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DESCRIPCION

Diagnéstico de neoplasmas malignos.

La presente invencidn se refiere a un método ex vivo para diagnosticar un neoplasma maligno en un mamifero. La
presente invencién también se refiere a un método ex vivo para pronosticar dicho neoplasma maligno.

Los neoplasmas malignos primarios del sistema nervioso central (denominado en la presente memoria CNS por
sus iniciales en inglés: central nervous system), particularmente los gliobastomas, son sumamente mortales debido
a su infiltracién agresiva y extendida en el cerebro y su resistencia a los tratamientos anticancerosos. Aunque se han
hecho progresos para aclarar los mecanismos patoldgicos subyacentes de los canceres del CNS asi como de otros tipos
de cancer, los enfoques terapéuticos y métodos especificos de diagndstico han sido muy ambiguos.

Lavaissiere et al. (J. Clin. Invest. 1996, 98 (6): 1313-1323) describen que la aspartil (asparaginil) beta-hidroxilasa
(denominada en la presente memoria AAH por sus iniciales en inglés: aspartyl (asparaginyl) beta-hydroxylase) se
expresa en la superficie celular de varios caranomas hepatocelulares y colangiocarcinomas. Lavaissiere et al. describen
la secuencia del cDNA que codifica la AAH humana (denominada en la presente memoria HAAH por sus iniciales en
inglés: human AAH) y la secuencia de aminoécidos deducida y la produccién de anticuerpos monoclonales para dicha
HAAH.

Segin un aspecto de la presente invencién se proporciona un método para diagnosticar un neoplasma maligno en
un mamifero como se reivindica en la reivindicacién 1 siguiente.

Los neoplasmas malignos detectados de esta forma incluyen los derivados de tejido endodérmico, por ejemplo
cancer de colon, cancer de mama, cancer pancredtico, cancer de higado y cancer de las vias biliares. También se detec-
tan los neoplasmas del sistema nervioso central (CNS), tales como los neoplasmas malignos primarios del CNS tanto
los de origen en células neuronales como en gliales de los neoplasmas metastaticos del CNS. Los fluidos corporales,
tales como los fluidos corporales derivados del CNS, sangre, suero, orina, saliva, esputos, efusiones pulmonares y los
fluidos asciticos se pueden poner en contacto con un anticuerpo especifico de la HAAH segtn la invencion.

El formato del ensayo también es til para generar datos temporales usados para el prondstico de la enfermedad
maligna.

Por lo tanto, segtin otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método de prondstico de un neoplasma
maligno como se reivindica en la reivindicacién 2 siguiente.

El anticuerpo se une preferiblemente a un sitio en el dominio catalitico carboxi-terminal de la HAAH. Alternativa-
mente, el anticuerpo se une a un epitope que estd expuesto sobre la superficie de la célula. El anticuerpo es un antisuero
policlonal o un anticuerpo monoclonal. La invencién comprende no solo el uso de un anticuerpo monoclonal intacto,
sino también de un fragmento del anticuerpo inmunolégicamente activo, por ejemplo un fragmento Fab o (Fab),; una
molécula Fv de cadena sencilla modificada; o una molécula hibrida, por ejemplo un anticuerpo que contiene la espe-
cificad de enlace de un anticuerpo, por ejemplo de origen murino, y las porciones restantes de otro anticuerpo, por
ejemplo de origen humano. Preferiblemente, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, tal como FB50, 5C7, SE9,
19B, 48A, 74A, 78A, 86A, HA238A, HA221, HA239, HA241, HA329 o HA355. Los anticuerpos que se unen a los
mismos epitopes que estos anticuerpos monoclonales también estdn dentro del alcance de la invencion.

Un anticuerpo intracelular especifico de la HAAH es un anticuerpo especifico de la HAAH de cadena sencilla
recombinante que se expresa dentro de una célula diana, por ejemplo una célula tumoral. Dicho anticuerpo intracelular
se une a la HAAH intracelular endégena e inhibe la actividad enzimética de la HAAH o evita que la HAAH se una
a un ligando intracelular. Los anticuerpos intracelulares especificos de la HAAH inhiben la transduccién de la sefial
intracelular y, como resultado, inhiben el crecimiento de tumores que sobreexpresan la HAAH.

Un modo de realizacién adicional se refiere al uso in vitro de un kit como se reivindica en la reivindicacién
independiente 12.

También se describe un kit para el diagnéstico de un tumor en un mamifero que contiene un anticuerpo especifico
de la HAAH. FEl kit de ensayo de diagnéstico se formula preferentemente en un formato convencional de unién de
dos anticuerpos en el que un anticuerpo especifico de la HAAH captura la HAAH en una muestra del paciente y otro
anticuerpo especifico de la HAAH se usa para detectar la HAAH capturada. Por ejemplo, el anticuerpo de captura
se inmoviliza sobre una fase sélida, por ejemplo una placa de ensayo, un pocillo de ensayo, una membrana de ni-
trocelulosa, un granulo, una varilla o un componente de una columna de elucién. El segundo anticuerpo, es decir el
anticuerpo de deteccion, estd marcado tipicamente con un marcador detectable, tal como un agente colorimétrico o un
radioisétopo.

La HAAH es una proteina que pertenece a la familia de la dioxigenasa dependiente del alfa-cetoglutarato de prolil
y lisil hidroxilasas que tienen un papel fundamental en la biosintesis del coldgeno. Esta molécula hidroxila los restos
dcido aspartico o asparagina en los dominios similares al EGF (factor de crecimiento epidérmico, denominado en
la presente memoria EGF por sus iniciales en inglés: epidermal growth factor) de varias proteinas en presencia del
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i6n ferroso. Estos dominios similares al EGF contienen motivos conservados que forman secuencias repetitivas en
proteinas, tales como factores de coagulacion, proteinas de matriz extracelular, receptores de las LDL, homdlogos del
NOTCH u homélogos del ligando NOTCH.

La dioxigenasa dependiente del alfa-cetoglutarato aspartil (asparaginil) beta-hidroxilasa (AAH) hidroxila especi-
ficamente un resto dcido aspartico o asparagina en los dominios similares al EGF de varias proteinas. E1 cDNA de 4,3
kb que codifica el AspH humano (hAspH) se hibrida con transcriptos de 2,6 kb y 4,3 kb en las células transformadas, y
la secuencia de aminodcidos deducida del transcripto mayor codifica una proteina de aproximadamente 85 kDa. Tanto
la transcripcion como la traduccién in vitro y los andlisis de transferencia de Western también demuestran una proteina
de 56 kDa que puede resultar de la escision posterior a la traduccién del extremo C-terminal catalitico.

Una funcién fisiolégica de la AAH es la beta-hidroxilacién posterior a la traduccién del dcido aspartico en las
proteinas de coagulacién dependientes de la vitamina K. Sin embargo, la abundante expresién de la AAH en varios
neoplasmas malignos y los bajos niveles de la AAH en muchas células normales indican que esta enzima tiene un
papel en la malignidad. El gen de la AAH también es altamente expresado en los citotrofoblastos, pero no en los
sincitiotrofoblastos de la placenta. Los citotrofoblastos son células invasivas que median en la implantacién en la pla-
centa. Los niveles aumentados de expresion de la AAH en colangiocarcinomas humanos, carcinomas hepatocelulares,
cénceres de colon y carcinomas de mama se asociaron en primer lugar con lesiones invasivas o metastaticas. Sin em-
bargo, la sobreexpresion de la AAH no refleja estrictamente un aumento en la sintesis del DNA y en la proliferacién
celular ya que se han observado niveles elevados de inmunorreactividad de la AAH en el 100 por ciento de los co-
langiocarcinomas, pero no en los procesos de enfermedad humana o experimental asociados con la regeneracién o
proliferacion no neopldstica de las vias biliares. La sobreexpresion de la AAH y los niveles elevados de actividad beta-
hidroxilasa relacionados llevan a un crecimiento invasivo de las células neopldsticas transformadas. La deteccion de
un incremento en la expresion de la HAAH es titil para el diagnéstico temprano y fiable de los tipos de cancer que se
han caracterizado ahora que sobreexpresan este producto genético.

Diagndstico de tumores malignos

La HAAH es sobreexpresada en muchos tumores de origen endodérmico y en al menos 95% de los tumores del
CNS en comparacién con las células no cancerosas normales. Un aumento en el producto del gen de la HAAH en
un fluido corporal obtenido de un paciente puede ser detectado segiin la presente invencién usando métodos conven-
cionales, por ejemplo andlisis de transferencia de Western, o un andlisis cuantitativo, tal como ELISA. Por ejemplo,
un formato convencional de ELISA competitivo usando un anticuerpo especifico de la HAAH se usa para cuantificar
los niveles de HAAH en el paciente. Alternativamente, se usa un andlisis de ELISA de fase doble usando un primer
anticuerpo como anticuerpo de captura y un segundo anticuerpo especifico de la HAAH como anticuerpo de deteccion.

Los métodos de deteccién de la HAAH incluyen poner en contacto un fluido corporal con un anticuerpo especifico
de la HAAH unido a una matriz sélida, por ejemplo una placa de microvaloracién, granulo o varilla. Por ejemplo, la
matriz s6lida se sumerge en una muestra de un fluido corporal obtenida de un paciente, se lava y la matriz sélida se
pone en contacto con un reactivo para detectar la presencia de complejos inmunes presentes en la matriz sélida.

Las proteinas en una muestra de ensayo se inmovilizan sobre una matriz sélida (por ejemplo, uniéndose a ella). Los
métodos y medios para enlazar covalentemente o no covalentemente las protefnas a matrices sdlidas son conocidas
en la técnica. La naturaleza de la superficie s6lida puede variar dependiendo del formato del ensayo. Para ensayos
realizados en pocillos de microvaloracién, la superficie sdlida es la pared del pozo o copa de microvaloracién. Para
ensayos que usan granulos, la superficie sélida es la superficie del granulo. En los ensayos que usan varillas (por
ejemplo, un cuerpo sélido hecho de un material poroso o fibroso, tal como tejido o papel), la superficie es la superficie
del material del que estd hecha la varilla. Los ejemplos de soportes sélidos ttiles incluyen la nitrocelulosa (por ejemplo,
en forma de membranas o de pocillos de microvaloracidn), cloruro de polivinilo (por ejemplo en ldminas o en pocillos
de microvaloracion), latex de poliestireno (por ejemplo, en granulos o en placas de microvaloracién), fluoruro de
polivinilidina (conocido como IMMULON®), papel diazotizado, membranas de nilén, granulos activados y granulos
de proteina A. El soporte s6lido que contiene el anticuerpo se lava tipicamente después de ponerle en contacto con
la muestra de ensayo y antes de la detecciéon de complejos inmunes enlazados. La incubacién del anticuerpo con
la muestra de ensayo es seguida por la deteccién de los complejos inmunes mediante un marcador detectable. Por
ejemplo, el marcador es enzimético, fluorescente, quimiluminiscente, radiactivo o un colorante. Los ensayos que
amplifican las sefiales del complejo inmune también son conocidos en la técnica, por ejemplo ensayos que usan
biotina o avidina.

Un reactivo de deteccién de la HAAH, por ejemplo un anticuerpo, se envasa en forma de un kit que contiene uno o
md4s anticuerpos especificos de la HAAH, formulaciones de control (positivo y/o negativo) y/o un marcador detectable.
El ensayo puede ser en forma del formato convencional de andlisis de fase doble de dos anticuerpos conocido en la
técnica.

Los anticuerpos anti-HAAH se puede obtener mediante técnicas bien conocidas en la técnica. Dichos anticuerpos
son policlonales o monoclonales. Los anticuerpos policlonales se pueden obtener usando métodos convencionales, por
ejemplo mediante los métodos descritos en Ghose et al., Methods in Enzymology, Vol. 93, 326-327, 1983. Un poli-
péptido de la HAAH, o uno de sus fragmentos antigénicos, se usé como inmundgeno para estimular la produccién de
los anticuerpos policlonales en los antisueros de conejo, cabra, ovejas o roedores. Los polipéptidos antigénicos para la
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produccion tanto de anticuerpos policlonales como monoclonales ttiles como inmundgenos incluyen los polipéptidos
que contienen un dominio catalitico de la HAAH. Por ejemplo, el polipéptido inmunogénico es la proteina HAAH
madura de longitud total o un fragmento de la HAAH que contiene el dominio catalitico carboxiterminal, por ejemplo
un polipéptido de la HAAH que contiene el resto His con la SEQ ID N° 1.

TABLA 1

Secuencia de aminodcidos de la HAAH

MAQRKNAKSS GNSSSSGSGS GSTSAGSSSP
TALLGVWTSV AVUWFDLVDY EEVLGXLGIY
PERAEPHTEP EEQVPVEAEP QNIEDEAXEQ
OEDDEFLMAT DVDDRFETLE PEVSHEETEH
PVVEDERLHH DTDDVTYQVY EEQAVYEPLE
PPVEBQQEVP PETNRKTDDP EQKAKVKKKK
VNAFKELVRK YPOSPRARYG KAQCEDDLAE
LSLEKRRSDRQ QFLGHMRGSL LTLORLVQLF
LSVTPNDGFA XVHYGFILKA QNKIRESIPY
KEAYKWYELG HKRGHFASVW QRSLYNVNGL
GLAVMDKAKG LFLPEDENLR EKGDWSQFTL
RRGOIKYSIM BPGTHVWPHT GPTNCRLEBMH

GARRETKHGG
DADGDGDFDV
IQSLLHEMVH
SYRVEETVSQ
NEGIEITEVT
PKLINKFDKT
KRRENEVLRG
PNDTSLKNDL
LXEGIESGDP
KAQPWWTPKE
WOQGRRNENA
LGLVIPKEGC

HKNGRKGGLS
DDAKVLLGLX
AEHVEGEDLQ
DCNQDMEEMM
APPEDNPVED
IXAEBLDAARER
AIETYQEVAS
GVGYLLIGDN
GTDDGRFYFH
TGYTELVKSL
CKGAPKTCTL
KIRCANETRT

GTSFFTWFMV
ERSTSEPAVP
QEDGPTGEPQ
SEQENPDSSE
SQVIVEEVSI
LRKRGKTERA
LPDVPADLLK
DNAKKVYEEV
LGDAMQRVGN
ERNWKLIRDE
LEKFPETTGC
WEEGKVLIFD

61

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721

DSFEHEVWQD ASSFRLIFIV DVWHPELTPQ QRRSLPAI

(SEQ ID N° 2; N° de registro del GENGANK S83325 ; el resto His esta subrayado; las

secuencias conservadas en el dominio catalitico se sefialan con tipo en negrita)

Los anticuerpos que se enlazan a los mismos epitopes que los anticuerpos descritos en la presente memoria se
identifican usando los métodos convencionales, por ejemplo ensayos de enlace competitivo, conocidos en la técnica.

Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse mediante técnicas convencionales. Diez ug de polipéptido de
HAAH recombinante se administraron a los ratones intraperitonealmente en coadyuvante de Freund, seguido por
un Unico estimulo intravenoso (en la vena de la cola) 3-5 meses después de la inoculacién inicial. Los hibridomas
productores de anticuerpos se realizaron usando métodos convencionales. Para identificar los hibridomas que producen
anticuerpos que eran altamente especificos para un polipéptido de la HAAH, los hibridomas se muestrearon usando
el mismo inmundgeno polipeptidico usado para inmunizar. Aquellos anticuerpos para los que se identificé que tenian
actividad para enlazarse con la HAAH también se muestrearon por su capacidad para inhibir la actividad catalitica de
la HAAH usando los ensayos enzimdticos descritos a continuacién. Preferiblemente, el anticuerpo tiene una afinidad
de enlace de al menos aproximadamente 108 litros/mol y mas preferiblemente una afinidad de al menos 10° litros/mol.

Los anticuerpos monoclonales se pueden humanizar por métodos conocidos en la técnica, por ejemplo el MAbs
con una especificidad de enlace deseada puede ser humanizado comercialmente (Scotgene, Escocia; Oxford Molecular,
Palo Alto, CA).

Los anticuerpos intracelulares especificos de la HAAH se producen como sigue. Después de la identificacion
de un hibridoma que produce un anticuerpo monoclonal adecuado, se clona el DNA que codifica el anticuerpo. El
DNA que codifica un anticuerpo especifico de la HAAH de cadena tnica en el que los dominios variables de cadena
pesada y ligera estdn separados por un péptido de unién flexible se clona en un vector de expresion usando métodos
conocidos (por ejemplo, Marasco et al., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 7889-7893 y Marasco et al., 1997, Gene
Therapy 4: 11-15). Dichos constructos se introducen en las células, por ejemplo usando técnicas convencionales de
distribucién genética para la produccién intracelular de los anticuerpos. Los anticuerpos intracelulares se usan para
inhibir la transduccién de sefial por la HAAH. Los anticuerpos intracelulares que se enlazan al dominio catalitico
carboxiterminal de la HAAH inhiben la capacidad de la HAAH para hidroxilar las secuencias diana similares al EGF.

Los métodos de unién de los anticuerpos especificos de la HAAH (o sus fragmentos) que se enlazan a los epitopes
de la HAAH expuestos de la superficie celular, sobre la superficie de una célula tumoral, se unen a agentes citotéxicos
conocidos, por ejemplo la ricina o la toxina de la difteria, usando métodos conocidos.
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A continuacién se da una descripcién a modo unicamente de ejemplo, con referencia a los dibujos adjuntos, de los
materiales y metodologias que se pueden hacer en la presente invencion.

En los dibujos:

La figura 1 es un gréfico de barras que muestra la formacién de colonias inducida por la transfeccion transitoria de
células NIH-3T3 con varios cDNA de la aspartil (asparaginil) beta-hidroxilasa (AAH). La formacién de colonias se
indujo mediante la transfeccion transitoria con 10 ug de DNA. Por el contrario, el constructo de AAH murina mutante
sin actividad enzimadtica no presenta actividad transformadora. Los datos se presentan como nimero medio de focos
transformados + EEM.

La figura 2 es un gréfico de barras que muestra el resultado de un andlisis densitométrico de un andlisis de trans-
ferencia de Western de las proteinas producidas por varios clones celulares transfectados de forma estable con AAH
murina. En los clones 7 y 18 se produjo un ligero aumento de la expresién del gen de la HAAH, mientras que la
sobreexpresion presentd un grado inferior en el clon 16.

Las figuras 3A-B son grificos de barras que muestran la formacién de colonias en agar blando que presentan los
clones transfectados de forma estable con la HAAH en comparacién con la actividad enzimatica de la HAAH. La
figura 3A muestra una medida de la actividad enzimdtica de la AAH murina en los clones 7, 16 y 18, y la figura 3B
muestra la formacioén de colonias que presentan los clones 7, 16 y 18. Los datos se presentan como nimero medio
de colonias 10 dias después de la siembra en las placas + EEM. Los tres clones con incrementos pequefios en la
actividad enzimdtica de la HAAH, que se correlacionaba con la expresion de la proteina, presentaban un crecimiento
independiente del anclaje.

La figura 4 es un grafico de barras que muestra la formacién de tumores en ratones sin pelo a los que se les
inyectaron clones transfectados que sobreexpresaban la AAH murina. El crecimiento tumoral se evalué después de 30
dias. El peso medio del tumor observado en los ratones inyectados con los clones 7, 16 y 18 en comparacién con en
comparacién con el clon transfectado con DNA simulado. Todos los animales a los que se les inyectaron clones que
sobreexpresaban la HAAH desarrollaron tumores.

Las figuras SA-D son graficos de barras que muestran la expresion de la AAH aumentada en células PNET2
(figuras 5A, 5C) y SH-SySy (figura 5B) tratadas con 4cido retinoico (figuras 5A, 5B) o éster de forbol miristato
(PMA, figura 5C) para inducir el sobrecrecimiento de las neuritas como ocurre durante la invasién de las células
tumorales. Las células se trataron con dcido retinoico 10 uM o PMA 100 nM durante O, 1, 2, 3, 4 6 7 dias. Los
lisados celulares se analizaron mediante andlisis de transferencia de Western usando un anticuerpo monoclonal es-
pecifico de la HAAH para detectar la proteina AAH de 85 kDa. Los niveles de inmunorreactividad se midieron por
densiometria volumétrica (unidades arbitrarias). Los graficos indican la media + desviacién estdndar de los resulta-
dos obtenidos en tres experimentos separados. En la figura 5D, las células PNET?2 se trataron durante 24 horas con
concentraciones sub-letales de H,O, para inducir la retraccidon de las neuritas. La viabilidad de mas de 90% de las
células se demostré por exclusién con colorante azul de tripan. Resultados similares se obtuvieron para las células
SH-SyS5y.

La figura 6 es un grafico de barras que muestra los efectos de la sobreexpresion de la AAH sobre de los niveles de
moléculas anti-apéptosis (Bcl-2), inhibidoras mitéticas del ciclo celular (p16 y p21/Waf1) y de proliferacién (antigeno
nuclear de células proliferantes, PCNA por sus iniciales en inglés: proliferating cells nuclear antigen). Las células
neuronales PNET?2 se transfectaron de forma estable con el cDNA humano de longitud completa que codifica la AAH
(PHAAH) o con un vector vacio (pcDNA). La expresién del gen de la AAH se controlé con un promotor CMV. Se
realizaron los andlisis de transferencia de Western con lisados celulares preparados a partir de cultivos que eran 70 a
80% confluentes. La carga de proteina fue equivalente en cada linea. Las membranas replicadas se ensayaron con los
diferentes anticuerpos. Los graficos de barras muestran la media y la desviacion estdndar de los niveles de expresion
de la proteina medidos en tres experimentos. Todas las diferencias son significativas estadisticamente segtn el anlisis
de la T de Student (P < 0,01 - P < 0,001).

La figura 7 es un diagrama que muestra los componentes de la via de transduccién de sefial IRS-1.
Ejemplo 1
La expresion aumentada de la HAAH estd asociada con la transformacion maligna

La HAAH es una enzima muy conservada que hidroxila los dominios similares al EGF en las proteinas asociadas
con la transformacién. El gen de la HAAH estd sobreexpresado en muchos tipos de cancer, incluyendo los carcino-
mas hepatocelulares y los colangiocarcinomas humanos. Se encontré que la expresion del gen de la HAAH no era
detectable durante la proliferacion de las vias biliares tanto en la enfermedad humana como en modelos de rata en
comparacién con el colangiocarcinoma. La sobreexpresion de la HAAH en células NIH-3T3 se asoci6 con la gene-
racién de un fenotipo maligno y se encontré que era necesaria la actividad enzimatica para la transformacién celular.
Los datos descritos a continuacién indican que la sobreexpresion de la HAAH estd unida a la transformacion celular
de las células epiteliales biliares.
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Para identificar las moléculas que estan especificamente sobreexpresadas en células malignas transformadas de ori-
gen hepatocitico humano se us6 la linea celular de carcinoma hepatocelular (abreviado en la presente memoria como
HCC por sus iniciales en inglés: hepatocellular carcinoma) FOCUS como un inmundgeno para generar anticuerpos
monoclonales (abreviado a continuacion en la presente memoria como mAb por sus iniciales en inglés: monoclonal
antibody) que reconocieran especifica o preferentemente las proteinas asociadas con el fenotipo maligno. Se muestre6
una biblioteca de expresion de cDNA de lambda GT11 obtenida de células HepG2 de HCC, y se encontré que uno de
los mADb especificos para la HAAH producidos frente a la linea celular FOCUS reconocia un epitope en una proteina
codificada por un cDNA de la HAAH. Se encontré que la enzima HAAH presentaba regulacion aumentada en varias
lineas celulares humanas transformadas y en tejidos tumorales en comparacion con tejidos adyacentes humanos homo-
logos. Se encontré que la enzima HAAH sobreexpresada en diferentes tejidos malignos humanos era cataliticamente
activa.

Se examind la expresion del gen de la HAAH en vias biliares proliferantes y en células NIH 3T3. Su papel en la
generacion del fenotipo maligno se midié mediante la formacién de focos transformados, cultivado en agar blando,
como un indice del crecimiento independiente del anclaje y mediante la formacién de tumores en ratones sin pelo. El
papel de la actividad enzimadtica en la induccion del fenotipo transformado se midié usando un constructo de cDNA
con una mutacién en el sitio catalitico que suprimi6 la actividad hidroxilasa. Los resultados indicaron que un aumento
en la expresion del gen de la HAAH estd asociado con una transformacién maligna de los conductos biliares.

Los siguientes materiales y métodos se usaron para generar los datos descritos a continuacion.
Anticuerpos

El anticuerpo monoclonal FB50 se generd por inmunizacién celular de células de ratén Balb/C con células de
HCC FOCUS. Se usé un anticuerpo monoclonal de virus anti-Dengue como control no relacionado. El anticuerpo
monoclonal HBOH?2 se gener6 frente a un polipéptido de HAAH recombinante de 52 kDa y reconoce el dominio
catalitico de la beta-hidroxilasa de proteinas humanas y de ratén. Los anticuerpos policlonales anti-HAAH presentan
reaccién cruzada con la proteina hidroxilasa de rata. El anticuerpo de control anti-Erk-1 se obtuvo de Santa Cruz
Biotechnology, Inc., CA. Los antisueros anti-ratén de oveja y anti-conejo de burro marcados con peroxidasa de rdbano
se obtuvieron de Amersham, Arlington Heights, IL.

Constructos

El constructo de AAH murina de longitud completa (pNH376) y el constructo con mutacién dirigida (pNH376-
H660) con actividad catalitica suprimida se clonaron en el vector de expresion eucaridtica pcDNA3 (Invitrogen Corp.,
San Diego, CA). La AAH humana de longitud completa se cloné en el vector de expresion procaritica pPBC-SK+
(Stratagene, La Jolla, CA.). La AAH humana de longitud completa (N° de registro del GENBANK S83325) se sub-
cloné en el sitio EcoRI del vector pcDNA3.

Modelo animal de proliferacion de las vias biliares

Se dividieron las ratas en 9 grupos separados de 3 animales cada uno, excepto para el grupo 9 que contenia 5
ratas. El grupo 1 fue el grupo de control no quirdrgico y el grupo 2 fue el grupo de control quirtrgico con operacién
fingida. Los grupos restantes padecieron la ligadura de vias biliares comunes para inducir la proliferacién de vias
biliares intrahepdticas y se evaluaron después de 6, 12, 24 y 48 horas y de 4, 8 y 16 dias como se muestra en la
tabla 3. Los animales se asfixiaron con CO, y se tomaron muestras hepéticas de los 16bulos medio y lateral izquierdo,
se fijaron en paraformaldehido al 2% y se introdujeron en parafina. Las muestras hepéticas (5 m) se cortaron y se
tifieron con hematoxilina y eosina para evaluar la proliferacién de las vias biliares intrahepdticas. Se realiz6 el andlisis
inmunohistoquimico con anticuerpos policlonales anti-HAAH que presentaban reaccién cruzada con la proteina de
rata para determinar los niveles de expresion de la proteina.

Proliferacion de las vias biliares asociada con colangitis esclerosante primaria (PSC)

Se obtuvieron muestras de biopsia de higado de 7 individuos con colangitis esclerosante primaria (generalmente
abreviado como PSC por sus iniciales en inglés: primary sclerosing cholangitis) y se asociaron con la proliferacion
de las vias biliares. Estos individuos se evaluaron segtin los protocolos gastroenterohepatoldgicos convencionales. Los
pacientes tenfan entre 22 y 46 afios de edad y eran 4 varones y 3 hembras. Cuatro tenian asociada una enfermedad
inflamatoria del intestino (3 colitis ulcerativa y 1 colitis de Crohn). Todos los pacientes se sometieron a evaluacién
radiolégica, incluyendo ultrasonografia abdominal y colangiopancreaticografia endoscoépica retrégrada para excluir la
diagnosis de obstruccidn biliar extrahepdtica. Las secciones de tejido se prepararon a partir de los bloques incrustados
de parafina y se evalud la proliferaciéon de la vias biliares por tincién con hemotoxilina y eosina. La expresion de la
HAAH se determiné mediante andlisis inmunohistoquimico usando un anticuerpo monoclonal especifico de la HAAH,
tal como el FB50.

Inmunohistoquimica

Las secciones de tejido hepatico (5 um) se desparafinaron en xileno y se rehidrataron en alcohol graduado. La ac-
tividad peroxidasa endégena se detuvo mediante un tratamiento de 30 minutos con H,O, al 6% en metanol al 60%. La
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biotina end6gena se enmascard por incubacién con disoluciones de bloqueo de avidina-biotina (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Se afiadieron a las 1dminas mAb FB50 (para las muestras de PSC) y anticuerpos policlonales anti-
HAAH-hidroxilasa (para las muestras de higado de rata) en una cimara humidificada a 4°C durante la noche.

La tincién inmunohistoquimica se realizé usando un método convencional con complejo de avidina-biotina pe-
roxidasa de rdbano (ABC) usando kits Vectastain con diaminobencidina (DAB) como cromégeno siguiendo las ins-
trucciones del fabricante (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA). A las secciones de tejido se les realizé una
contratincién con hematoxilina seguido por deshidratacién en etanol. Las secciones se examinaron con un microsco-
pio 6ptico para estudiar la proliferacion de las vias biliares y la expresion de la proteina HAAH. Las secciones en
parafina de colangiocarcinoma y placenta se usaron como controles positivos y las muestras de hepatoesteatosis se
usaron como controles negativos. Para controlar la especificidad de enlace del anticuerpo, se realizé la inmunotincién
de las secciones adyacentes en ausencia de un anticuerpo primario, o usando un anticuerpo no relacionado con el virus
de Dengue. Como control positivo para la inmunorreactividad del tejido, se realiz6 la inmunotincién de las secciones
adyacentes de todos los especimenes con un anticuerpo monoclonal para la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa.

Andlisis de transferencia de Western

Los lisados celulares se prepararon en una disolucién tampén de ensayo de radioinmunoprecipitacién convencional
(abreviado como RIPA por sus iniciales en inglés: radioimmunoprecipitation assay) que contenia los inhibidores de la
proteasa. La cantidad total de proteina en los lisados se determiné mediante un ensayo colorimétrico Bio-Rad (Bio-
Rad, Hercules, CA) seguido por electroforesis en gel de dodecilsulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE), se trans-
firieron a membranas PVDF y se sometieron al andlisis de transferencia de Western usando FB50, HBOH2, anti-Erk-
1 (usado como control interno para la carga de proteina) como anticuerpos primarios, antisueros anti-ratén de oveja y
anticonejo de burro marcados con peroxidasa de rdbano como anticuerpos secundarios. La unién de los anticuerpos se
detect6 con reactivos de quimioluminiscencia aumentada (SuperSignal, Pierce Chemical Company, Rockford, IL) y
autorradiografia en pelicula. Los niveles de inmunorreactividad se midieron por densiometria volumétrica usando un
programa de imagen de NIH.

Andlisis de la actividad enzimdtica

La actividad AAH se midié en los lisados celulares usando el primer dominio similar al EGF de la proteina S
bovina como sustrato en el que el alfa-cetogluterato marcado con "“C hidroxila el domino que libera CO, que contiene
14C segtin los métodos convencionales, por ejemplo los descritos en Jia et al., 1992, J. Biol. Chem. 267: 14322-14327,
Wang et al., 1991, J. Biol. Chem. 266: 14004-14010; o Gronke et al., 1990, J. Biol. Chem. 265: 8558-8565. Las
incubaciones se realizaron a 37°C durante 30 minutos en un volumen final de 40 uLL que contenian 40 ug de proteina
del extracto celular bruto y 75 ug de sustrato de EGF.

Estudios de transfeccion celular

Se cultivaron células NIH-3T3 en medio de Eagle con modificacion de Dulbecco (DNEM; Mediatech, Washington,
DC) complementado con 10% de suero de ternera fetal (FCS, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) inactivado con
calor, 1% de L-glutamina, 1% de aminoacidos no esenciales y 1% de penicilina-estreptomicina (GIBCO BRL, Life
Technologies, Inc., Grand Island, NY). Las células NIH-3T3 subconfluentes (3 x 10° células/placa de 60 mm) se
transfectaron con 10 ug de uno de los siguientes pladsmidos: 1) vector pcDNA3 no recombinante (Invitrogen Corp.,
San Diego, CA) como control negativo; 2) pNH376-H660, el cDNA de la AAH murina que se muté en el dominio
catalitico y se clond en el vector pcDNA3 controlado por un promotor CMV; 3) pNH376, el cDNA de la AAH murina
de fenotipo salvaje clonado en el vector pcDNA3; 4) pCDHH, el cDNA de la AAH humana de fenotipo salvaje clonado
en el vector pcDNA3; o 5) pLNCX-UP1, un cDNA que codifica el oncogén v-Src (control positivo). Las células se
transfectaron usando el kit de transfeccién con sulfato de calcio siguiendo las instrucciones del fabricante (5 Prime-
3 Prime, Inc., Boulder, CO). La comparacién de la eficacia de la transfeccion celular se evalud con los diferentes
constructos. Para este procedimiento, placas confluentes obtenidas 48 horas después de la transfeccion se dividieron
y se volvieron a sembrar en 12 placas de 6 cm separadas y 6 de ellas se cultivaron en presencia de 400 ug/mL de un
medio que contenia G-418 (GIBCO BRL, Life Technologies, Inc., Grand Island, NY). El niimero de focos resistentes
al G-418 se determind 14 dias después de la transfeccion y se usé para corregir cualquier variabilidad en la eficacia de
la transfeccion.

Andlisis de la transformacion

Se transfectaron células NIH-3T3 con los diferentes constructos y se permitié que alcanzaran la confluencia des-
pués de 48 horas, como se ha descrito anteriormente. Cada placa de 6 cm se dividié y se sembré en 12 placas de 6 cm
diferentes. Mientras que 6 de ellas se cultivaron en presencia de G-418 para detectar la eficacia de la transfecciodn, las
otras seis se cultivaron en medio completo sin G-418 y con un cambio de medio cada 4 dias. Se contd el nimero de
focos transformados en estas placas sin G-418 y se expresé como focos transformados por ug de DNA transfectado.

Andlisis del crecimiento celular independiente del anclaje

Se realiz6 una técnica de dilucion limitante (0,15 células/pocillo en una placa de 96 pocillos de fondo plano) sobre
los transfectantes cultivados en G-418 con el fin de aislar los clones celulares con distintos niveles de actividad HAAH
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segun los resultados de los andlisis de transferencia de Western y el andlisis enzimdtico de la actividad hidroxilasa.
Se pusieron en suspension las lineas celulares clonadas (1,0 x 10* células) en un medio completo que contenfa 0,4%
de agarosa de bajo punto de fusién (SeaPlaque GTG Agarose; FMC Bioproducts, Rockland, Maine) y se extendieron
sobre un fondo de una mezcla de agar que consistia en medio completo con 0,53% de agarosa de bajo punto de fusion.
Cada clon se analiz6 en triplicado. Los clones se sembraron en estas condiciones y 10 dias mds tarde se determinaron
el tamafio (crecimiento positivo > 0,1 mm de didmetro) y el nimero de focos.

Tumorigenicidad en ratones sin pelo

Los mismos clones que se evaluaron en el andlisis de crecimiento independiente del anclaje se inyectaron en
ratones sin pelo y se observé la formacién de tumor. La tumorigenicidad se evalu6 usando 10 animales en cada
uno de los 4 grupos (Charles River Labs., Wilmington, MA). El grupo 1 recibié 1 x 107 células transfectadas de
forma estable con DNA simulado, los grupos 2-4 recibieron 1 x 107 células de clones transfectados de forma estable
con pNH376 y que expresaban varios niveles de la proteina HAAH murina. Los ratones sin pelo se conservaron en
condiciones libres de patdgenos en una instalacién para animales convencional. Treinta dias después de la inoculacién
de células tumorales, los animales se sacrificaron usando cdmaras que contenian isofluorano (Aerrane, Anaquest, NJ)
y se retiraron cuidadosamente los tumores y se determind su peso.

Modelo animal de proliferacion de las vias biliares
Después de la ligadura de las vias biliares comunes, la proliferacion de vias biliares intrahepéaticas fue evidente
a las 48 horas. Las muestras de tejido obtenidas los dias 8 y 16 después de la ligadura de las vias biliares comunes

revelaron una extensa proliferacién de vias biliares como se muestra en la tabla 3.

TABLA 3

Proliferacion de las vias biliares y expresion de la HAAH a diferentes intervalos después de la ligadura de las vias
biliares comunes

Grupo | Procedimiento Microscopia* Inmunohistoquimica

_quirargico

1 sin cirugia normal negativa

2 cirugia fingida normal negativa

3 6 horas después normal negativa
de la ligadura

4 12 horas después normai negativa
de la ligadura

5 24 horas después normal negativa
de la ligadura

6 48 horas después proliferacion de las negativa
de la ligadura vias biliares minima

7 4 dias después proliferacion de las negativa
de la ligadura vias biliares moderada

8 8 dias después proliferacion de las negativa
de la ligadura vias biliares extensa

9 16 dias después proliferacion de las negativa
de la ligadura vias biliares extensa

*

La investigacion se realizé por microscopia oOptica después de tincion con

hematoxilina y eosina.

La tincién inmunohistoquimica no logré detectar la presencia de HAAH en las vias biliares proliferantes en nin-
guno de los grupos. El andlisis de la expresion de la HAAH en las vias biliares obtenidas de los controles con cirugia
fingida también fue negativo, mientras que todas las muestras presentaron inmunorreactividad positiva con los anti-
cuerpos de control para la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa. Por lo tanto, la proliferacién de las vias biliares no
se asoci6 con la expresion aumentada de la HAAH en este sistema de modelo animal convencional.
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Expresion de la HAAH en PSC

Los especimenes de biopsia hepatica de pacientes con PSC presentaron proliferacién de las vias biliares acom-
pafiada de fibrosis periductal y un infiltrado de células inflamatorias mononucleares sin evidencia de displasia. Las
secciones adyacentes con inmunotincién con el anticuerpo monoclonal an especifico de la HAAH no presentaban
inmunorreactividad de la HAAH detectable en las vias biliares proliferantes. Por el contrario, las secciones de co-
langiocarcinoma a las que se realizé la inmunotincién simultdneamente usando el mismo anticuerpo y reactivos
de deteccion presentaron niveles intensos de inmunorreactividad de la HAAH en casi todas las células tumorales,
mientras que las secciones adyacentes a los colangiocarcinomas presentaron una reaccién de inmunotincién nega-
tiva con anticuerpo monoclonal del virus de Dengue. Estos resultados indican que la expresién de la HAAH es-
t4 asociada con la transformacién maligna mas que con la proliferacion celular no cancerosa de las vias biliares
intrahepaticas.

Transformacion de las células NIH-3T3 asociada con la HAAH

La capacidad de transformacién de los genes de la AAH murina y humana, asi como la del constructo mutante
de la AAH murina sin actividad enzimdtica se compararon con DNA simulado (control negativo) y células NIH-3T3
transfectadas con v-Src (control positivo). Se encontré que la capacidad de transformacién de la AAH murina era 2-3
veces la del DNA vector de control como se muestra en la figura 1. La capacidad de transformacién del gen humano
fue mayor que la observada con la AAH murina (32 + 1,5 frente a 13 + 2,6 focos transformados respectivamente).
Las células transfectadas con AAH murina y humana formaron focos grandes, parecidos a los de los fibroblastos
transfectados con v-Src, en comparacion con los focos ocasionales mucho mds pequefios observados en las células
transfectadas con el DNA vector que presentaban la inhibicidn del contacto de las lineas celulares de fibroblastos.
Experimentos paralelos realizados usando el constructo mutante pN37-H660 sin actividad enzimética revelaron una
actividad de transformacién nula. Estos resultados indican que la actividad enzimatica de la HAAH es necesaria para
la actividad de transformacién presentada por el gen de la HAAH.

Andlisis del crecimiento celular independiente del anclaje

Después de la transfeccién transitoria con el constructo de la AHH murina, se aislaron varios focos transformados
diferentes para experimentos de clonacién por dilucidén para establecer clones celulares transfectados de forma estable
con niveles diferentes de expresién del gen de la HAAH. Se eligieron nueve lineas celulares clonadas diferentes
para estudios adicionales. El nivel de expresion de la proteina HAAH se determiné por andlisis de transferencia de
Western. Los clones 7 y 18 presentaban un aumento pequefio de la expresion de la proteina HAAH, aunque formaban
colonias grandes en agar blando (figura 2). La carga de proteina fue equivalente en todas las lineas, como se muestra
por immunoelectrotransferencia de las mismas membranas con un anticuerpo monoclonal anti-Erk-1. La expresién
aumentada de la proteina se asocié con una actividad enzimdtica aumentada como se muestra en la figura 3. La
capacidad de estos clones para presentar un crecimiento celular independiente del anclaje en agar blando se presenta
en la figura 3. Los 3 clones con expresion aumentada del gen de la HAAH mostraron crecimiento celular independiente
del anclaje en comparacién con el clon transfectado con DNA simulado.

Formacion de tumores en ratones sin pelo

Se evaluo la capacidad para formar tumores en ratones sin pelo de los tres clones con expresién aumentada del gen
de la HAAH. El tamafio del tumor en el ratén denominado clon 18 se comparé con un clon transfectado con DNA
simulado. Los clones 7, 16 y 18 se transformaron de forma importante en este ensayo y produjeron tumores grandes
con un peso medio de 2,5, 0,9 y 1,5 gramos respectivamente (figura 4). Estos datos indican que la sobreexpresion de
la HAAH contribuye a la induccién y mantenimiento del fenotipo maligno in vivo.

Un nivel elevado de la expresion de la HAAH es indicativo de malignidad

Con el fin de determinar si la expresiéon de la HAAH estd asociada con la malignidad més que con un cambio
celular aumentado, se estudiaron dos modelos de proliferacién de las vias biliares. En el modelo animal, la ligadura
de las vias biliares comunes indujo una proliferacion extensa de vias biliares intrahepdticas pero no hubo evidencia de
expresion del gen de la HAAH en estas condiciones experimentales como se muestra en la tabla 3. De forma andloga,
se evalud la expresion del gen de la HAAH en un modelo de enfermedad humana asociada con la proliferacion de
las vias biliares, ya que la PSC es una enfermedad hepética autoinmune asociada con la destruccién asi como con
la proliferacion de las vias biliares intra- y extrahepdticas. La PSC es una enfermedad pre-maligna y una proporcién
significativa de los individuos afectados desarrollardn eventualmente un colangiocarcinoma. Sin embargo, no hay
evidencia de una expresion aumentada del gen de la HAAH en presencia de la proliferacion extensa de las vias
biliares.

Habiendo establecido que los niveles de la proteina HAAH eran elevados en los colangiocarcinomas y no en
vias biliares normales o proliferantes, se estudié el papel de la HAAH en la generaciéon de un fenotipo maligno.
El gen de HAAH se transfecté en células NIH-3T3 y se evaluaron los cambios celulares, por ejemplo formacién
aumentada de focos transformados, crecimiento de colonias en agar blando y formacién de tumores en ratones sin
pelo asociados con la transformacién maligna. Los genes de longitud completa de la AAH murina y humana se
clonaron en constructos de expresion y se transfectaron de forma transitoria en células NIH-3T3. Se detect6é un ni-
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mero aumentado de focos transformados en las células transfectadas, tanto con los genes de la AAH murina como
con los de la humana, en comparacién con los controles transfectados con DNA simulado. El nimero aumentado
de focos transformados, después de controlar la eficacia de la transfeccién, no fue tan alto en comparacién con las
células transfectadas con el gen v-Scr usado como control positivo. La actividad enzimdtica del gen de la HAAH
era necesaria para un fenotipo maligno porque un constructo mutante cuyo sitio catalitico habia sido suprimido
no present6 propiedades de transformacién. Se establecieron varios transfectantes estables y lineas celulares NIH-
3T3 clonadas con un pequefio aumento en los niveles de la proteina HAAH y en la actividad enzimadtica. Dichas
lineas celulares se colocaron en agar blando para examinar el crecimiento celular independiente del anclaje como
otra propiedad del fenotipo maligno. Todas las lineas celulares crecieron en agar blando en comparacién con el
control transfectado con DNA simulado, y se produjo una correlacién positiva entre el nivel celular de la expre-
sién del gen de la HAAH y el niimero y tamafio de las colonias formadas. Tres de estas lineas celulares clonadas
formaron tumores en ratones sin pelo. Las tres lineas celulares con expresién aumentada de la HAAH fueron onco-
génicas como se demostrd por el desarrollo de tumores grandes como otra caracteristica bien conocida del fenotipo
transformado.

Para determinar si los cambios celulares inducidos por la sobreexpresién de la HAAH estaban relacionados con la
funcién enzimatica, se introdujo una mutacién dirigida en el gen que cambia el sitio de unién de i6n ferroso del hierro
de la histidina a la lisina en la posicién 660 de la HAAH de ratén suprimiendo de este modo la actividad hidroxilasa de
la HAAH murina. Se usé una mutacién correspondiente en la HAAH como mutante negativo dominante para inhibir la
actividad hidroxilasa de la HAAH. El constructo pNH376-H660 no presentaba actividad de transformacion indicando
que los cambios celulares del fenotipo maligno inducidos por la sobreexpresién dependen de la actividad enzimatica
de la proteina.

Los receptores Notch y sus ligandos tienen varios dominios similares al EGF en la regién N-terminal que con-
tienen la secuencia consenso putativa para la beta-hidroxilacién. Los ligandos Notch son elementos importantes de
la via de transduccion de sefial Notch y la interaccidon del Notch con sus ligandos se produce mediante los dominios
similares al EGF de ambas moléculas. Las mutaciones puntuales que afectan a los restos dcido aspdartico o aspa-
ragina en los dominios similares al EGF que son dianas para la beta-hidroxilacién por la HAAH reducen el enla-
ce del calcio y las interacciones proteina-proteina implicadas en la activacién de las vias de transduccién de sefial
en direccién 3’. La sobreexpresiéon de la HAAH y la hidroxilacién de la proteina Notch por la HAAH contribu-
ye a la malignidad. El crecimiento tumoral es inhibido disminuyendo la hidroxilacién de la proteina Notch por la
HAAH.

Los datos presentados en la presente memoria evidencian que una expresion de la HAAH de alto nivel estd unida
a la transformacién maligna. Un aumento en la expresién del cDNA de la HAAH en células NIH-3T3 indujo un
fenotipo transformado manifestado por cantidades aumentadas de focos transformados, crecimiento independiente del
anclaje y tumorigénesis en ratones sin pelo. Ademds, se encontré que era necesaria una enzima HAAH intacta para la
transformacion asociada con la HAAH. Consecuentemente, la inhibicién de una cantidad tan pequefia como el 20% de
la actividad enzimadtica o expresion de la HAAH endégena produce un beneficio terapéutico. Por ejemplo, se alcanzan
beneficios clinicos por 50-70% de inhibicién de la expresion o actividad de la HAAH después de la administracién de
un compuesto inhibidor de la HAAH en comparacién con el nivel asociado con células cancerosas no tratadas o con
células normales no cancerosas.

La HAAH esta regulada al nivel de la transcripcién. Solo fueron necesarios pequefios aumentos en la expresion
y la actividad enzimdtica de la HAAH para la transformacion celular. Estos resultados indican que la expresion y la
actividad enzimadticas aumentadas del gen de la HAAH contribuyen a la generacién o al mantenimiento del fenotipo
transformado y que la disminucién de la transcripcion del gen de la HAAH o la disminucién de la actividad enzimdtica
del producto del gen de la HAAH conduce a una disminucién de la malignidad. Consecuentemente, la transcripcién de
la HAAH es inhibida administrando compuestos que disminuyen la unién del Fos y/o el Jun (elementos que regulan
la transcripcidn de la HAAH) a las secuencias promotoras de la HAAH.

Como la HAAH estd presenta regulaciéon aumentada con la transformacién maligna del epitelio de las vias biliares
y la inmunorreactividad de la HAAH es detectable en las membranas de la superficie de las células tumorales, la
HAAH también es una molécula que se puede usar como diana de un agente citotéxico, por ejemplo uniendo el agente
citotéxico a un compuesto que se enlaza a la HAAH expresada sobre la superficie de una célula tumoral. El anélisis
de los niveles de proteina HAAH en los fluidos bioldgicos, tales como la bilis, es un marcador de diagndstico del
colangiocarcinoma humano.

Ejemplo 2
Expresion de la AHH y crecimiento e invasividad de neoplasmas malignos del CNS

La AAH se expresa abundantemente en los carcinomas y las células trofobldsticas pero no en la mayoria de las
células normales, incluyendo las de origen en el CNS. Se observaron niveles elevados de la expresién de la AAH en 15
de 16 glioblastomas, 8 de 9 oligodendrogliomas anaplasticos y 12 de 12 tumores neuroectodérmicos primitivos (abre-
viado generalmente como PNET por sus iniciales en inglés: primitive neuroectodermal tumor). Los niveles elevados de
inmunorreactividad de la AAH se localizaron en primer lugar en los bordes infiltrantes mas que en las partes centrales
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de los tumores. Por tincién inmunohistoquimica de doble marcado se demostré una relacién reciproca entre la AAH
y la tenascina, un sustrato para la actividad enzimadtica de la AAH. Se trataron lineas celulares neuronales PNET2
con éster de forbol miristato o 4cido retinoico para estimular la extensioén neuritica y el crecimiento invasivo presentd
niveles elevados de expresién de la AAH, mientras que la retraccién de las neuritas inducida por H,O, tuvo como
resultado la regulacion disminuida de la AAH. Las células neuronales PNET2 que habian sobreexpresado de forma
estable el cDNA de la AAH humana tenian niveles aumentados de PCNA y Bcl-2 y niveles reducidos de p21/Wafl y
pl6, lo que sugiere que la sobreexpresion de la AAH produce proliferacion celular patolégica aumentada, progresion
del ciclo celular y resistencia a la apdptosis. Ademads, los niveles reducidos de p16 observados en los transfectantes
de AAH indican que la sobreexpresién de la AAH confiere crecimiento invasivo aumentado de las células neoplas-
ticas ya que la delecién o la regulacion disminuida del gen p16 se correlaciona con un crecimiento de gliobastomas
in vivo mds agresivo e invasivo. Se detect6 la inmunorreactividad aumentada de la AAH en los margenes infiltrantes
de los neoplasmas del CNS malignos primarios indicando adicionalmente un papel de la HAAH en la invasividad
tumoral.

Los siguientes materiales y métodos se usaron para generar los datos descritos a continuacion.
Andlisis de la inmunorreactividad de la AAH en neoplasmas del CNS malignos primarios humanos

La inmunorreactividad de la AAH se examiné en especimenes de reseccién quirtrgica de gliobastomas (N = 16),
oligondendrogliomas anapldsticos (N = 9) y tumores neuroectodérmicos primitivos [PNET; neuroblastomas supraten-
toriales (N = 3) y meduloblastomas (N = 9)]. Las secciones histopatoldgicas se revisaron para confirmar los diag-
nésticos usando criterios convencionales. Se estudiaron secciones en parafina de los bloques que contenfan muestras
representativas de tumores solidos viables o tumores con tejido adyacente intacto. Se incluyeron secciones de cerebros
adultos normales postmortem (N = 4) como controles negativos. La inmunorreactividad de la AAH se detect6 usando
un anticuerpo monoclonal especifico de la HAAH. La inmunorreactividad se revel6 por el método del complejo de
peroxidasa de rdbano con avidina-biotina (Kit Vector ABC Elite; Vector Laboratorios, Burlingame, CA) usando 3,3’-
diaminobencidina (DAB) como cromégeno (24) y hemotoxilina como contratincién.

La tenascina y la laminina son probablemente sustratos para la AAH debido a la presencia de repeticiones similares
al EGF en las moléculas. Se realizaron estudios de inmunotincién doble para localizar conjuntamente la AAH con
tenascina o laminina. La inmunorreactividad de la AAH se detectd por el método ABC con DAB como cromdgeno y la
inmunorreactividad de la tenascina o laminina se detect6 por el método del complejo de fosfatasa alcalina con avidina-
biotina (Vector Laboratorios, Burlingame, CA) con BCIP/NBT como sustrato. Como controles positivos y negativos
se inmunotifieron secciones adyacentes con anticuerpo monoclonal para la proteina glial fibrilar 4cida (GFPA) y el
antigeno de superficie de la hepatitis B. Todos los especimenes se inmunotifieron en lotes usando las mismas diluciones
de anticuerpos y reactivos de inmunodeteccion.

Lineas celulares y condiciones de cultivo

Se realizaron estudios para determinar si la expresion de la AAH estaba modulada con la extension (crecimiento
rdpido) de la neurita (filopodios) como ocurre con el crecimiento invasivo de los neoplasmas malignos. Se cultiva-
ron células humanas PNET2 obtenidas del CNS y SH-Sy5y de neuroblastomas, y se estimularon durante 0, 1, 2,
3,5 6 7 dias con 12-éster de forbol 13-acetato 100 nM o 4cido retinoico 10 uM para inducir el crecimiento rapi-
do. Ademads, para examinar los efectos de la retraccién de las neuritas sobre la expresién de la AAH, se trataron
cultivos subconfluentes durante 24 horas con concentraciones bajas (10-40 M) de H,O,. Para ambos estudios se
evalud la expresion de la AAH por andlisis de transferencia de Western usando el anticuerpo an especifico de la
HAAH.

Generacion de clones de PNET?2 transfectados con AAH

El cDNA de la AAH humana de longitud completa (SEQ ID N° 3) se ligd en el vector de expresion de mamifero
pcDNA3.1 en el que la expresion génica estaba bajo del control de un promotor CMV (Invitrogen Corp., San Diego,
CA). Las células PNET?2 se transfectaron bien con pHAAH o bien con pcDNA3 (control negativo) usando reactivo
Cellfectin (Gibco BRL, Grand Island, NY). Se eligieron los clones resistentes a la neomicina para estudiar si los
niveles constitutivos de expresién de la proteina AAH habian aumentado en al menos dos veces con respecto al
control (pcDNA3) en funcién de los resultados del andlisis de transferencia de Western. Para determinar como la
sobreexpresion de la AAH alteraba la expresion de los genes que modulan el fenotipo transformado, se midieron los
niveles de antigeno nuclear de las células proliferantes (PCNA), p53, p21/Wafl, Bcl-2 y p16 en los lisados celulares
preparados a partir de cultivos subconfluentes de clones transfectados de forma estable de AAH (N =5) y pcDNA3 (N
=5). E1 PCNA se usé como marcador de la proliferacion celular. Los niveles de p53, p21/Wafl y Bcl-2 se examinaron
para determinar si las células que sobreexpresaban la AAH eran mas propensas a la progresion del ciclo celular y mas
resistentes a la apdptosis. Los niveles de pl16 se evaluaron para determinar si la sobreexpresion de la AAH tiene un
papel en la invasividad tumoral.
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cggaccgtge
gctcecggeag
agcatggagg
ggtttatggt
ttgttgacta
attttgatgt
cagcagtcce
aggcagaacc
aaatggtaca
gagaaccaca
agaccctgga

cagtttcaca
attccagtga
accaagtcta
cagaagtaac
aagtaagcat
cagatgatcc
ttgataagac
ttgaggaagce
caagatatgg
tgctacgtygg
acctgctgaa
gaggtteccct
aaaatgacct
atgaagaggt
tectgaagge
ccggagatcce
gggttgggaa
catctgtctg
ccccaaaaga
tccgagatga
aaaacctgag
atgaaaatgc
caacaggatg
ggcegcacac
aggaaggctg
tcatctttga
tattcategt
caatttagca

aatggcccag
cggtagcacg
acacaagaat
gattgcattg
tgaggaagtt
ggatgatgcee
gccagaagag
ccagaatatc
cgcagaacat
acaagaggat
acctgaagta

agactgtaat
accagtagta
tgaggaacaa
tgcteceect
ttttcectgtg
agaacazaaa
tattaaagct
agtgaatgca
gaaggcgcag
agccatcgag
gctgagttitg
gcttacectg
tggcgtggga
getgagtgtyg
acagaacaaa
tggcactgat
caaagaggca
gcaacgcteca
aacgggctac
aggcettgea
ggaaaaaggg
ctgcaaagga
cagaagagga
agggcccaca
caagattcga
tgactecottt
ggatgtgtgg
tgaattcatg
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TABLA 2

Secuencia del cDNA de la HAAH

cgtaagaatg
agtgcgggca
gggaggaaag
ctagggcgtet
ctaggaaaac
aaagttttat
gctgagccac
gaagatgaag
gttgagggag
gatgagtttc
tctcatgaag

caggatatgg
gaagatgaaa
gcagtatatg
gaggataatc
gaagaacagc
gcaaaagtta
gaacttgatg
tttaaagaac
tgtgaggatg
acctaccaag
aagcgteget
cagagattag
tacctcttga
acacctaatg
attgctgaga
gatgggagat
tataagtggt
ctctacaatg
acagagttag
gtgatggata
gactggagece
gctcctaaaa
cagatcaaat
aactgcaggc
tgtgccaacg
gagcacgagyg
catcecggaac
caagcttggg

ccaagagcag
gcageagcecee
gcggactcete
ggacatctgt
taggaatcta
taggacttaa
acactgagce
caaaagaaca
aagacttgca
ttatggcgac
aaaccgagca

aagagatgat
gattgcacca
aacctctaga
ctgtagaaga
aggaagtacc
agaaaaagaa
ctgcagaaaa
tagtacgcaa
atttggctga
aggtggccag
cagacaggca
ttcaactatt
taggagataa
atggetttge
gcatcccata
tttatttcca
atgagcttgg
tgaatggact
taaagtettt
aagecaaagyg
agttcacgct
cctgtacctt
attccatcat
tccgaatgca
agaccaggac
tatggcagga
tgacaccaca
aaactctgga

cggcaacage
cggggccegy
gggaacttca
agetgtegtt
tgatgectgat
agagagatct
cgaggagcag
aattcagtce
acaagaagat
tgatgtagat
tagttaccac

gtctgagcag
tgatacagat
aaatgaaggg
ttcacaggta
accagaaaca
gcctaaactt
acteccgtaaa
ataccctecag
gaagaggaga
cctacctgat
acaatttcta
tcccaatgat
tgacaatgca
taaagteccat
tttaaaggaa
cctgggggat
gcacaagaga
gaaagcacag
agaaagaaac
tetcttectyg
gtggcagcaa
actagaaaag
gcaccceggg
cctgggettg
ctgggaggaa
tgcctcatet
gcagagacgc
gaga

agcagcagcqg
agagagacaa
ttottcacgt
tggtttgatce
ggtgatggag
acttcagage
gttcctgtag
cttctececatg
ggacccacag
gatagatttg
gtggaagaga

gaaaatccag
gatgtaacat
atagaaatca
attgtagaag
aatagaaaaa
ttaaataaat
aggggaaaaa
agtccacgag
agtaatgagg
gtccctgeag
ggtcatatga
acttccttaa
aagaaagttt
tatggettea
ggaatagaat
gécatgcaga
ggacactttg
ccttggtgga
tggaagttaa
cctgaggatg
ggaagaagaa
ttceceegaga
actcacgtgt
gtgattccca
ggcaaggtge
ttceggetga
agccettecag

61
121
181
241
301
3s1
421
481
541
601
861

721

781

841

901

961

1021
1081
1141
1201
1262
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281

(SEQ ID N° 3; N° de registro del GENBANK : S83325; el codon que codifica la

metionina inicial esta subrayado)
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Andlisis de transferencia de Western

Las células cultivadas en placas de 10 cm? se lisaron y se homogeneizaron en una disolucién tampén de ensayo
de radioinmunoprecipitaciéon RIPA convencional que contenia inhibidores de proteasa y fosfatasa. Los sobrenadantes
recogidos después de centrifugar las muestras a 12.000 x g durante 10 minutos para eliminar los restos insolubles se
usaron para los andlisis de transferencia de Western. La concentraciéon de proteina se midié usando el ensayo BCA
(Pierce Chemical Co., Rockford, IL). Las muestras que contenian 60 ug de proteina se sometieron a electroforesis en
geles de dodecilsulfato de sodio poliacrilamida (SDS-PAGE) y se sometieron a andlisis de transferencia de Western.
Las membranas replicadas se ensayaron frente a los anticuerpos individuales. La inmunorreactividad se detecté con
IgG conjugada con peroxidasa de rdbano (Pierce Chemical Co., Rockford, IL) y reactivos de quimioluminiscencia
mejorada. Para cuantificar los niveles de expresion de la proteina, las autorradiografias no saturadas se sometieron a
densiometria volumétrica usando el programa NIH Image version 1.6. Las comparaciones estadisticas entre las células
transfectadas con pHAAH y con pcDNA3 se hicieron usando los andlisis de la T de Student.

Anticuerpos

Los anticuerpos monoclonales especificos de la HAAH generados frente a las células de carcinoma hepatocelular
FOCUS se usaron para detectar la inmunorreactividad de la AAH. Los anticuerpos monoclonales de la tenascina y la
protefna glial fibrilar 4cida y el anticuerpo policlonal de conejo para la laminina se obtuvieron de Sigma Co. (St. Louis,
MO). El anticuerpo policlonal de conejo para el p16 humano se obtuvo de Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz,
CA). El control negativo 5C3, anticuerpo monoclonal del antigeno de superficie de la hepatitis B, se gener6é usando
proteina recombinante y se usé como control negativo.

Inmunorreactividad de la AAH en tumores cerebrales malignos primarios

La inmunorreactividad de la AAH se detecté en 15 de 16 glioblastomas, 8 de 9 oligodendrogliomas anaplasticos y
los 12 PNET. La inmunorreactividad de la AAH se localizé en los citoplasmas, nicleos y procedimientos celulares. La
distribucion tisular de la inmunorreactividad de la AAH fue notable por el intenso marcado localizado en las interfases
entre tumor y cerebro intacto, y los niveles notablemente bajos de la inmunorreactividad en las porciones centrales
de los tumores. También se observaron niveles elevados de inmunorreactividad de la AAH en las células neopldsticas
distribuidas en las zonas subpiales, leptomeninges, espacios perivasculares de Virchow-Robin y en las células neo-
plasticas individuales o en pequefios aglomerados que infiltran el parénquima. Por el contrario, la inmunorreactividad
de la AAH no fue detectable en el cerebro normal. La distribucién de la inmunorreactividad de la AAH parece no
estar estrictamente correlacionada con la sintesis del DNA, ya que la densidad de los nticleos en la mitosis (1-5%) fue
similar en las partes centrales y periféricas de los tumores.

Relacion entre la inmunorreactividad de la AAH y de la tenascina en gliobastomas

La tenascina es un antigeno asociado a la matriz extracelular que es expresado en los gliomas malignos. La tenasci-
na contiene dominios similares al EGF en la molécula, un sustrato para la hidroxilacién de la HAAH. Para localizar la
AAH con respecto a la inmunorreactividad de la tenascina en los tumores malignos de cerebro, se realiz6 una tincién
inmunohistoquimica de doble marcado en la que la AAH se detecté usando un cromégeno marrén (DAB) y la tenas-
cina con un cromégeno azul (BCIP/NBT)). De forma anéloga, las secciones adyacentes se marcaron doblemente para
localizar conjuntamente la AAH con la laminina, otro dominio EGF que contiene moléculas de matriz extracelular
expresadas en el CNS. Se observaron niveles elevados de inmunorreactividad de la tenascina en el tejido conectivo
perivascular y en asociacién con la proliferacién glomeruloide de las células endoteliales. Los estudios de marcado
doble demostraron una relacion reciproca entre la inmunorreactividad de la AAH y la de la tenascina, de forma que
niveles elevados de AAH se asociaron con niveles bajos o no detectables de tenascina y niveles bajos de AAH se
asociaron con abundante inmunorreactividad de la tenascina. Aunque las lamininas también son sustratos probables
para la actividad enzimdtica de la AAH debido a las repeticiones del EGF en las moléculas, los estudios de doble
marcado revelaron solo niveles bajos de inmunorreactividad de la laminina por toda la extension de los tumores y en
las interfases entre el tumor y el tejido intacto.

Andlisis de la expresion de la AAH en lineas celulares neuronales tratadas con PMA o RA

La extensidn del crecimiento rdpido neuritico/filopodios caracteriza el crecimiento invasivo de las células neuro-
nales neoplasticas. El PMA activa las vias de transduccién de la sefial de la proteina cinasa C que estdn implicadas
en el crecimiento rdpido neuritico. El dcido retinoico (abreviado en la parte siguiente de la presente memoria como
RA por sus iniciales en inglés: retinoic acid) se enlaza a su propio receptor y el complejo ligando-receptor se traslada
al nicleo donde se enlaza a las secuencias de consenso especificas presentes en las regiones promotora/potenciadora
de los genes diana implicados en el crecimiento neuritico. Tanto las células PNET2 como las SH-SySy pueden ser
inducidas para que se produzca el crecimiento rapido por tratamiento con PMA (60-120 nM) o 4cido retinoico (5-10
uM). Las figuras SA-D muestran datos de autorradiografias de transferencia de Western representativas; los graficos
de barras corresponden a la media + desviacion estdndar de los resultados obtenidos en tres experimentos. Los anélisis
de transferencia de Western con el anticuerpo FB50 detectaron bandas dobles correspondientes a la proteina con un
peso molecular de aproximadamente 85 kDa. Las células PNET?2 sin tratar presentaban niveles relativamente bajos de
inmunorreactividad de la AAH (figura 5A), mientras que las células SH-SyS5y mostraban una expresion de la AAH
detectada facilmente (figura 5B). Las células PNET?2 sin tratar presentaban una morfologia poligonal con procesos
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gruesos de células radiales cortas, mientras que en las células SH-SySy eran ligeramente alargadas y se extendian
espontdneamente en procesos finos que disminufan gradualmente. Ambas lineas celulares manifestaban aumentos de-
pendientes del tiempo en los niveles de la inmunorreactividad de la AAH después de la estimulacién bien con RA
(figuras 5A y 5B) o bien con PMA (figura 5C) y extension de las neuritas. En las células PNET? los niveles de la pro-
teina AAH aumentaron en al menos 2 veces 24 horas después de la exposicién a RA o a PMA y los niveles elevados
de AAH se mantuvieron a lo largo de los 7 dias del estudio. En las células SH-SyS5y, los aumentos en la expresion
de la AAH estimulados por el RA o el PMA se produjeron mds gradualmente y fueron mayores después de 7 dias de
tratamiento (figura 5B).

Para examinar el efecto de la expresion de la AAH en la retraccion de las neuritas, se trataron las células PNET2
y SH-Sy5y con concentraciones bajas (8-40 uM) de H,0,. Después de 24 horas de exposicién a hasta 40 uM de
H,0, la mayoria de las células seguian siendo viables (exclusién con colorante azul de tripan), presentaron retraccién
y redondeado de las neuritas. Los andlisis de transferencia de Western usando el anticuerpo FB50 demostraron la
reduccion dependiente de la dosis de H,O, en los niveles de la proteina AAH.

Efectos de la sobreexpresion de la AAH en células PNET2

Para evaluar directamente el papel de la sobreexpresion de la AAH con respecto al fenotipo maligno, se trans-
fectaron de forma estable células PNET2 con el cDNA humano de longitud completa con la expresién del gen bajo
el control del promotor CMV (pHAAH). Se estudiaron los clones resistentes a la neomicina que tenfan niveles de
inmunorreactividad de la AAH al menos dos veces mayor que la de los clones pcDNA3 resistentes a la neomicina
(simulado). Como el comportamiento agresivo de los neoplasmas malignos estd asociado con una sintesis de DNA
aumentada, progresion del ciclo celular, resistencia a la ap6ptosis y crecimiento invasivo, se caracterizaron los cam-
bios en el fenotipo asociados con una sobreexpresion constitutiva de la AAH con respecto a PCNA, p21/Wafl, p53,
Bcl-2 y pl6. El PCNA se usé como indice de la sintesis del DNA y de la proliferacion celular. E1 P21/Waf1 es un
inhibidor del ciclo celular. La expresion del gen supresor tumoral p53 aumenta antes de la apdptosis, mientras que el
Bcl-2 inhibe la apdptosis y aumenta la supervivencia de las células neuronales. El p16 es un gen oncosupresor que a
menudo bien presenta regulacion disminuida o bien estd mutado en neoplasmas malignos infiltrantes.

Se estudiaron cinco clones pHAAH y cinco pcDNA3. Los niveles aumentados de la expresién de la AAH en los
clones transfectados con pHAAH se confirmé por andlisis de transferencia de Western (figura 6) y de transferencia de
Northern. Los andlisis de transferencia de Western usando lisados celulares de cultivos que eran 70 a 80 por ciento
confluentes demostraron que niveles aumentados constitutivamente de la expresion de la AAH (aproximadamente
85 kDa; P < 0,05) en células transfectadas con pHAAH se asociaron con niveles aumentados significativamente
de PCNA (aproximadamente 35 kDa; P < 0,01) y Bcl-2 (aproximadamente 25 kDa; P < 0,05) y niveles reducidos
de p21/Wafl (aproximadamente 21 kDa; P < 0,001) y pl6 (aproximadamente 16 kDa; P < 0,001) (figura 6). Sin
embargo, los transfectantes estables con pHAAH también presentaban niveles mayores que el p53 de fenotipo salvaje
(aproximadamente 53-55 kDa). Aunque la expresién de la AAH (proteina de 85 kDa) en los transfectantes estables
aumenté solo en 75 por ciento, los niveles de pl16 y p21/Wafl se redujeron bruscamente y el PCNA aument6 hasta
casi dos veces (figura 6).

La expresion aumentada de la AAH es indicativa de crecimiento e invasividad de los neoplasmas malignos del CNS

Los datos descritos en la presente memoria demuestran que la sobreexpresiéon de la AAH es una herramienta
de diagnéstico mediante la cual identificar neoplasmas malignos primarios del CNS de origen tanto neuronal como
de células gliales. Los estudios de tincién inmunohistoquimica demostraron que la sobreexpresion de la AAH era
detectable principalmente en las interfases entre los tumores sélidos y el tejido normal y en las células neopldsticas
infiltrantes distribuidas en las zonas subpiales, leptomeninges, espacios perivasculares y parénquima. Lo experimentos
in vitro demostraron que la expresion del gen de la AAH estaba modulado con la extension de las neuritas (filopodio)
y la invasividad y presentaba regulacion disminuida con la retraccion de las neuritas. Ademds, las células PNET2
transfectadas de forma estable con el cDNA de la AAH presentaban una expresion aumentada de PCNA y Bcl-2 y
reducida de Wafl/p21 y p16. Por lo tanto, la sobreexpresion de la AAH contribuye al fenotipo transformado de las
células de CNS modulando la expresion de otros genes que promueven la proliferacién celular y la progresién del
ciclo celular, inhiben la apdptosis o aumentan la invasividad de las células tumorales.

Los datos demostraron transcriptos de mRNA de la AAH (4,3 kB y 2,6 kB) y proteinas (85 kDa y 50-60 kDa)
facilmente detectables en células PNET2 y SH-SySy pero no en cerebros normales. Consecuentemente, se observa-
ron niveles elevados de inmunorreactividad de la AAH en 35 de los 37 neoplasmas primarios malignos procedentes
del CNS estudiados, mientras que los 4 cerebros normales de control no presentaban inmunorreactividad de la AAH
detectable. La presencia de niveles elevados de la inmunorreactividad de la AAH en los margenes infiltrantes y ge-
neralmente no en las partes centrales de los tumores indicé que la sobreexpresién de la AAH estd implicada en el
crecimiento invasivo de los neoplasmas del CNS. La administracién de compuestos que disminuyen la sobreexpresion
de la AAH o la actividad enzimadtica inhibe la proliferacién de los tumores del CNS que sobreexpresan la AAH, asi
como las metdstasis de los tumores de la CNS a otros tipos de tejidos.

La enzima AAH hidroxila los dominios EGF de varias proteinas. La tenascina, una molécula de la matriz ex-
tracelular que es expresada abundantemente en los gliomas malignos, contiene dominios similares al EGF. Como la
tenascina promueve la invasién de las células tumorales, su abundante expresién en los gliobastomas representa un
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mecanismo autocrino de crecimiento aumentado de células tumorales frente a la frecuente sobreexpresién del EFG o
los receptores similares al EGF en los neoplasmas malignos de células gliales. El andlisis de los dominios funcionales
de las tenascinas indicé que los efectos mitogénicos de esta familia de moléculas estdn mediados ampliamente por los
dominios de fibronectina y que los dominios similares al EGF inhiben el crecimiento, la elongacién del proceso celular
y la invasién de la matriz. Por lo tanto, la hidroxilacién de los dominios similares al EGF por la AAH representa un
importante factor regulador en la invasividad de las células tumorales.

Los estudios de tincién inmunohistoquimica de doble marcado demostraron una relacién reciproca entre la inmu-
norreactividad de la AAH y de la tenascina, de forma que niveles elevados de inmunorreactividad de la AAH presentes
en los margenes de los tumores se asociaron con niveles bajos de tenascina y niveles bajos de AAH se asociaron a
menudo con niveles elevados de tenascina. Estas observaciones indicaron que la hidroxilacién de la AAH de los do-
minios similares al EGF de la tenascina altera la inmunorreactividad de la proteina tenascina y, de esta forma, facilita
el crecimiento invasivo de los neoplasmas malignos del CNS en los tejidos normales adyacentes y en los espacios
perivasculares.

Se examind la inmunorreactividad de la AAH en células neuronales PNET2 y SH-Sy-5y inducidas para sufrir una
extension de la neurita con PMA o 4cido retinoico, o una retraccion de la neurita por exposicidon a dosis bajas de
H,O0,. La expresién de la AAH aumentd bruscamente por la extensién de la neurita (filopodio) inducida con PMA o
con 4cido retinoico e inhibi6 la retraccién de la neurita y redondeado celular inducido por el H,O,. La extensién de
la neurita o filopodio y la unién a la matriz extracelular son necesarias para la invasién de las células tumorales en
el CNS. Los dominios similares al EGF de la tenascina inhiben el crecimiento neuritico y de las células gliales en la
matriz durante el desarrollo.

Para examinar directamente el papel de la sobreexpresion de la AAH con respecto al fenotipo transformado, se
examinaron los genes modulados con la sintesis del DNA, la progresién del ciclo celular, la ap6ptosis y la invasividad
neuronal en clones de células neuronales que sobreexpresaban de forma estable el cDNA de la AAH humana. El des-
cubrimiento de inmunorreactividad aumentada del PCNA y disminuida del Waf1/p21 indicé que la sobreexpresién de
la AAH aumenta la proliferacion celular y la progresion del ciclo celular. Ademads, el descubrimiento de una expresion
aumentada del Bcl-2 indicé que la sobreexpresién de la AAH contribuye al fenotipo transformado aumentando la
resistencia celular a la apdptosis. El descubrimiento aparentemente contradictorio de mayores niveles de p53 en las
células que sobreexpresan la AAH se explicé por la observacién de que niveles elevados de p53 de fenotipo salvaje
en células neuronales inmaduras se asociaron con el crecimiento neuritico (invasividad) mds que con la apdptosis. Los
niveles de p16 estaban reducidos (en comparacién con las células normales) o eran virtualmente no detectables en las
células que sobreexpresaban constitutivamente la AAH; se ha correlacionado una mutacién de delecién del gen pl6
con un crecimiento invasivo y una progresion mas rapida de los neoplasmas malignos, incluyendo aquellos con origen
en el CNS. Estos datos indicaron que la expresion del p16 estd modulada por la AAH.

Ejemplo 3
Produccion de HAAH aumentada y transduccion de seiial mediada por IRS

La via de transduccién de sefial mediada por el IRS-1 es activada en el 95% de los tumores de HCC humanos
en comparacion con el tejido hepético adyacente no involucrado. El de la HAAH es un gen efector en direccién 3’
implicado en esta via de transduccion de sefial. La regulaciéon aumentada del gen de la HAAH estd estrechamente
asociada con la sobreexpresion del IRS-1 en los tumores de HCC como se ha puesto de manifiesto por tincién inmu-
nohistoquimica y andlisis de transferencia de Western. Un nivel elevado de la proteina HAAH se expresa en HCC y en
colangiocarcinomas en comparacion con hepatocitos y vias biliares normales. Ambos tumores presentan también un
nivel elevado de expresion del IRS-1 por tincién inmunohistoquimica. Los clones de células FOCUS de HCC transfec-
tados de forma estable con un mutante de IRS-1 negativo dominante truncado en el extremo C-terminal, que bloquea
la transduccién de sefial estimulada por la insulina y el IGF-1, se asoci6 con una reduccion destacada en la expresion
del gen de la HAAH en el higado. Por el contrario, ratones transgénicos que sobreexpresan el IRS-1 mostraron un
aumento en la expresion del gen de la HAAH por andlisis de transferencia de Western. La estimulacién de la insulina
en células FOCUS de HCC (20 y 40 U) en un medio sin suero y después de privacién de suero durante 16 horas,
mostré una regulacién aumentada de la expresion del gen de la HAAH. Estos datos indicaron que la expresion del gen
de la HAAH es un efector en direccion 3’ de la via de transduccion de sefial IRS-1.

Ejemplo 4
Efectos de los niveles de expresion de la HAAH sobre las caracteristicas del fenotipo maligno

La sobreexpresion del IRS-1 en células NIH 3T3 induce la transformacidn. El constructo de HAAH murina de lon-
gitud total se clond en el vector de expresion eucaridtico pcDNA3. Un segundo constructo murino codificé la HAAH
con actividad catalitica suprimida debido a una mutacién dirigida. E1 cDNA de la HAAH humana de longitud completa
se clond en el vector de expresion pcDNA3 asi como un plasmido que codifica el v-src que se usé como control posi-
tivo para la actividad de transformacion. Se usaron métodos convencionales para la transfeccién de células NIH 3T3,
control para la eficacia de la transfeccion, ensayos de actividad enzimatica de la HAAH, transformacién por anélisis
de formacion de focos, ensayos de crecimiento independiente del anclaje y andlisis de tumorigenicidad en ratones sin
pelo. Los datos indicaron que la sobreexpresion de la HAAH estéd asociada con la generacién de un fenotipo maligno.
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TABLA 4

La sobreexpresion de la HAAH enzimdticamente activa indica malignidad

DNAc N° de focos + D.E. Clon NIH 3T3 N° de colonias®
pcDNA3 (simulado) 6,0+£33 pcDNA (simulado) 04+0,5
HAAH murina 140+29 clon 18° 62+29
HAAH murina mutante® 16+1,0 clon 16° 47+65
HAAH humana 320+54
v-scr 98,0+ 7.1

? HAAH enzimaticamente inactiva.

®p < 0,01 en comparacién con la HAAH murina simulada y mutante.

°P < 0,001 en comparacion con la HAAH simulada.

4 El clon 18 es una linea de células NIH 3T3 clonadas de forma estable que sobreexpresa la

HAAH humana en aproximadamente dos veces.

¢ El clon 16 es una linea de células NIH 3T3 clonadas de forma estable que sobreexpresa la

HAAH en aproximadamente 50%.

Estos datos indicaron que la sobreexpresion de la HAAH estd asociada con la formacién de focos transformados.
Para que la transformacién celular se produzca es necesaria la actividad enzimatica. Las lineas de células NIH 3T3
clonadas con expresion del gen de la HAAH humana aumentada crecieron como tumores sélidos en ratones sin pelo.
La HAAH es un gen efector en direccion 3’ de la via de transduccidn de la sefial de IRS-1

16




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2286 041 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método ex vivo para diagnosticar un neoplasma maligno en un mamifero, comprendiendo dicho método
poner en contacto un fluido corporal de dicho mamifero con un anticuerpo o uno de sus fragmentos que se enlaza
a un polipéptido aspartil (asparaginil) beta-hidroxilasa (AAH) en condiciones suficientes para formar un complejo
antigeno-anticuerpo y detectar el complejo antigeno-anticuerpo.

2. Un método ex vivo para pronosticar un neoplasma maligno en un mamifero, comprendiendo dicho método el
método segun la reivindicacién 1 y en el que dicho método genera datos temporales usados para el prondstico de la
enfermedad maligna.

3. El método segtin la reivindicacién 1 6 2, en el que el paciente es un humano.

4. El método segtin la reivindicacion 1, 2 6 3, en el que dicho neoplasma se deriva del tejido endodérmico.

5. El método segtin la reivindicacidn 1, 2 6 3, en el que dicho neoplasma se elige entre cdncer de colon, cancer de
mama, cancer de pancreas, cancer de higado y cancer de las vias biliares.

6. El método segtin la reivindicacién 1, 2 6 3, en el que dicho neoplasma es un cancer del sistema nervioso central
(CNS).

7. El método segiin la reivindicacién 1, 2 6 3, en el que dicho fluido corporal se elige entre un fluido corporal
derivado del CNS, sangre, suero, orina, saliva, esputo, efusién pulmonar y fluido ascitico.

8. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el complejo antigeno-anticuerpo se
detecta mediante un marcador elegido entre un marcador enzimatico, un marcador fluorescente, un marcador quimi-
luminiscente, un marcador radiactivo y un marcador colorante.

9. El método segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho neoplasma se elige entre un
carcinoma hepatocelular, un colangiocarcinoma, un glioblastoma y un neuroblastoma.

10. EI método segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que dicho anticuerpo se enlaza a un
epitope en un sitio catalitico de la AAH.

11. El método segun la reivindicacién 9, en el que dicho anticuerpo es una molécula Fv de cadena sencilla.

12. Un uso in vitro de un kit que comprende un anticuerpo marcado de forma detectable que se enlaza a una AAH,
en el que el uso es para ayudar en el diagndstico de un neoplasma detectable en el fluido corporal de un mamifero.
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Fig. 3a
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