 o la reivindicacion 21, en el que el cancer es melanoma o carcinoma de
tiroides anaplasico.
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Células Ba/F3, viabilidad (%)
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Sitio de Sitio de
iniciacion de MM';S MM';“ AT:;/ZS iniciacion de  MM-15 MM',;“ A:':': .',/28
transcripcion en 7o en 7o en 7o transcripcion en % en % °

29,446,768 0,05 0,01 0,01 29,446,755 239 0,63 0,83
29,446,767 198 047 0,23 29,446,/54 038 0,21 0,24
29,446,766 7,05 1,06 1,02 29,446,533 024 0,15 0,12
29,446,765 11,99 1,35 3,27 29,446,752 0,13 0,03 0,04
29,446,764 033 0,05 0,08 29,446,51 0,13 0,09 0,09
29,446,765 0,43 0,411 0,19 29,446,750 0,04 0,03 0,02
29,446,762 0,39 0,25 0,32 29,446,749 0,03 0,04 0,02
29,446,761 458 6,25 3,87 29,446,748 0,03 0,02 0,02
29,446,760 0,07 0,03 0,03 29,446,747 0,04 0,01 0,04
29,446,759 0,07 0,04 0,04 29,446,746 0,04 0,01 001
29,446,758 0,12 0,11 0,07 29,446,745 0,12 0,11 0,09
29,446,757 156 057 0,15 29,446,744 32,07 59,48 53,12
29,446,756 31,22 27,12 34,01 29,446,743 033 0,28 0,27

FIG. 6B
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UTR en 5' de ALK *(intron 19)
AGCCTTCCCTGGCTCCCTCCCCATTTCCTCTCATGGOCATTTCTCCTARTARRATCTCCAGACCATATTGOGTCTAATCCCATCTCCAGTCTGCTTCTTGRA
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20de ALK

exon
TGCAGATGGAGCTGCAGAGCCCTGAGTACAAGCTGAGCAAGCTCCGCACCTCGACCATCATGACCGACTACAACCCCAACTACTGCTTTGCTGGCAAGACCT
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AGTGGCCTGTGTAGTGCTTCAAGGGCCAGGCTGCCAGGCCATGTTGCAGCTGACCACCCACCTGCAGTGTACCGCCGEAAGCACCAGGAGCTGCAAGCCA

GGAACCAGACTAACATGACTCTGCCCTATATAATACAAATAATTATTTTCCATATATCTGATTTTTAGCTTTGCATTTACTTTAAATCATGCTTCAATTAA

exon 21de ALK

CCTCCATCAGTGACCTGAAGGAGGTGCCGCGGAAAAACATCACCCTCATTCGGGGTCTGGGCCATGGCGCCTTTEGECAGGTGTATGAAGGCCAGGTCT
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N.° Cebador directo Cebador inverso Alineamiento de amplicén

P1 ACAAGCTGAGCCATGAGGAC ~ AGGAGTTACCATCCCTGCCT chr2:29,447,155-29,447,235
P2 AAGGGGAGCCAGGTAGACTT ~ ATGAGAGGAGAACCAGGGCT chr2:29,445,931-29,446,002
P53 ATTCAGCCCCTACACTGCAC ~ CGCGGAAAAACATCACCCTC chr2:29,446,154-29,446,232
P4 GAGGCGGGGGTAACATACAC ~ GTGAAGAACTGGAAGCCCGA chr2:29,445,577-29,445,657
PS5 TCATGCTCCTTGGGGAGAGA ~ TCTAGAGCAACTGCGCCTTC chr2:29,445,799-29,445,887

FIG. 7A
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FIG. 7B
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Tipo

Numero total de

ATI 0

ALK casos &
Melanoma cutaneo de piel (SKCM) 38 334 11,34
Adenocarcinoma de pulmén (LUAD) 3 470 0,64
Carcinoma de células escamosas de
pulmén (LUSC) 1 482 0,20
Carcinoma de células claras renales de
rifion (KIRC) 2 480 0,42
Carcinoma invasivo de mama (BRCA) 1 988 0,10
Carcinoma de tiroides (THCA) 0 482 0,00
Glioblastoma multiforme (GBM) 0 1563 0,00
Glioma de grado inferior de cerebro (LGG) 0 271 0,00
Carcinoma urotelial de vejiga (BLCA) 0 182 0,00
Adenocarcinoma de proéstata (PRAD) 0 195 0,00
Carcinoma endometrial de cuerpo uterino
(UCEC) 0 118 0,00
Renal cromofobo (KICH) 0 66 0,00
Adenocarcinoma colorrectal (COADREAD) 0 316 0,00
Carcinoma ovarico (OV) 0 261 0,00
Carcinoma de células escamosas de cuello 0 303 0,00

y cabeza (HNSC)
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Metasf@sls de melanoma-— TCGA-DA—A1IC—06A—11R-A1BS*-07
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FIG. 9A

FIG. 9B
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FIG. 10B
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FIG. 10C
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Ensayo de cinasa de IP

Actividad de cinasa relativa
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