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DESCRIPCION

Sondas moleculares especificas de heparanasa y su uso en aplicaciones médicas y de investigacion.
Campo y antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a las sondas moleculares especificas de heparanasa y su uso en aplicaciones médi-
cas y de investigacién. Mds concretamente, la presente invencion se refiere al uso de las sondas moleculares especificas
de heparanasa, como los anticuerpos antiheparanasa (tanto poli- como monoclonales) y los 4cidos nucleicos derivados
del gen de heparanasa (hpa), incluyendo, entre otros los cebadores de PCR, las sondas oligonucleotidicas antisentido,
las sondas de RNA antisentido, las sondas de DNA y otros similares para detectar y monitorizar las malignidades, la
metastasis y otras condiciones no malignas, la eficacia de los tratamientos terapéuticos, la administracién dirigida de
los farmacos y la terapia.

Hepardn sulfato proteoglicanos (HSPG): Los HSPG son macromoléculas ubicuas asociadas a la superficie celular
y la matriz extracelular (MEC) de un gran campo de células de tejidos de vertebrados e invertebrados (1 a 5). La
estructura bdsica de los HSPG consiste en un centro proteico al que estdn unidas de forma covalente varias cadenas
lineales de heparan sulfato. Las cadenas de polisacaridos normalmente estin compuestas por unidades repetitivas
hexurdnicas y disacdridos de D-glucosamina que son sustituidas en un campo variable con porciones de sulfato ligadas
a Ny Oy grupos acetilo ligados a N (1 a 5). Estudios sobre la implicacién de las moléculas de la MEC en la unién,
el crecimiento y la diferenciacién celular revelaron un papel central de los HSPG en la morfogénesis embrionaria,
la angiogénesis, la metdstasis, un brote de neuritis y en la reparacion de tejidos (1 a 5). Las cadenas de heparan
sulfato (HS), tinicas en su capacidad para unir una multitud de proteinas, aseguran que una gran variedad de moléculas
efectoras se adhiera a la superficie celular (4 a 6). Los HSPG también son componentes destacados de los vasos
sanguineos (3). En los vasos grandes estdn concentrados mayoritariamente en los medios intima e interno, mientras que
en los capilares se encuentran basicamente en la membrana basal subendotelial donde aguantan las células endoteliales
que proliferan y emigran, y estabilizan la estructura de la pared capilar. La capacidad de los HSPG para interactuar con
las macromoléculas de 1a MEC como el coldgeno, la laminina y la fibronectina, y con diferentes lugares de adhesién
en las membranas plasmadticas sugiere un papel clave para este proteoglicano en el autoensamblaje y la insolubilidad
de los componentes de la MEC, ademds de la adhesién celular y la locomocién. Por lo tanto, la divisiéon del HS
puede dar como resultado un desensamblaje de la MEC subendotelial y de ahi puede jugar un papel decisivo en la
extravasacién de las células sanguineas (7 a 9). Se observa catabolismo del HS en la inflamacién, la reparacién de
heridas, la diabetes y en la metdstasis cancerigena, sugiriendo que las enzimas que degradan el HS juegan papeles
importantes en los procesos patoldgicos.

Implicacion de la heparanasa en la invasion de células tumorales y la metdstasis: Las células tumorales circulantes
detenidas en los lechos capilares de los diferentes 6rganos deben invadir el revestimiento celular endotelial y degradar
su membrana basal inicial (MB) para salir hacia el tejido(s) extravascular donde establecen la metéstasis (10). Se cree
que varias enzimas celulares (p. ej. colagenasa IV, activador de plasmindgeno, catepsina B, elastasa) estdn involucradas
en la degradacién de la MB (10). Entre estas enzimas hay una endo-S-D-glucuronidasa (heparanasa) que divide el HS
en sitios intracadenales especificos (7,9,11 a 12). Se descubrié que una heparanasa de degradacién de HS estaba
relacionada con el potencial metastédsico del linfoma de ratén (11) y de las células de fibrosarcoma y de melanoma (9).
El tratamiento de animales de experimentacion con inhibidores de heparanasa (es decir, especies no anticoagulantes de
heparina MW baja) redujo notablemente (>90%) la incidencia de metastasis pulmonares inducidas por el melanoma
B16, el carcinoma pulmonar de Lewis y las células adenocarcinoma mamarias (8, 9, 13).

La actividad de la heparanasa no se pudo detectar en los fibroblastos estromales normales, mesoteliales y endote-
liales y en las células musculares lisas derivadas de biopsias malignas y efusiones (12). Estas observaciones indican
que la expresion de la heparanasa puede servir como un marcador para células tumorales y en concreto para esas que
son altamente o potencialmente invasivas. Si se puede llegar a la misma conclusién mediante la inmunotinciéon de
muestras tisulares, los anticuerpos de la antiheparanasa se pueden aplicar para la deteccion temprana y el diagndstico
de poblaciones celulares metastdsicas y las micrometastasis.

Nuestros estudios sobre el control de la progresion del tumor mediante su entorno local, se centran en la interaccién
de las células con la matriz extracelular (MEC) producida por las células corneales cultivadas y las células endoteliales
vasculares (CE) (14, 15). Esta MEC se parece mucho al subendotelio in vivo en su apariencia morfoldgica y su
composicién molecular. Contiene coldgenos (la mayoria de los tipos III y IV, con cantidades mas pequefias de los
tipos I y V), proteoglicanos (la mayorfa proteoglicanos de hepardn sulfato y sulfato de dermatano, con cantidades
mads pequeilas de proteoglicanos de sulfato de condroitina), laminina, fibronectina, entactina y elastina (13, 14). La
capacidad de las células para degradar el HS en la MEC se estudi6 permitiendo que las células interactuaran con una
MEC marcada metabdlicamente con sulfato, seguido de una filtracién de gel (Sefarosa 6B); el andlisis de los productos
de degradacion se liber6 en un medio de cultivo (11). Mientras que los HSPG intactos a continuacién, se eluden en
el volumen vacio de la columna (Kav < 0,2, MR ~ 0,5x10°), los fragmentos de degradacién marcados de las cadenas
laterales del HS se eluden mas hacia el Vt de la columna (0,5 < Kav < 0,8, Mr = 5-7x10%) (11).

Posible participacion de la heparanasa en la angiogénesis tumoral: Los factores de crecimiento fibroblastos son
una familia de polipéptidos relacionados estructuralmente que se caracterizan por su gran afinidad a la heparina (16).
Son muy mitogenéticos para las células endoteliales vasculares (CE) y estan entre los inductores mds potentes de
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neovascularizacion (16, 17). El factor de crecimiento fibroblastico basico (FGFb) se ha extraido de 1a MEC subendo-
telial producida in vitro y de la MB de la cérnea, sugiriendo que la MEC puede servir como depdsito para el FGFb
(18). Estudios sobre la interaccién del FGFb con la MEC revelaron que el FGFb se une a los HSPG en la MEC y
se pueden liberar de una forma activa mediante enzimas de degradacién de HS (19, 20). La actividad de heparanasa
expresada por plaquetas, mastocitos, neutréfilos y células del linfoma liberan el FGFb activo de la MEC y la MB (20),
sugiriendo que la heparanasa puede funcionar no solo en la emigracidn celular y la invasidn, sino que también puede
obtener una respuesta neovascular indirecta (18). Estos resultados sugieren que los HSPG de la MEC proporcionan un
almacén natural para el FGFb y posiblemente otros factores que promueven el crecimiento de unién de heparina. El
desplazamiento del FGFb de su almacenamiento dentro de la MEC puede, por lo tanto, proporcionar un mecanismo
nuevo para inducir la neovascularizacién en situaciones normales y patolégicas (6, 18).

Biisqueda de metdstasis mediante la deteccion de los biomarcadores cancerigenos: Detectar y monitorizar metas-
tasis cancerigenas, algo que una vez parecid una tarea casi imposible, parece llegar al campo préctico. Los resultados
de investigacion presentados en el reciente “Annual Meeting of the American Association for Cancer Research and
the American Society of Clinical Oncology” identificaron dos propuestas para detectar el inicio de la metastasis can-
cerigena.

(1) Cuantificando los niveles de dos citocinas, el factor de crecimiento endotelial vascular y el factor de crecimiento
fibroblasto bésico, que estdn involucradas en el proceso de angiogénesis que es de vital importancia para las metastasis
tumorales; los investigadores han encontrado niveles elevados de ambas citocinas en el suero y la orina de la gente con
carcinoma celular renal y cdncer pulmonar de células no pequenas.

(i1) Los métodos de aislamiento celular y la amplificacién del acido nucleico que se han utilizado para detectar
las células tumorales circulantes en la sangre periférica de los pacientes con melanoma y cincer de prdstata, ovarios,
colon o pecho.

Se ha demostrado que es posible la utilidad clinica de estas pruebas en la monitorizacién de las células tumorales
en el sistema circulatorio o en la deteccidn de los factores criticos en el proceso de la angiogénesis. Estas pruebas
pueden ayudar en la prediccién del resultado del paciente, a controlar la respuesta del paciente al tratamiento y a
orientar en la seleccién del mismo. Varias de estas pruebas ofrecen beneficios adicionales al ser bastante rdpidas de
realizar y minimamente invasivas.

Por ejemplo, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento fibroblastico basico
(FGFb) se midieron en muestras pre- y postoperativas y en suero de pacientes metastdsicos tratados y no tratados
utilizando el método cuantitativo “quantikine EIA sandwich” de R&D Systems. La mayoria de pacientes con tumores
solidos metastasicos presentaban niveles séricos de ambas citocinas elevados, el tipo de tumor no era exclusivo de
ninguno de los factores y los niveles elevados volvieron a la normalidad después de la quimioterapia o cirugia.

Otro ejemplo es la concentracion sérica de Fragmento 19 de Citoqueratina soluble como factor de prondstico
del céncer de pulmén no microcitico. Se analizé el suero archivado de 79 pacientes con cdncer de pulmén para la
CK19 utilizando una ELISA Boehringer Mannheim. La concentracion sérica estaba relacionada con el antigeno del
carcinoma de células escamosas y se encontrd que el periodo de supervivencia era mayor en los pacientes con niveles
séricos normales de CK19.

Expresion de heparanasa en células del sistema inmunitario: La actividad de la heparanasa estd relacionada con
la capacidad de las células del sistema inmunitario activadas para salir de la circulacién y proporcionar tanto las res-
puestas inflamatorias como las autominmunes. La interaccidn de plaquetas, granulocitos, linfocitos T y B, macréfagos
y mastocitos con la MEC subendotelial estd asociada a la degradacién del heparan sulfato (HS) por la actividad de la
heparanasa (7). La enzima es liberada desde los compartimentos intracelulares (p. ej. Lisosomas, granulos especificos)
en respuesta a varias sefiales de activacién (p. €j., trombina, ionomicina, complejos inmunitarios, antigenos, mitoge-
nos), lo que sugiere su implicacion regulada y su presencia en los sitios inflamatorios y lesiones autoinmunitarias. Es
poco probable que las enzimas degradantes de heparan sulfato liberadas por plaquetas y macréfagos se encuentren en
lesiones aterosclerdticas (21). Por lo tanto, las sondas de DNAc y los anticuerpos antiheparanasa se pueden emplear
para la deteccion y el diagndstico precoz de estas lesiones.

Clonacion y expresion del gen de la heparanasa: La clonacion y la expresion del gen humano de la heparanasa
estan descritas en la patente Estadounidense nim. 5.968.822. Una fraccién purificada de heparanasa aislada de células
de hepatoma humano se sometié a digestion triptica. Se separaron los péptidos por cromatografia liquida de alta
presion y se microsecuenciaron. La secuencia de uno de los péptidos se utiliz6 para hacer un barrido de las bases
de datos para hallar homologia con la secuencia de DNA traducido correspondiente. Este procedimiento permitié la
identificacién de un clon que contenia un inserto de 1020 pares de bases (pb) que incluia un marco de lectura abierto
de 963 pb seguido de 27 pb de la regioén 3’ no traducida y una cola de Poli A. Se designé al nuevo gen por hpa. La
clonacion del extremo 5’ que faltaba del DNAc de hpa se realizé por amplificacion por PCR de DNA proveniente de
compuesto de DNAc placentario. El plasmido que contenia el DNAc completo de la heparanasa se designé por phpa.
El fragmento de DNAc unido contenia un marco de lectura abierto que codifica un polipéptido de 543 aminoacidos
con un peso molecular (PM) calculado de 61.192 daltons. La capacidad del producto del gen hpa para catalizar la
degradacion del hepardn sulfato (HS) in vitro se examin6 mediante la expresion de todo el marco de lectura abierto
de hpa en células de insecto Sf21 y células “High five”, con el sistema de expresién de Baculovirus. Se ensayé con
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extractos de células infectadas en busca de actividad de heparanasa. Con este fin se incubaron lisados celulares con
HSPG marcados con sulfato derivados de la MEC (pico I), seguido de andlisis por filtracién en gel (Sefarosa 6B)
de la mezcla de la reaccién. Mientras el sustrato en si mismo consistia en material de alto peso molecular (PM),
la incubacién del sustrato de HSPG con lisados de células infectadas con Apa que contenian virus dio lugar a una
conversion completa del sustrato de alto PM en fragmentos de degradacién de heparan sulfato marcados de bajo PM.

En los experimentos siguientes, el sustrato de HSPG marcado fue incubado con el medio de cultivo de células
“High five” y Sf21 infectadas. La actividad de heparanasa, puesta de relieve por la conversion del sustrato HSPG de
alto PM en fragmentos de degradacién de HS de bajo PM, se encontré en el medio de cultivo de células infectadas
con el virus pFhpa, pero no con el virus pF1 control. El conjunto de estos resultados indica que la enzima heparanasa
es expresada de forma activa en células infectadas con Baculovirus que contienen el gen Apa humano acabado de
identificar. En otros experimentos se ha demostrado que la enzima heparanasa expresada en células infectadas con
el virus pFhpa es capaz de degradar el HS que estd formando complejos con otros constituyentes macromoleculares
(p. ej. Fibronectina, laminina o coldgeno) y que estd presente en una MEC intacta producida naturalmente en un
modo similar al descrito en el caso de las células tumorales altamente metastdsicas o células activadas del sistema
1Inmunitario.

Purificacion de la enzima heparanasa recombinante: La purificacion del gen humano de la heparanasa esta descrita
en la Patente estadounidense Num. 5.968.822. Se infectaron células Sf21 de insecto con virus pFhpa y se aplicé el
medio de cultivo sobre una columna de heparina-Sefarosa. Se eluyeron fracciones con un gradiente salino (NaCl 0,35-
2 M) y se sometieron a pruebas sobre actividad de heparanasa y perfil proteico (SDS-PAGE seguido de tincién con
plata). La actividad de heparanasa estaba correlacionada con la aparicién de una banda de proteina de unos 63 kDa
en las fracciones 19 a 24, lo que era coherente con el PM esperado del producto del gen Apa. Las fracciones activas
eluidas a partir de la heparina-Sefarosa se mezclaron, se concentraron y se aplicaron sobre una columna de filtracién en
gel Superdex 75 FPLC. Se analizaron alicuotas de cada fraccién para la actividad de la heparanasa y el perfil proteico.
Se encontrd una correlacion entre la aparicion de una proteina principal de unos 63 kDa en las fracciones 4 a 7 y la
actividad de heparanasa. Esta proteina no estaba presente en el medio condicionado por células Sf21 no infectadas
control y sujeto al mismo protocolo de purificacion.

La investigacién sobre la participacién de heparanasa/HS en la metéstasis de células tumorales y en la angiogé-
nesis se ha visto adolecida por la falta de instrumentos biolégicos (es decir, sondas moleculares, anticuerpos) para
explorar un posible papel causante de la heparanasa en la enfermedad. La Patente estadounidense niim. 5.968.822
ofrece por primera vez una buena oportunidad para dilucidar la participacién de la enzima en la metdstasis tumoral y
la angiogénesis y en las aplicaciones diagndsticas relacionadas.

Con los ejemplos descritos mas adelante como base se puede afirmar que las sondas de DNAc y RNA, los cebadores
de PCR vy los anticuerpos antiheparanasa (sondas moleculares especificas de heparanasa) se pueden aplicar en la
deteccion del gen y la proteina de la heparanasa y, por lo tanto, en el diagnéstico precoz de micrometastasis, lesiones
autoinmunitarias, insuficiencia renal y lesiones ateroscleréticas utilizando muestras de biopsias, muestras plasmaticas
y liquidos corporales.

Especificidad y ventajas sobre otros anticuerpos presentados: Se ha demostrado que varias células tumorales y
sanguineas y ciertas células normales producen cantidades importantes de actividad de heparanasa. La purificacién
hasta la homogeneidad y la caracterizacién de las heparanasas de mamifero han sido dificiles, principalmente debido
a la falta de un ensayo adecuado. La mayor parte de los informes solo contienen una descripcién parcial con informa-
cion contradictoria. Oosta, et. al. (22) describieron la purificacién de una heparanasa plaquetaria humana con una masa
molecular estimada de 134 kDa que expresaba una actividad endoglucuronidasa. Hoogewert, et. al. (23) relataron la
purificacién de una heparanasa plaquetaria humana de 30 kDa que se demostré que era una endoglucosaminidasa
que escinde tanto la heparina como el hepardn sulfato basicamente en los disacdridos. Estos investigadores proponian
que la holoenzima estd formada por cuatro subunidades, cada una relacionada estrechamente con las quimiocinas
CXC CTAPIIL, NAP-2 y S-tromboglobulina (23). Freeman y Parish (24) han purificado hasta la homogeneidad una
heparanasa plaquetaria de 50 kDa que muestra actividad endoglucuronidasa. Del mismo modo la enzima heparanasa
purificada de placenta humana y de linea celular de hepatoma (Patente estadounidense nim. 5.362.641) tenia una
masa molecular de 48 kDa aproximadamente. Se determind un peso molecular similar mediante andlisis de filtracién
en gel de enzimas de heparanasa parcialmente purificadas, aisladas de plaquetas humanas, neutréfilos humanos y cé-
lulas de melanoma B16 de ratén (nuestros datos no publicados). Por el contrario, la heparanasa purificada de células
de melanoma B16 por Nakajima, et. Al. (9, 26) presentaba un peso molecular de 96 kDa. Esta ultima enzima se ha
localizado inmunoquimicamente en la superficie celular y el citoplasma de lesiones de melanoma humano utilizando
un antisuero policlonal (26), y en granulos terciarios de neutrdfilos utilizando anticuerpos monoclonales (26a), am-
bos dirigidos contra una secuencia amino terminal putativa de heparanasa de células de melanoma B16F10 (26). Sin
embargo, se encontrd que la secuencia amino terminal de la heparanasa de melanoma era caracteristica de una pro-
tefna regulada por glucosa de 94 kDa (GRP94/endoplasmina) que funciona como un chaperén molecular que carece
de actividad heparanasa (27). Este resultado y un estudio reciente con un anticuerpo antiendoplasmina (28) sugieren
que la proteina de 98 kDa similar a endoplasmina encontrada en preparados de heparanasa de melanoma purificada
es un contaminante (27, 28). Esto tltimo pone en cuestion los estudios anteriores sobre la inmunolocalizacién de la
heparanasa llevados a cabo utilizando el antisuero peptidico amino terminal de heparanasa de melanoma B16 (26). Del
mismo modo, se aplicé un antisuero dirigido contra la secuencia amino terminal de CTAP III para inmunolocalizar la
enzima heparanasa en muestras de biopsia de carcinomas de mama y préstata humanos (29 y 30). De nuevo, la validez
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de los resultados es cuestionable ya que no se excluy6 la posibilidad de que CTAP III fuera un contaminante de la
preparacion plaquetaria. Para empezar, los intentos de expresar la proteina CTAPIII/NAP2 activa de heparanasa no
tuvieron éxito y las quimiocinas CTAP-III/NAP-2 recombinantes no llegaron a mostrar la actividad de la heparanasa.
En segundo lugar, el andlisis por transferencia Western blot de la enzima plaquetaria purificada por Freeman y Parish
(24) con anticuerpos anti-tromboglobulina humana o antifactor 4 plaquetario humano demostraron que estas y otras
proteinas relacionadas (p. ej., CTAP-III y NAP-2) no estaban presentes en las preparaciones de heparanasa plaquetaria
(24). Ademas, mientras la actividad de la heparanasa puede detectarse en preparaciones purificadas de S-tromboglobu-
lina, probablemente sea debido a una contaminacién con la “clasica” heparanasa plaquetaria ya que mostraba mas una
actividad endo-beta-D-glucuronidasa que una actividad endoglucosaminidasa (23), tal como describié Hoogerwerf et
al., manuscrito pendiente de publicacién).

Los estudios realizados por los autores sobre inmunolocalizaciéon de CTAP-III en muestras de biopsias humanas
mostraron una localizacién preferente de CTAP-III en células (es decir, células endoteliales vasculares y queratino-
citos) que no expresaron actividad de heparanasa y viceversa. Finalmente, ninguna de las secuencias publicadas por
Hoogewerf et al. (CTAP-III/NAP-2 plaquetarias) (23) o por Jin et al. (B16 melanoma) (26), ni ninguna de las se-
cuencias de las enzimas degradantes de heparan sulfato/heparina bacterianas (hep I & II) (30a) se encontraron en
la heparanasa humana recombinante utilizada en estos estudios, que fue clonada y expresada a partir de secuencias
derivadas de heparanasas de hepatoma y placenta humanas purificadas.

Hace varios afios el mismo equipo preparé anticuerpos policlonales de conejo dirigidos contra una preparacion
propia parcialmente purificada de heparanasa placentaria humana. Mds tarde se encontrd que estos anticuerpos, citados
en la patente estadounidense nimero 5.362.641, se dirigian contra el inhibidor del activador del plasminégeno de tipo I
(PAI-1) que era copurificada con la heparanasa placentaria. Estos resultados originaron una modificacién del protocolo
de purificacidon original para eliminar el contaminante PAI-1.

Es evidente que, en conjunto, hasta entonces nadie habia conseguido obtener anticuerpos antiheparanasa.

Contrariamente a la informacién arriba descrita, los anticuerpos policlonales y los monoclonales que ahora se
describen se obtuvieron por primera vez contra una enzima recombinante purificada altamente activa. Como se indica
més adelante, estos anticuerpos reconocen especificamente la enzima de heparanasa en lisados celulares y medios
condicionados, y no presentan reactividad cruzada con la S-termoglobulina, la NAP-2, el PAI-1 o las heparinasas
bacterianas I y III. Si reconocen la heparanasa B16-F10 murina, las heparanasas plaquetarias humanas y las enzimas
de heparanasa producidas por varias lineas de células tumorales humanas y por células de ovario de hamster chino
(CHO). En virtud de su especificidad y de su produccién contra una enzima recombinante purificada, estos anticuerpos
parecen altamente apropiados como métodos de diagndstico como una inmunohistoquimica de muestras de biopsia o
una ELISA cuantitativa de fluidos corporales (p. ej. plasma, orina, efusiones pleurales, etc.). De manera similar, tal
como se presenta mds adelante en la seccidon de Ejemplos, tanto las sondas moleculares para la determinacion in situ
de la distribucién histica del gen Apa, como los cebadores de DNAc para la deteccion del RNAm de Apa en células
normales y malignas de origen humano (p. ej. Células de leucemia y linfoma, células de melanoma) se pueden aplicar
por primera vez en el diagndstico de episodios iniciales de progresién tumoral, extension metastasica y respuesta al
tratamiento.

Resumen de la invencion

De acuerdo con una realizacion de la invencién abajo descrita se proporciona un método de deteccion in situ de la
localizacién y distribucién de la expresion de la heparanasa en una muestra bioldgica. Este método presenta un paso
que consiste en hacer reaccionar la muestra bioldgica con una sonda molecular detectable especifica de heparanasa y
detectar la localizacién y distribucién de la sonda molecular detectable especifica de heparanasa.

De acuerdo con otras caracteristicas de las realizaciones preferidas de la invencién descritas mas adelante, se
proporciona un método de deteccién de expresion de heparanasa en una muestra bioldgica que contiene un paso que
consiste en hacer reaccionar la muestra bioldgica con una sonda molecular detectable especifica de heparanasa y
detectar dicha sonda molecular detectable especifica de heparanasa. Se conciben las aplicaciones en transferencia en
mancha (dot-blot) de proteinas y dcidos nucleicos.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la muestra bioldgica es seleccio-
nada a partir de un grupo formado por células y tejidos.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la muestra biolégica es maligna.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, el cdncer/tumor maligno es
seleccionado a partir de un grupo formado por un tumor sélido y un tumor hematopoyético.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, el tumor sélido es seleccionado
a partir de un grupo formado por carcinoma, adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, teratocarcinoma,
mesoteloma y melanoma, y donde ademas el tumor hematopoyético es seleccionado a partir del grupo formado por
linfoma y leucemia.
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De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas el tumor sélido es un tumor
primario, o una metdstasis del mismo, y estd originado a partir de un 6rgano seleccionado del grupo formado por
higado, prostata, vejiga, mama, ovario, cérvix, colon, piel, intestino, estdémago, dtero y pancreas.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, la sonda molecular detectable
especifica de heparanasa es seleccionada a partir de un grupo formado por una secuencia de acido nucleico con
capacidad de hibridacién con 4dcido nucleico que codifica la heparanasa y por un anticuerpo antiheparanasa capaz de
unirse especificamente a la heparanasa.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la secuencia de dcido nucleico con
capacidad de hibridacién con 4cido nucleico que codifica heparanasa es seleccionada a partir de un grupo formado por
un oligonucledtido sintético, un RNA antisentido de heparanasa y un DNA de heparanasa marcado con una fraccién
detectable.

De acuerdo con otras caracteristicas de las realizaciones de la invencién preferidas abajo descritas, se proporciona
un método in vitro de deteccion de proteina de heparanasa en un fluido corporal de un paciente con los siguientes
pasos: reaccion del fluido corporal con un anticuerpo antiheparanasa y seguimiento de la reaccién, donde el fluido
corporal es seleccionado a partir de un grupo formado por plasma, orina, efusiones pleurales y saliva.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas el fluido corporal proviene de un
paciente que padece un trastorno seleccionado del grupo formado por cancer, insuficiencia renal y diabetes.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, la insuficiencia renal estd asociada
con la diabetes.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, el anticuerpo antiheparanasa es
seleccionado del grupo formado por un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la reaccién del fluido corporal
con el anticuerpo antiheparanasa se lleva a cabo en una solucién.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la reaccién del fluido corporal con
el anticuerpo antiheparanasa se lleva a cabo sobre un sustrato capaz de absorber las proteinas presentes en el fluido
corporal.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas el fluido corporal proviene de un
paciente que padece mieloma, carcinoma de mama, carcinoma de mama metastasico, nefritis hemorragica, sindrome
nefrético, diabetes tipo I con normoalbuminuria, diabetes tipo I con microalbuminuria, insuficiencia renal, inflamacion,
sepsis y enfermedad inflamatoria y autoinmunitaria.

De acuerdo con otras caracteristicas de las realizaciones de la invencién preferidas abajo descritas, se proporciona
un método de deteccion de presencia, ausencia o nivel de proteina heparanasa en una muestra biolégica que comprende
los siguientes pasos: (a) extraccion de proteinas de la muestra bioldgica para obtener una gran variedad de proteinas;
(b) separacién de las proteinas por tamafio; (c) interaccién de las proteinas separadas por tamafio con un anticuerpo
antiheparanasa y (d) deteccion de la presencia, ausencia o nivel del anticuerpo antiheparanasa que ha interaccionado.

De acuerdo con atn otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas, el anticuerpo antiheparanasa es
seleccionado del grupo formado por un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal.

De acuerdo con atin otras caracteristicas de las realizaciones preferidas descritas la separacién por tamaiio se realiza
mediante electroforesis.

De acuerdo con otras caracteristicas de las realizaciones de la invencion preferidas abajo descritas, se proporciona
un método de administracion dirigida de farmacos a un tejido que exprese heparanasa de un paciente. E1 método
consiste en los pasos siguientes: producir un complejo de un farmaco ligado directa o indirectamente a un anticuerpo
antiheparanasa y administrar el complejo al paciente.

El uso de una sonda molecular especifica de heparanasa en la deteccién de la presencia, ausencia o nivel de la
expresion de heparanasa es un objeto de la presente invencion.

El uso de una sonda molecular especifica de heparanasa en la produccién de un agente para el tratamiento de un
trastorno asociado a la expresion de heparanasa es otro objeto de la presente invencion.

El uso de una sonda molecular especifica de heparanasa en la cuantificacion de heparanasa en un fluido corporal
es otro objeto mds de la presente invencion.

El uso de una sonda molecular especifica de heparanasa en la produccion de un agente para la administracion
dirigida de farmacos es atn otro objeto mas de la presente invencion.
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El uso de una sonda molecular especifica de heparanasa en la produccién de un agente terapéutico es otro objeto
de la presente invencion.

La presente invencién afronta las limitaciones de las configuraciones actualmente conocidas proporcionando di-
versas sondas moleculares especificas de heparanasa que pueden utilizarse en aplicaciones médicas y de investigacion,
incluyendo los diagndsticos y los tratamientos.

Breve descripcion de las imagenes
La invencién aqui descrita, solamente a modo de ejemplo, en referencia a las imagenes adjuntas, donde:

La Fig.1 muestra la expresion del gen de la heparanasa humana en lineas celulares de carcinoma de mama humanas
con diferentes potenciales metastdsicos. E1 RNA total fue aislado y sometido a RT-PCR cuantitativa (28 ciclos) utili-
zando cebadores de heparanasa humana (hep) y cebadores para el gen de mantenimiento de GAPDH. Las reacciones en
ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificacién de contaminacién por DNA genémico en las
muestras de RNA (no mostrado). Carril 1, células MCF-7 no metastasicas; carril 2, células MDA-231 moderadamente
metastésicas; carril 3, células MDA-435 altamente agresivas; carril 4, células ZR-75 minimamente metastdsicas; carril
5, células MCF-ANeoT moderadamente metastdsicas; carril 6, células MCF-T4 3B altamente metastasicas y carril 7,
marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim).

Las Fig. 2a y 2b ilustran la actividad heparanasa expresada en lineas celulares de carcinoma de mama humanas
con diferentes potenciales metastdsicos. Se incubaron lisados celulares de carcinoma de mama de las lineas celulares
antes descritas (24 horas, 37°C, pH 6,2) con *S-HSPG aislado de MEC subendotelial intacta. La conversion facilitada
por la heparanasa del sustrato de heparan sulfato (pico I) en fragmentos de degradacion de bajo PM (pico II) se analizé
mediante filtracién en gel sobre Sefarosa 6B. La expresion del gen hpa humano esta correlacionada con la actividad
de heparanasa y la metdstasis en animales experimentales.

Las Fig. 3a a 3f ilustran la deteccién de RNAm de Apa mediante hibridacidn in sifu en muestras de tejido mamario
humano normal y maligno con una sonda de RNA de heparanasa antisentido: carcinoma de mama invasivo, tejido ma-
mario fibroquistico premaligno, adenocarcinoma de mama, carcinoma de mama invasivo rodeando el drea de necrosis
tumoral (no tefiido), mamoplastia de reduccién de tejido mamario normal (sonda de hpa antisentido) y mamoplastia
de reduccién de tejido mamario normal (sonda de control de sensibilidad), respectivamente.

La Fig. 4 ilustra la actividad de heparanasa expresada en lineas celulares de carcinoma prostatico humanas; expre-
sién del gen hpa humano en células prostiticas humanas normales y malignas. El RNA total fue aislado y sometido
a RT-PCR utilizando los cebadores de hApa humano apropiados (hep) y cebadores para el gen de mantenimiento de
GAPDH. Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificaciéon de contamina-
cién por DNA gendmico en las muestras de RNA (no mostrado). Carril 1, células de carcinoma prostitico humano
DU 145 metastésicas; carril 2, células de carcinoma prostatico humano PC3 metastasicas; carril 3, tejido prostitico
humano normal (muestra de biopsia) y, carril 4, marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim).

La Fig. 5 ilustra la expresion del gen hpa en lineas celulares escasa o altamente metastasicas de carcinoma de
vejiga humana y de linfoma T murino. El RNA total fue aislado y sometido a RT-PCR utilizando cebadores de hpa
humanos. Carril 1, células de carcinoma de vejiga humano MBT2 no metastasicas; carril 2, variante T50 altamente
metastasica de células MBT?2; carril 3, células de linfoma T murino Eb no metastasicas; carril 4, variante Esb altamente
metastdsica de las células de linfoma T murino Eb y ,carril 5, marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer
Mannheim). -RT: control negativo, sin transcriptasa inversa; P: cebadores no amplificados.

Las Fig. 6a a 6c¢ ilustran la actividad de heparanasa expresada en células de carcinoma de vejiga humana escasa
y altamente metastdsicas. Medios condicionados por las células de carcinoma de vejiga humana escasa (MBT2) y
altamente (T50) metastdsicas que fueron incubadas (24 horas, 37°C, pH 6,2) con ¥*S-HSPG aislado a partir de la
MEC subendotelial intacta. La conversion facilitada por heparanasa del sustrato de heparan sulfato (pico I, ss 47) en
fragmentos de degradacion de bajo PM (pico II) se analiz6 mediante filtracién en gel sobre Sefarosa 6B. La expresion
del gen hpa humano estd correlacionada con la actividad de heparanasa y la metdstasis en animales experimentales.

La Fig. 7 ilustra la expresion del gen hpa en lineas celulares de melanoma murino B16 escasa y altamente metas-
tasicas. E1 RNA total fue aislado y sometido a RT-PCR utilizando cebadores de ipa (hep) y cebadores para el gen de
mantenimiento de GAPDH. Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplifica-
cioén de contaminacién por DNA genémico en las muestras de RNA. Carril 1, células de melanoma murino B16-F10
altamente metastasicas; carril 2, células de melanoma murino B16-F1 escasamente metastasicas; carril 3, marcador VI
de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim).

La Fig. 8a ilustra la expresion del gen spa en muestras de biopsia provenientes de tumores de melanoma humano
maligno y de tejido de nevus benigno no maligno que fueron procesados para cultivo celular. E1 RNA total fue aislado
de cultivos subconfluentes y sometido a RT-PCR utilizando cebadores de hpa especificos humanos (hep). Se muestran
los casos representativos. Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificacién
de contaminacién por DNA gendmico en las muestras de RNA. Carril 1, melanoma maligno; carril 2, tejido de nevus
no maligno; carril 3, pldsmido hpa-pcDNA (control positivo); carril 4, control negativo (sin RNA) y, carril 5, marcador
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VI de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim). Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa (-RT)
demostraron que no habia amplificacién de contaminacién por DNA gendémico en las muestras de RNA.

La Fig. 8b ilustra la actividad de la heparanasa expresada en células cultivadas derivadas de melanoma maligno
(paciente M-24) y tejido de nevus no maligno (paciente M-23). Las células cultivadas se sembraron sobre la MEC
marcada con sulfato. Los fragmentos de degradacién marcados liberados al medio de incubacién se sometieron a
filtracion en gel sobre Sefarosa 6B.

Las Fif. 9a a 9f ilustran la detecciéon de RNAm de hpa mediante hibridacion in situ en muestras de melanoma
maligno y nevus normal humanos. Las figuras 9a, ¢ y d corresponden a melanoma humano metastasico (tres pacientes
diferentes) y la figura 9b al tejido de nevus no maligno. El marcaje no se ve en el tejido de nevus comparado con la
tincién intensa del melanoma metastasico. Las figuras 9e y 9f corresponden a las mismas secciones de las figuras c y
d tefiidas con hematoxilina-eosina.

Las Fig. 10a a 10f ilustran la deteccién del RNAm de Apa mediante hibridacién in situ en muestras de higado
humano normal y maligno. Se muestran respectivamente carcinoma hepatocelular (x 200), carcinoma hepatocelular
(x 1000), adenocarcinoma hepdtico, higado adulto normal, higado embrionario y tincién de control de sensibilidad
de higado embrionario. No se ve el marcaje en los hepatocitos normales comparados con la intensa tincién de los
hepatocitos malignos y los embrionarios.

Las Fig. 11a a 11f ilustran la deteccién de RNAm de hpa mediante hibridacién in sifu en muestras de tejidos
humanos normales y malignos. Se muestran respectivamente adenocarcinoma del ovario, ovario normal, carcinoma de
células escamosas en cérvix, cérvix normal, adenocarcinoma de colon y intestino delgado normal.

Las Fig. 12a a 12f ilustran la detecciéon de RNAm de Apa mediante hibridacion in sifu en muestras de diversos
tumores humanos. La tincién positiva del gen hpa se vio claramente en las figuras 12a a 12e que corresponden a
adenocarcinoma del estémago, teratocarcinoma, adenocarcinoma endométrico bien diferenciado, adenocarcinoma del
pancreas, mesotelioma y intestino delgado normal, respectivamente.

Las Fig. 13a y 13b ilustran la expresién de heparanasa en leucemias y linfomas humanos. Se aislaron leucocitos
periféricos de pacientes con varios tipos de leucemia y linfoma y se analizé la posible expresion del gen ipa humano
en dichas células. Con este fin el RNA total fue aislado y sometido a RT-PCR utilizando cebadores de hpa especificos
humanos. Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificacién de contami-
nacién por DNA genémico en las muestras de RNA. Se aislaron leucocitos periféricos de pacientes diferentes con
leucemia linfocitica crénica (Figura 13a, carriles 1 a 5) y se analizé la posible expresion del gen spa humano en di-
chas células. Figura 13a: carril 6, plasmido #pa-pcDNA (control positivo); carril 7, control negativo (sin transcriptasa
inversa); carril 8, marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim). En la Figura 13b se muestran
pacientes representativos con varios tipos de leucemia y linfoma: carril 1, leucemia mielocitica aguda; carril 2, leu-
cemia linfocitica crénica (células B atipicas); carril 3, leucemia mielocitica aguda (M5); carril 4, leucemia de células
pilosas; carril 5, linfoma no Hodgkin (células B maduras); carril 7, leucemia linfocitica crénica (estadio I); carril 8,
leucemia mielocitica aguda (M2); carril 9, leucemia mielocitica crénica; carril 10, leucemia linfocitica crénica (estadio
ID), carril 11, leucemia linfocitica aguda; carril 12, leucemia linfocitica crénica (estadio III); carril 13, leucemia mie-
locitica aguda (M1); carril 14, leucemia mielocitica aguda (M3); carril 15, pldsmido hpa-pcDNA (control positivo);
carril 16, control negativo (sin transcriptasa inversa) y, carril 17, marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer
Mannheim).

LaFig. 14 ilustra la no expresion del gen Apa en leucocitos de cordon umbilical humano normales. E1 RNA total fue
aislado y sometido a RT-PCR utilizando cebadores de ipa (hep) y cebadores para el gen de mantenimiento de GAPDH.
Las reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificacién de contaminacién por
DNA gendmico en las muestras de RNA. Carriles 1 a 9, preparaciones de leucocitos provenientes de seis cordones
umbilicales diferentes; carril 7, plasmido hpa-pcDNA (control positivo); carril 8, control negativo (sin transcriptasa
inversa) y, carril 9, marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer Mannheim).

La Fig. 15 ilustra la expresion del gen hpa en lineas celulares de leucemia y linfoma. El RNA total fue aislado y
sometido a RT-PCR utilizando cebadores de hpa (hep) y cebadores para el gen de mantenimiento de GAPDH. Las
reacciones en ausencia de transcriptasa inversa demostraron que no habia amplificacién de contaminacién por DNA
genémico en las muestras de RNA. Carriles 1, linea celular linfoblastoide B normal (Monga); carril 2, Linfoma B
de Burkitt (Raji); carril 3, linfoblastos B Burkitt (Daudi); carril 4, linfoblastos B Burkitt (no Ebv, DG-75); carril 5,
eritroleucemia (K-562); carril 6, pre-linfoma B (nalms) y, M = marcador VI de peso molecular de DNA (Boehringer
Mannheim).

Las Fig. 16a a 16h ilustran la actividad de heparanasa urinaria. Se incubaron (24 horas, 37°C, pH 6,2) con *S-
HSPG (50 ul) y se aislaron a partir de la MEC subendotelial intacta (4) las muestras de orina (o) de un donante sa-
no (16d) y de pacientes con los siguientes trastornos: mieloma mdltiple (16a), carcinoma de mama bilateral (16b),
carcinoma de mama metastasico (16¢), nefritis hemorragica (16e), sindrome nefrético (16f) y diabetes de tipo I con
normoalbuminuria (16g) y con microalbuminuria (16h). La conversién facilitada por heparanasa del sustrato de hepa-
rdn sulfato (pico I) en fragmentos de degradacién de bajo peso molecular (pico II) se analizé mediante filtracion en
gel sobre Sefarosa 6B.
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Las Fig. 17a y 17b ilustran las transferencias Western (Western blots) de extractos de células que expresan varios
segmentos de heparanasa igual que son detectados con anticuerpos policlonales antiheparanasa. La figura 17a corres-
ponde a antisuero de conejo 7640 y la figura 17b a antisuero de conejo 7644. Carril 1, células BL21(DE3)pLysS de E.
coli transfectadas con pRSET; carril 2, células BL21(DE3)pLysS de E. coli transfectadas con pRSET que contienen
el marco de lectura abierto completo de la heparanasa (543 aminodacidos, Id. Sec. Nims. 2 y 3), carril 3, células BL21
(DE3)pLysS de E. coli transfectadas con pPRSET/ApaBK que contienen 414 aminoacidos del marco de lectura abierto
completo de la heparanasa (aminodcidos 130-543 de Id. Sec. Nums. 2 y 3); carril 4, células BL21(DE3)pLysS de
E. coli transfectadas con pRSET/hpaBK que contienen 302 aminoacidos del marco de lectura abierto completo de la
heparanasa (aminodcidos 130-141 de ID SEC Ntims. 2 y 3); carril 5, marcadores de tamafio molecular; carril 6, medio
de células de insecto Sf21 infectadas con Baculovirus pFhpa recombinante que contienen el marco de lectura abierto
completo de la heparanasa (543 aminoécidos, ID SEC Nums. 2 y 3) y, carril 7, células de insecto Sf21 infectadas con
Baculovirus recombinante sin inserto. Se separaron las proteinas sobre SDS/PAGE al 10%, los antisueros se diluyeron
1:1.000. La deteccidn se llevé a cabo mediante ECL (Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A la
derecha se muestra el tamafio en kDa, determinado mediante estaindares SDS/PAGE pretefiidos, Bio-Rad, CA.

La Fig. 18 ilustra una transferencia Western (Western blot) utilizando anticuerpos de afinidad policlonales purifica-
dos con heparanasa expresada en varios sistemas de expresion. Carril 1, medio de células de insecto Sf2d1 infectadas
con Baculovirus pFhpa recombinante; carril 2, extracto celular de un clon de ovario de hamster chino (CHO) trans-
fectado de forma estable con un vector que no contiene ningtin inserto; carril 3, extracto celular de un clon estable
de CHO transfectado con DNAc de hpa vy, carril 4, proteinas precipitadas del medio de la levadura Pichia pastoris
transfectada con DNAc de hpa. Se separaron las proteinas sobre SDS/PAGE en gradiente al 4-20%, el anticuerpo se
diluyé 1:100. La deteccién se llevé a cabo mediante ECL (Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Para los clones de CHO y de Pichia véase la Patente Estadounidense Nim. 6.348.344. A la derecha se muestra el
tamafio en kDa, determinado mediante estindares SDS/PAGE pretefiidos, Bio-Rad, CA.

Las Fig. 19a y 19b ilustran una transferencia Western (Western blot) de extractos de diversos tipos celulares uti-
lizando anticuerpos policlonales antiheparanasa. La figura 19a corresponde a antisuero en bruto diluido 1:2.000 y la
figura 19b corresponde a anticuerpos de afinidad purificados diluidos 1:100. Carril 1, heparanasa purificada de pla-
centa; carriles 2 y 3, extractos celulares de plaquetas, fracciones insolubles y solubles, respectivamente; carriles 4 y 5,
extractos celulares de neutréfilos, fracciones insolubles y solubles, respectivamente; carriles 6 y 7, extractos celulares
de células B16-F1 de melanoma murino, fracciones insolubles y solubles, respectivamente. La deteccion se llevé a
cabo mediante ECL (Amersham) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. A la derecha se muestra el tamafio
en kDa, determinado mediante estdndares SDS/PAGE pretefiidos, Bio-Rad, CA.

La Fig. 20 ilustra una transferencia Western (Western blot) de heparanasa recombinantes y nativas de diverso ori-
gen utilizando un sobrenadante de hibridoma HP-117. Carriles 1 y 2, 293 células de rifion humano no transfectadas
y transfectadas con Apa-DNAc, respectivamente (15 ug); carril 3, células CHO transfectadas estables con pShpa (40
ug); carril 4, células CHO con trasfeccion falsa (40 ug); carril 5, heparanasa recombinante purificada producida por
células de insecto infectadas con Baculovirus (50 ng); carril 6, extractos celulares de E. coli que expresan hepara-
nasa recombinante (50 ng); carril 7, extracto celular de plaquetas humanas (100 ug) y, carril 8, estindar SDS/PAGE
pretefiido, Bio-Rad, CA. Se separaron las proteinas sobre SDS/PAGE en gradiente al 4-20% y se transfirieron a una
membrana de nylon (Amersham). La membrana fue incubada con sobrenadante de hibridoma Hp117 y la deteccién se
llevé a cabo con anticuerpos antilgG murina conjugados con fosfatasa alcalina.

Las Fig. 21a y 21b ilustran la inmunotincién de heparanasa en células CHO con anticuerpos policlonales. Las
células CHO transfectadas con el gen hpa completo (21a) fueron analizadas en busca de sobreexpresion de heparanasa.
La tincion se detecta en el citoplasma de las células transfectadas. En las células CHO no transfectadas (21b) no se
detecta tincioén de heparanasa.

Las Fig. 22a y 22b ilustran la inmunotincién de heparanasa en células CHO con el anticuerpo monoclonal HP-
130. Las células CHO transfectadas con el gen hpa completo (22a) fueron analizadas en busca de sobreexpresion de
heparanasa. La tincién se detecta en el citoplasma de las células transfectadas. En las células CHO no transfectadas
(22b) no se detecta tincién de la heparanasa.

Las Fig. 23a a 23c ilustran la inmunotincién de la heparanasa en el frotis sanguineo de donante normal con anti-
cuerpo monoclonal HP-92. Se encuentra heparanasa en el citoplasma de neutréfilos (23a) y plaquetas (23c) pero no se
detecta en linfocitos (23b) y monocitos (23c¢).

La Fig. 24 ilustra una curva estandar tipica de la heparanasa humana recombinante. La curva estdndar se construy6
trazando el log de la concentracién de heparanasa en el eje x frente al log de la absorbancia en el eje y.

La Fig. 25 ilustra el mapeo de epitopos de los anticuerpos monoclonales HP.117 y HP-239. Los diferentes po-
lipéptidos, como se indica mds adelante, se fraccionaron sobre SDS-PAGE vy se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa (Schleicher and Schull). Se hizo reaccionar a la membrana con el anticuerpo HP-117 o con el HP-239
como arriba se indica. Carril 1: extractos celulares que contienen un segmento de heparanasa de 414 aminoécidos del
marco de lectura abierto de la heparanasa (aminoacidos 130-543). Carril 2: extractos celulares que contienen un seg-
mento de heparanasa de 314 aminodcidos del marco de lectura abierto de la heparanasa (aminodcidos 230-543). Carril
3: extractos celulares que contienen un segmento de heparanasa de 176 aminoacidos del marco de lectura abierto de
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la heparanasa (aminodcidos 368-543). Carril 4: extractos celulares que contienen un segmento de heparanasa de 79
aminodcidos del marco de lectura abierto de la heparanasa (aminodcidos 465-543).Carril 5: extractos celulares que
contienen un segmento de heparanasa de 229 aminodcidos del marco de lectura abierto de la heparanasa (aminoéci-
dos 1-229). Carril 6: extractos celulares que contienen un segmento de heparanasa de 347 aminodcidos del marco de
lectura abierto de la heparanasa (aminoécidos 1-347). Carril 7: extractos celulares que contienen un segmento de he-
paranasa de 465 aminoacidos del marco de lectura abierto de la heparanasa (aminodcidos 1-465). Carril 8, marcadores
de tamafio (Bio-Rad).

Las Fig. 26a a 26d ilustran la tincién inmunohistoquimica preferencial de la heparanasa en un pélipo colonial y en
adenocarcinoma de colon humano primario y metastasico. Muestras tisulares incluidos en parafina derivados de: (a)
epitelio de colon extraido de una regién normal localizada lejos de la lesién neopldsica; (b) adenoma tubulovelloso;
(c) adenocarcinoma de colon humano primario y (d) carcinoma de colon con metastésis en el higado, se sometieron a
inmunotincién con el anticuerpo antiheparanasa monoclonal HP-92.

Descripcion de las realizaciones preferidas

La presente especificacion describe sondas moleculares especificas de heparanasa que pueden utilizarse en aplica-
ciones médicas y de investigacién. Concretamente, la presente invencidn se puede utilizar para la deteccién y segui-
miento de cdnceres, metdstasis y otros trastornos no malignos, eficiencia de tratamientos terapéuticos, administracién
dirigida de farmacos y tratamiento dirigido, utilizando sondas moleculares especificas de heparanasa como son los
anticuerpos antiheparanasa (tanto poli como monoclonales) y los 4cidos nucleicos derivados del gen de la heparanasa
(hpa), incluyendo, entre otros, cebadores de PCR, sondas oligonucleotidicas antisentido, sondas de RNA antisentido,
sondas de DNA y similares.

Los principios y el manejo de la presente invencion se comprenderdn mejor en referencia a las imagenes y las
descripciones adjuntas.

Antes de explicar al menos una de las realizaciones de la invencién en detalle, hay que dejar claro que la aplicacién
de la invencion no se limita a los detalles de construccién y disposicién de los componentes expuestos en la siguiente
descripcién o ilustrados en las imdgenes. La invencidn es capaz de otras realizaciones o de ser llevada a cabo de
diversas maneras. También hay que entender que el propdsito de la fraseologia y terminologia aqui empleadas es
descriptivo y no se debe considerar como una limitacidn.

Tal como se muestra en la seccién de Ejemplos més adelante los anticuerpos especificos de heparanasa y/o dcidos
nucleicos revelan la expresion in situ (proteina y/o RNA mensajero) de la heparanasa en una variedad de células y
tejidos, especialmente en células y tejidos malignos, donde el grado de expresion se corrobora con la metéstasis.

Por lo tanto, de acuerdo con un aspecto de la presente invencion se proporciona un método de deteccion in situ de
la localizacion y distribucidn de la expresion de la heparanasa en una muestra bioldgica. Este método presenta el paso
que consiste en hacer reaccionar la muestra biolégica con una sonda molecular detectable especifica de heparanasa y
detectar la localizacion y distribucion de la sonda molecular detectable especifica de heparanasa.

De acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método de deteccién de expresion de
heparanasa en una muestra biolégica. El método contiene un paso que consiste en hacer reaccionar la muestra bioldgica
con una sonda molecular detectable especifica de heparanasa y detectar dicha sonda molecular detectable especifica
de heparanasa. Se preveen las aplicaciones en transferencia en mancha (dot-blot) de proteinas y 4cidos nucleicos.

Tal como se utiliza aqui en la especificacién y en la siguiente seccién de reivindicaciones, el término “expresion de
heparanasa” hace referencia principalmente al proceso de transcripcion y traduccidon que dan lugar a una heparanasa
cataliticamente activa con actividad hidrolizante endoglicosidasa que es especifica para sustratos proteoglicanos de
heparina o heparan sulfato, opuesta a la actividad de enzimas bacterianas (heparinasa I, I y III) que degradan la
heparina o el heparan sulfato mediante S-eliminacién.

Tal como se utiliza aqui en la especificacién y en la siguiente seccién de reivindicaciones, el término “muestra
bioldgica” hace referencia a células y tejidos, incluyendo, entre otras, células y tejidos malignos. El término también
estd relacionado con fluidos corporales, como se detalla més adelante.

Tal como se utiliza aqui en la especificacién y en la siguiente seccién de reivindicaciones, tanto el término “sonda
molecular especifica de heparanasa detectable” como su término equivalente “sonda molecular de heparanasa detecta-
ble” hacen referencia a una secuencia de dcido nucleico capaz de hibridar con 4cido nucleico que codifica heparanasa
0 a un anticuerpo antiheparanasa capaz de unirse especificamente a la heparanasa. La secuencia de dcido nucleico
capaz de hibridar con 4cido nucleico que codifica la heparanasa es, por ejemplo, un oligonucledtido sintético, un
RNA de heparanasa antisentido o un DNA de heparanasa antisentido y estard preferiblemente marcada con la fraccién
detectable.

Tal como se utiliza aqui en la especificacion y en la siguiente seccion de reivindicaciones, el término “fraccién
detectable” hace referencia a cualquier 4&tomo, molécula o una porcién de la misma, la presencia, ausencia o nivel de
la cual es monitorizable directa o indirectamente. Un ejemplo incluye isétopos radiactivos. Otros ejemplos incluyen
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(1) enzimas que pueden catalizar reacciones que emiten color o luz y (ii) fluoréforos. La deteccion de la fraccién
detectable puede ser directa a no ser que la misma fraccién sea detectable por si misma como, por ejemplo, en el caso
de los fluoréforos. Alternativamente, la deteccion de la fraccidn detectable puede ser indirecta. En este dltimo caso,
se emplea preferiblemente una segunda fraccién capaz de reaccionar con la fraccion detectable, siendo ella misma
directamente detectable. La fraccién detectable puede ser inherente a la sonda molecular. Por ejemplo, la regién
constante de un anticuerpo puede servir como fraccién detectable indirecta a la que se puede unir especificamente
un segundo anticuerpo con una fraccién detectable directa.

Tal como se utiliza aqui en la especificacion y en la siguiente seccién de reivindicaciones, el término “anticuerpo”
hace referencia a cualquier inmunoglobulina monoclonal o policlonal, o a un fragmento de una inmunoglobulina como
sFv (proteina de unién a antigeno de cadena Unica), Fab1 o Fab2. La inmunoglobulina puede también ser un anticuerpo
humanizado en el que las regiones variables murinas estdn fusionadas con regiones constantes humanas, o en el que
las regiones determinantes de complementariedad murinas estin insertadas sobre una estructura de anticuerpo humana
(Wilder, R.B. et al., J. Clin. Oncol., 14:1383-1400, 1996). De manera diferente a lo que sucede con los anticuerpos
de ratén o de conejo, los anticuerpos humanizados no suelen experimentar una reaccién no deseada con el sistema
inmunitario del sujeto. Los términos “sfv” y “proteina de unién a antigeno de cadena tinica” hacen referencia a un tipo
de un fragmento de una inmunoglobulina, un ejemplo de la cual es sFv CC49 (Larson, S.M. et al., Cancer, 80:2458-
68,1997).

De acuerdo con la realizacién de la invencion la muestra bioldgica es maligna, por ejemplo, es una muestra de
tumor sélido o de tumor hematopoyético. El tumor sélido puede por ejemplo ser de los siguientes tipos: carcinoma,
adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas, teratocarcinoma, mesotelioma o melanoma; que se muestran aqui
mas adelante en la seccién de Ejemplos para expresar heparanasa en buena correlacion con el grado de metastasis. El
tumor hematopoyético puede ser, por ejemplo, linfoma o leucemia.

En algunas realizaciones de la presente invencién el tumor sélido es un tumor primario, o una metéstasis del
mismo, y se origina a partir de un 6rgano como, por ejemplo, higado, préstata, vejiga, mama, ovario, cérvix, colon,
piel, intestino, estdmago, utero (embridn incluido) y pancreas.

Tal como se muestra en la seccién de Ejemplos mas adelante, también se encontré que los fluidos corporales (p.
ej. orina) de pacientes con determinados trastornos contienen heparanasa cataliticamente activa. Estos trastornos son:
mieloma, carcinoma de mama, carcinoma de mama metastdsico, nefritis hemorrdgica, sindrome nefrético, diabetes
tipo I con normoalbuminuria, diabetes tipo I con microalbuminuria, insuficiencia renal, inflamacidn, sepsis y enferme-
dad inflamatoria y autoinmunitaria.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencion se proporciona un método de deteccién de proteina
heparanasa en un fluido corporal de un paciente. El método comprende los siguientes pasos: reacciéon del fluido cor-
poral con un anticuerpo antiheparanasa, tanto poli como monoclonal, y seguimiento de la reaccién. El fluido corporal
puede ser plasma, orina, efusiones pleurales o saliva. El seguimiento de la reaccién se puede llevar a cabo con un
marcaje del anticuerpo con una fraccién detectable, o utilizando su regién constante como una fraccién detectable
inherente a la que se puede unir especificamente un segundo anticuerpo que contiene una fraccidon detectable.

La heparanasa en orina se detectd en pacientes que padecian trastornos como cdncer, insuficiencia renal o diabetes.
En algunos casos la insuficiencia renal estaba asociada a diabetes.

De acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion la reaccién del fluido corporal con el anticuerpo
antiheparanasa se lleva a cabo en una solucién. Alternativamente, la reaccién del fluido corporal con el anticuerpo
antiheparanasa se lleva a cabo en un sustrato capaz de adsorber proteinas presentes en el fluido. Ambos sistemas son
ampliamente conocidos en el campo del diagndstico basado en anticuerpos.

La RT-PCR, como se muestra mds adelante en la seccién de Ejemplos, ha resultado ser de utilidad en la deteccion
de la presencia, ausencia o nivel de transcritos de heparanasa en distintas muestras bioldgicas.

Por tanto, de acuerdo con otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método de deteccion de la
presencia, ausencia o nivel de transcritos de heparanasa en una muestra bioldgica. El método comprende los siguien-
tes pasos: En primer lugar, el RNA mensajero (p. €j. como un componente del RNA total) se extrae de la muestra
biol6gica de manera que se obtiene una gran cantidad de RNA mensajeros. En segundo lugar, el total de RNA mensa-
jeros es sometido a transcripcion inversa dando lugar a una diversidad de DNA complementarios. Tercero, el total de
DNA complementarios se ponen en contacto con un par de cebadores de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
especificos de heparanasa, nucledsidos trifosfato y una DNA polimerasa termoestable (p. €j. DNA polimerasa de Ther-
mophilus aquaticus, nativo o recombinante) y se realiza una reaccién en cadena de la polimerasa mediante un ciclado
de temperaturas, tal como se conoce en el campo. Finalmente, la presencia, ausencia o nivel de producto de la reaccién
en cadena de la polimerasa se detecta mediante, por ejemplo, electroforesis en gel, seguimiento de la incorporacién de
una fraccién detectable en el producto o cualquier otro método aplicable, tal como se conoce en el campo.

Las transferencias (blots) de proteinas y los anticuerpos antiheparanasa, como se muestra mas adelante en la sec-
cién de Ejemplos, han resultado ser de utilidad en la deteccién de la presencia, ausencia o nivel de proteina heparanasa
en distintas muestras biolégicas.
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Por tanto, de acuerdo con la presente invencién también se proporciona un método de deteccién de la presen-
cia, ausencia o nivel de proteina heparanasa en una muestra bioldgica. El método comprende los siguientes pasos:
en primer lugar, las proteinas son extraidas de la muestra biolégica para obtener un gran cantidad de proteinas. El
extracto proteico puede ser un extracto crudo y puede contener también material no proteiniceo. En segundo lugar,
las proteinas se separan por tamaiio, por ejemplo, mediante electroforesis, filtracion en gel, etc. En tercer lugar, estas
proteinas separadas por tamafio se hacen interaccionar con un anticuerpo antiheparanasa, tanto poli como monoclonal.
Finalmente, se detecta la presencia, ausencia o nivel del anticuerpo antiheparanasa interaccionado. En el caso de una
electroforesis en gel la interaccién con el anticuerpo se realiza de forma caracteristica después de la transferencia de
las proteinas separadas en un soporte s6lido (membrana).

Se demostré en muchos casos que la unién, directa o indirecta (p. €j. a través de liposomas), de un farmaco (p.
ej. un farmaco anticanceroso como son los radioisétopos) con un anticuerpo que reconozca una proteina expresada
especificamente en un tejido sensible al farmaco, y la administracién del complejo anticuerpo-fairmaco a un paciente,
da lugar a una administracién dirigida del fairmaco al tejido de expresion.

Por tanto, de acuerdo con atin otro aspecto de la presente invencién se proporciona un método de administracién
dirigida de fairmacos a un tejido de un paciente, siendo un tejido que expresa heparanasa. El método comprende los si-
guientes pasos: proporcionar un complejo de un fairmaco unido directa o indirectamente a un anticuerpo antiheparanasa
y administrar dicho complejo al paciente. También se concibe un método de radioimagen donde el farmaco es subs-
tituido por un radioisétopo detectable. También se contemplan las técnicas de imagen por endoscopia y laparoscopia.
En estos tltimos casos el farmaco es sustituido de forma caracteristica por una sustancia fluorescente o luminiscente.
Estos procedimientos pueden ser efectivos, por ejemplo, en la deteccidn y destruccién de micrometastasis.

En otros casos se demostré que la administracion de un anticuerpo capaz de unirse a epitopos asociados a ciertos
tejidos proporciona medios para destruir dichos tejidos mediante una respuesta inmunitaria provocada.

Ademds, la especificacién describe un anticuerpo obtenido por una proteina heparanasa (p. ej. recombinante), o
una porcién inmunogénica de la misma, anticuerpo que se une especificamente a heparanasa. El anticuerpo puede ser
poli o monoclonal. Si es policlonal y se ha producido in vivo es preferible que sea purificado por afinidad, sin embargo,
también se pueden aplicar preparaciones de anticuerpo bruto. Todo ello de la manera que se muestra y describe con
mas detalle en la seccién de Ejemplos a continuacién.

La obtencién del anticuerpo es, preferiblemente, mediante técnicas in vivo o in vitro, donde el anticuerpo de-
be haber sido preparado segtin un proceso que comprende tres pasos. Primero, exponer células capaces de producir
anticuerpos a la proteina heparanasa, o a la parte inmunogénica de la misma, y asi generar células productoras de anti-
cuerpos. Después, fusionar las células productoras de anticuerpos con células de mieloma y asi generar una diversidad
de células de hibridoma productoras de anticuerpos monoclonales. Por dltimo, analizar detalladamente la diversidad
de anticuerpos monoclonales para identificar uno capaz que se una especificamente a heparanasa.

De acuerdo con la presente invencién también se proporciona un oligonucleétido que contiene una secuencia
de 4cido nucleico capaz de hibridar especificamente con 4cido nucleico que codifica heparanasa, sea DNA o RNA
de heparanasa. El oligonucledtido puede contener nucleétidos naturales y/o andlogos de nucledtido como anélogos
fosforotioatos u otros. Estos oligonucledtidos se sintetizan rdpidamente siempre y cuando se conozca la secuencia. Se
pueden deducir, por ejemplo a partir del ID SEC Nam. 3.

De acuerdo con la presente invencién también se proporciona una molécula de dcido nucleico antisentido (RNA
o DNA) que contiene una secuencia de dcido nucleico capaz de hibridar especificamente con el RNA mensajero de
heparanasa y una molécula de dcido nucleico codificante (RNA o DNA) que contiene una secuencia de dcido nucleico
capaz de hibridar especificamente con el RNA antisentido de heparanasa.

Ejemplos

Ahora se hace referencia a los siguientes ejemplos que, junto con las descripciones anteriores, ilustran la invencién
sin limitarla.

Materiales y métodos experimentales

Células: Los cultivos de células endoteliales corneales bovinas (BCEC) se establecieron a partir de ojos de buey
tal y como se ha descrito anteriormente (19, 31). Los cultivos de cepas se mantuvieron en DMEM (1 gramo de
glucosa/litro) suplementado con un 10% de suero de ternero recién nacido y un 5% de suero de ternero fetal (FCS).
Se anadié FGFb (1 ng/ml) cada dia durante la fase del crecimiento celular activo (14, 15). Las células de hibridoma se
cultivaron en frascos T-175 (Corning Costar, Cat. Nim. 430824) dentro de una incubadora enriquecida con CO, (8%)
a 37°C. El medio DMEM (Beit Haernek, Israel) se afiadié con un 10% de suero de caballo (Beit-Haernek Cat. Num.
04-124-1A). El volumen del cultivo era de 80 ml.

Preparacion de los sustratos de sulfato marcados: Las BCEC (segundo a quinto pase) se pusieron en placas de
cultivo tisulares de 35 mm a una densidad inicial de 2 x 10° células/ml y se cultivaron en DMEM suplementado con
un 10% de FCS y un 5% de dextrano T-40 durante 12 dias. Se afiadié Na,**SO, (25 uCi/ml) el dia 1 y 5 después del
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sembrado y los cultivos se incubaron con la marca sin cambio del medio. La MEC subendotelial se expuso mediante
la disolucién (5 minutos a temperatura ambiente) de la capa celular con PBS formado por un 0,5% de Triton X-100
y NH,OH 20 mM, seguido de 4 lavados con PBS. La MEC permanecio intacta, libre de detrito celular y firmemente
unida al la zona entera de la placo de cultivo tisular (14, 15, 20).

Para preparar proteoglicanos marcados de sulfato solubles (material de pico I), la MEC se digiri6 con tripsina (25
ug/ml, 6 horas, 37°C), la digestion se concentré mediante didlisis inversa, se aplicé sobre una columna de filtracién de
gel Sefarosa 6B y se recogi6 (32) el material de peso molecular elevado (Kav<0,2, pico I). Mas del 80% del material
marcado se demostrd que estaba compuesto por proteoglicanos de heparan sulfato (11).

Actividad de la heparanasa: Las células (1 x 10%/35-mm plato), los lisados celulares o el medio preparado se
incubaron en la parte superior de las MEC marcadas por *S (18 horas, 37°C) en presencia de fosfato 20 mM o tamp6n
de citrato de fosfato (pH 6,2). Los lisados celulares y los medios preparados también se incubaron con material de
pico I marcado de sulfato (10-20 ml). Se recogié el medio de incubacidn, se centrifugd (18.000 g, 4°C, 3 min.); y el
material marcado de sulfato se analiz6 mediante la filtracion de gel en una columna de Sefarosa CL-6B (0,9 x 30 cm).
Las fracciones (0,2 ml) se eluyeron con PBS a una tasa de flujo de 5 ml/h y se contaron para la radioactividad utilizando
el fluido de centelleo Bio-flior. El volumen descartado (V,) se marcé con dextrano azul y el volumen total incluido
(V,) con fenol rojo. Se demostr6 que el dltimo comigraba con sulfato libre (11, 20). Los fragmentos de degradacién
de las cadenas laterales de HS se eluyeron a partir de la Sefarosa 6B a 0,5<Kav<0,8, (pico II) (11, 20). Un HSPG
casi intacto liberado de la MEC mediante tripsina se eluyé al lado del V,, (Kav < 0,2, pico I). Las recuperaciones del
material marcado aplicadas a las columnas en el intervalo entre 85 a 95% de diferentes experimentos.

Construccion del vector de expresion de la heparanasa: Un fragmento BamHI-Kpnl 1,3 kb (nucleétidos 450-1721
de la secuencia hpa, Id de sec. Nim.: 1 y 3, Patente Estadounidense ndm. 5.968.822 se cort de pfasthpa y se cloné en
el vector de expresion bacteriano pRSET-C (Invitrogen). El pldsmido recombinante resultante pPRSET/ApaBK codifica
una proteina de fusién formada por la marca His, una secuencia de unién y los aminodcidos 130-543 de la proteina de
heparanasa (Id. De sec. Nim.: 2 y 3).

Un fragmento de 1,6 kb de hpa DNAc se amplific6 a partir de pfasthpa (una hpa DNAc clonada en pfastBac,
véase la patente Estadounidense nim. 08/922.170), mediante PCR utilizando un cebador de sentido especifico: (Hpu-
550Nde)-5’-CGCATATGCAGGACGTCGTGGACCTG-3’ (Id. De sec. Niim.:4) y un cebador antisentido especifico
de vector: (3’pFast) 5’-TATGATCCTCTAGTACTTCTCGAC-3’ (Id. De sec. Nim.: 5). El cebador superior introdujo
un sitio Ndel y un un codén ATG precediendo al nucleétido 168 de hpa. El producto de PCR se digirié con Ndel y
BamHI y su secuencia se confirm6. PRSEThpaBK se digirié con Ndel y BamHI y se 1ig6 con el fragmento Ndel-
BamHI hpa. El plasmido resultante, nombrado pRSET/paS], codificé un marco de lectura abierto de 508 aminodcidos
que se predice que sea un péptido sefial. Los constructos de expresion se introdujeron en las células E. Coli BL21
(DEL3)pLysS (Stratagene), de acuerdo con el protocolo del suministrador.

Preparacion del antigeno: Las células E. Coli que contenian los pldsmidos recombinantes se cultivaron a 37°C
durante la noche en el medio de caldo Luria con ampicilina y cloramfenicol. Las células se diluyeron 1/10 en el
mismo medio y los cultivos se cultivaron hasta un OD600 de aproximadamente 0,5. Entonces se afiadié isopropil-
tiogalactésido (IPTG) (Promega) a una concentracion final de 1 mM y el cultivo se incubé a 37°C durante 3 horas. Las
células de los cultivos inducidos se enfriaron en hielo, se sedimentaron mediante centrifugacién a 4,000 x g durante
20 minutos a 4°C y se resuspendieron en 0,5 ml de solucién salina fria tamponada con fosfato (PBS). Las células se
lisaron mediante sonicacién y los restos celulares se sedimentaron mediante centrifugacién a 10,000 x g durante 20
minutos. El sedimento se analizé con un 10% de SDS-PAGE. El gel se tifi6 con 1 x PBS de azul coomassie y la banda
de 45 kDa que contenia la heparanasa recombinante se recortd y se colapsé a través de una aguja (21G) pegada a una
jeringuilla. Para la inmunizacién de los ratones, el gel colapsado se incub6 en PBS durante la noche a 4°C y se recogid
la proteina difusa en el tampén. Se inyectaron los conejos con el homogenado del gel.

La proteina de 55 kDa (508 aminodcidos) se purificé a partir de los cuerpos de inclusién de E. Coli mediante
SDS-PAGE preparativo, utilizando una célula del modelo 491 Prep Cell (Bio-Rad) que esta disefiada para purificar las
proteinas a partir de mezclas complejas y mediante electroforesis de elucién continua. Este antigeno se utiliz6 para el
cribaje por ELISA.

Inmunizacion - anticuerpos policlonales: Se inmunizaron dos conejos (nombrados 7640 y 7644) cada uno con 200
ug de proteina emulsionada con el mismo volumen de adyuvante de Freund completo. Una misma cantidad de proteina
emulsionada con Freund incompleto se inyect6 a cada conejo 2 semanas a continuacion de la primera inyeccién y otra
vez después de otras cuatro semanas. Diez dias después de la tercera inyeccién se sangraron los conejos y el suero
se examind para la reactividad con heparanasa recombinante. Cuatro semanas después del sangrado se inyectd otra
inyeccién y 10 dias mds tarde se recogi6 la sangre.

Inmunizacion - anticuerpos monoclonales: Ratones Balb/C hembra de 6 a 8 semanas de edad se inmunizaron cada
uno de forma intradérmica con 50 ug de heparanasa recombinante emulsionada en 50 ul de adyuvante de Freund com-
pleto en PBS. Dos semanas mds tarde la misma cantidad de emulsién se inyecté de forma subcutdnea o intradérmica el
en multiples sitios del adyuvante de Freund incompleto. Después de tres semanas se inyectaron por via intraperitoneal
25 ug de antigeno en una solucién acuosa. Entre siete y diez dias més tarde se sangraron los animales y se determind
el titulo de los anticuerpos relevantes. Tres o cuatro semanas mds tarde la dltima inyeccidén, se inyectaron por via
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intraperitoneal uno o dos animales con 20 ug de antigeno soluble (en PBS) y tres o 4 dias mas tarde se quitaron los
bazos.

Fusion y clonacion: Los bazos de los ratones inmunizados se molieron, los esplenocitos se cosecharon y se fu-
sionaron con las células de mieloma NSO afiadiendo un 41% de PEG. Las células de hibridoma se cultivaron en un
medio de cultivo DMEM de HAT selectivo que contenia: 15% (v/v) HS (Beit Haemek), glutamina 2 mM, solucién
de Pen-Estrep-Nistatina (penicilina: 10.000 unidades/ml, estreptomicina: 10 mg/ml, nistatina: 1.250 unidades/ml), a
37°C en un 8% de una atmodsfera con CO,. Las células de hibridoma se clonaron limitando la dilucién. Los hibridomas
que producian los anticuerpos monoclonales a la heparanasa humana se identificaron mediante reactividad con una
heparanasa humana inmovilizada en fase sélida.

ELISA: Las placas de polivinilo falcon se cubrieron con 50 ng/pocillo de baculovirus derivado de heparanasa
humana (nativa) y 100 ng/pocillo de heparanasa humana derivada de E. Coli (55 kDa - inactivo) en PBS (pH 7,2)
durante la noche a 40°C. Se afiadieron a los pocillos los sobrenadantes de cultivos tisulares de hibridoma y se incubaron
a temperatura ambiente durante 2 horas. Entonces se detectd la unién de los anticuerpos monoclonales mediante la
incubacién con IgG antiratén de cabra conjugada con HRP (especifica de Fab) (Sigma), seguida por un desarrollo
en el sustrato de o-fenilenodiamina (Sigma) y una medicion de las absorbancias a 450 nm. EI PBS con un 0,05% de
Tween se utilizé para lavar las placas entre las incubaciones. La heparanasa humana anticonejo policlonal se utilizé
como control positivo y el control negativo incluy el recubrimiento con PBS o sobrenadante irrelevante.

Purificacion de la afinidad de los anticuerpos policlonales: 200 mg de heparanasa recombinante se separaron en
un 10% de SDS-PAGE. A continuacién de la electroforesis, la proteina se transfirié a una membrana de nitrocelulosa
(Schleicher & Scuell). La membrana se tifié con Ponceau S y la banda se recort6. La tira de la membrana se lavé con
NaCl 0,15 M durante 20 minutos y entonces con el PBS durante 20 minutos mds. Los anticuerpos se eluyeron con
glicina 0,2 M, EDTA 1 mm con el pH 2,8 durante 20 minutos a temperatura ambiente y entonces se neutralizaron
mediante la adicién de 0,1 volimenes de Tris 1 M con el pH 8,0 y 0,1 volimenes de 10 x PBS. Se afiadié NaNO; a
una concentracion final del 0,02%.

Transferencia Western blot: Las proteinas se separaron en geles preparados de poliacrilamida (Novex) en un gra-
diente del 4 al 20%, o del 8 al 16%. A continuacion de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a una membrana
de nylon Hybond-P (Amersham) (350 mA/100 V durante 90 minutos). Las membranas se bloquearon en TBS con
un 0,02% Tween-20 y un 5% leche desnatada durante 1 a 16 horas, y luego se incubaron con antisueros diluidos en
una solucién bloqueante. Luego se lavaron las transferencias (blots) en TBS-Tween, se incubaron con una IgG an-
tiratén/anticonejo conjugada con HRP adecuada y se desarrollaron utilizando reactivos ECL (Amersham) segun las
instrucciones del fabricante. Alternativamente, se utilizaron anticuerpos IgG antiratén/anticonejo conjugados con fos-
fatasa alcalina como anticuerpos secundarios y se llevaron a cabo las transferencias con FAST™ BCIP/NBT (Sigma)
segtin las instrucciones del proveedor.

Expresion del gen de heparanasa en diversos tejidos y tipos celulares (RT-PCR): Se aplicé una RT-PCR para
evaluar la expresion del gen hpa en diversos tipos celulares. Con este fin, el RNA total fue sometido a transcripcién
inversa y amplificado utilizando los siguientes cebadores de DNAc: hpa humano - Hpu-355 5’-TTCGATCCCAA-
GAAGGAATCAAC-3’ (ID SEC NUM. 6) y Hpl-229 - 5’GTAGTGATGCCATGTAACTGAATC-3’ (ID SEC NUM.
7).

Patron de expresion del transcrito del gen de heparanasa (hibridacion in situ): La hibridacién in situ facilita la
determinacion de la distribucién de los transcritos de Apa en tejidos normales y malignos. Con este fin, se procesaron
secciones finas de muestras de biopsia para hibridacién in sifu y se hibridaron con una sonda de RNA antisentido
para el gen hpa. Los experimentos presentan el poder de resolucidn para identificar inequivocamente el tipo celular de
expresion, sean células tumorales, macr6fagos tisulares, mastocitos o plaquetas. Se trataron secciones con proteinasa
K para exponer el RNA diana y bloquear los sitios de unién no especifica antes de la adicién de la sonda (34). Para
la hibridacién in situ se prepararon dos sondas de marcaje con digoxigenina, una en la direccién codificante y la otra
en la direccion antisentido. Se transcribieron ambas a partir de un fragmento de unas 24 pb de la secuencia del DNAc
de hpa (nucledtidos 728-1351,ID SEC NUM.: 1 y 3) clonado en los sitios EcoRI-HindIII del vector de transcripcion
pT3T7-Pac (un vector modificado derivado de pT3T7, Pharmacia), utilizando RNA polimerasa T3 (para la antisentido)
o T7 (para la codificante), segtin el protocolo de los proveedores. Los portaobjetos se hibridaron bajo las condiciones
apropiadas con la sonda marcada y la sonda hibridada se visualiza utilizando los reactivos colorimétricos (NBT &
BCIP) (34). Las reacciones se pararon cuando se hubo alcanzado la intensidad deseada.

Deteccion in situ de la heparanasa mediante anticuerpos: Las células CHO transfectadas con hpa y las no trans-
fectadas se pusieron en placas sobre portaobjetos de cultivos tisulares de 8 cdmaras (Nunc). Las células se fijaron en un
95% de etanol y un 5% de 4cido acético durante 5 minutos a 20°C. Se permeabilizaron las células utilizando un tampén
de permeabilizacién (HEPES 20 mM, pH 7.4; sacarosa 300 mM; NaCl 50 m; MgCl, 3 mM; 0,5% de Titon X-100)
durante 4 minutos a 4°C. Las peroxidasas enddgenas se bloquearon utilizando un 0,3% de H,0, en metanol y los sitios
de unién no especificos se bloquearon utilizando un 5% de suero de caballo en PBS. El anticuerpo antiheparanasa
monoclonal (sobrenadante de hibridoma) se aplicé e incubd con las células durante la noche a temperatura ambiente.
Dicho anticuerpo se quitd y el anticuerpo secundario biotinilado (ratén anticaballo, Vector, sistema Vectastain ABC) se
afiadi6 durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se detectd la inmunotincion utilizando diaminobenzidina y H,0O,
(comprimidos Sigma) hasta que se consigui6 la intensidad de tincién deseada. Los portaobjetos se contracolorearon
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con la hematoxilina de Mayer. La inmunotincién con los anticuerpos policlonales se realizé bajo las mismas condi-
ciones, el anticuerpo con la afinidad purificada se utilizé en una dilucién 1:500. EI anticonejo de caballo biotinilado
se utiliz6 como un anticuerpo secundario (Vector, sistema Vectastain ABC). Los frotis sanguineos se prepararon de un
donante sano y la fijacién y la tincién se realizaron tal y como se ha descrito arriba.

Produccion de anticuerpos mediante el método de inanicion (39): Los cultivos que alcanzaron la densidad celular
de 2x10° células/ml o superior se utilizaron para la produccién de los anticuerpos. Las células se quitaron de los
frascos con la pipeta y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos para sedimentar las células. Los sedimentos
celulares se suspendieron en DMEM basal (sin afiadir suero) y se centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos. Este
procedimiento se repitié una vez mas y los sedimentos celulares resultantes se suspendieron en el volumen original del
medio DMEM basal igual que antes de la centrifugacion. La suspension celular se plaquearon en nuevos frascos T-
175 y se situaron dentro de la incubadora. Tras 48 h, se sedimentaron las células mediante centrifugacién a 3.500 rpm
durante 10 minutos. Los sobrenadantes de cultivo se filtraron a través de un filtro con el tamafio de poro de 0,2 micras
(Nalgene, Cat. Num. 156-4020) y se afiadi6 con azida sédica al 0,05% de concentracién final. Los sobrenadantes de
cultivo se mantuvieron refrigerados hasta la purificacién.

Adaptacién de los hibridomas al medio libre de suero: Las células de hibridoma se sembraron a 3x10° células/ml en
duplicados en una placa de agrupacién en un medio libre de suero. El suero se afiadi6 a los pocillos a una concentracién
final del 5%, 1,25%, 0,63%, 0,31% y 0%. Cada tres dias de cultivo, la viabilidad de las células se determiné en los
pocillos. Los pocillos que tenian mas del 80% de células viables fuera de la poblacién celular total (tal y como se
determiné mediante la tincion Trypan Blue) se utilizaron para continuar el proceso de adaptacion. Estas células se
cambiaron al medio libre de suero que contenia la mitad del porcentaje del suero igual que antes. Después de tres dias
mas el proceso de evaluacion de la puntuacién de viabilidad de las células y la alimentacién con los medios frescos
se repitié hasta la eliminacién completa del suero a partir de las células. Las células se consideraron adaptadas si
tenfan mas de un 80% de la poblacién celular viable después de como minimo tres dias de cultivo sin suero. Este
procedimiento se adapté de “Los anticuerpos monoclonales” de J. H. Perets et al. Springer Publisher.

Purificacion de anticuerpos monoclonales: La purificacion se llevé a cabo mediante cromatografia de afinidad
utilizando Proteina G (39, 40). Se utilizaron 2,5 ml de Proteina G Sefarosa 4 (Fast Flow)(Pharmacia Nim.de Cat.
17-0618-01) para maximizar cada columna (Bio Rad, Nim.de Cat.737-1517). El flujo para el empaquetamiento de
las columnas fue de 4 ml/min. La columna se equilibré con 100 ml de PBS, pH 7,2. Se cargaron los sobrenadantes
(filtrados y suplementados con azida sédica, como se ha descrito anteriormente) en la columna a un flujo de 1 ml/min.
La columna, después de ser cargada, se lavé con 80 ml de PBS, pH 7,2, a un flujo de 4 ml/min. La elucién se realizé
con 12 ml de un tampodn de glicina-HC1 0,1 M, pH 2,7, a un flujo de 1 ml/min. Se recogieron fracciones de un ml en
tubos que contenian 0,3 ml de Tris 1 M, pH 9,0. Se lav6 de nuevo la columna después de la elucién con 50 ml del
tamp6n de elucién a un flujo de 4 ml/min. Entonces se regenerd la columna pasando 50 ml de tamp6n regenerador
(tampodn de glicina-HCI 0,1 M, pH 2,5). Una vez regenerada, se neutralizé inmediatamente con 100 ml de PBS, pH
7,2. Se afiadi6 azida sodica al 0,1% y se guardé la columna en la nevera.

Se analiz6 el contenido en proteinas de las fracciones eluidas mediante el método de determinacién de proteinas
Bradford. De acuerdo con los resultados obtenidos, de 4 a 6 fracciones fueron mezcladas y dializadas tres veces (tubos
de didlisis Spectrum, MWCO 6.000-8.000, Num. Cat. 132653) frente a 500 ml de tamp6n PBS, pH 7,2, con azida
sddica al 0,05%, o frente a PBS, pH 7,2, con timerosal al 1% (Sigma, Nim. Cat. T-8784) afiadido. Tras la didlisis las
muestras se conservaron a 4°C.

Marcaje de HP239 con biotina: Se dializ6 un anticuerpo que contenia solucién PBS a 1,9 mg/ml frente a NaCO3
0,1 M (Sigma, Num. Cat. S-5761), pH 8,3-8,5, dos veces, durante cuatro horas cada vez, a 4°C. Los tubos de didlisis
eran de Spectrum (Spectra/Por, MWCO 6.000-8.000). El marcaje del anticuerpo con biotina se realizé afladiendo éster
de N-hidroxisuccinimida-biotina amido caproato (Sigma Nudm. Cat. B2643) disuelto en DMSO (Merck Niim. Cat.
2950) a la solucidén de anticuerpo. Se afiadieron 80 ul de la solucién de éster de N-hidroxisuccinimida-biotina amido
caproato a 1 ml de la solucién de anticuerpo. La mezcla se agité inmediatamente en un vortex, se cubrié con hoja de
aluminio para evitar la exposicion a la luz y se dej6 a temperatura ambiente durante cuatro horas para que tuviera lugar
el marcaje. Una vez completado el periodo de marcaje, la solucién de anticuerpo se dializé dos veces frente a PBS
afiadido con azida sodica a 0,05% y se conservé en la nevera.

Ensayo HABA: El ensayo HABA se realiz6 en anticuerpo biotinilado con el fin de determinar la proporcién molar
entre las moléculas de biotina y de anticuerpo. El resultado de este ensayo es la proporcién B/P que indica el grado
de marcaje del anticuerpo. Con este fin se disolvié 1 mg de Avidina (Sigma, Nim. Cat. A-9275) en tamp6n fosfato 50
mM con NaCl 0,15 M, pH 6,0. Se disolvieron 2,42 mg de dcido 2-(4’-hidroxiazobenceno) benzoico (HABA) (Pierce,
Nuim. Cat. 28010) en 1 ml de solucién de NaOH 10 mM. Se disolvieron 0,5 mg de d-Biotina en 1 ml de tampdn fosfato
50 mM con NaCl 0,15 M, pH 6,0. La solucién de Biotina se diluy6 de 0,5 mg/ml a 0,05 mg/ml en tamp6n fosfato
50 mM con NaCl 0,15 M, pH 6,0. Se trazé la curva estdndar para la Biotina afiadiendo 25 ul de solucién HABA a
0,5 ml de solucién de Avidina y transfiriéndola a cubetas de cuarzo. La DO se determiné a 500, luego se afiadieron a
la cubeta 5 ul del anticuerpo conjugado y se volvié a determinar la DO a 500 nm. Este proceso se repitié hasta que
DO500 descendi6 hasta el valor obtenido con 1 ug de biotina por muestra en la curva estdndar. Ademads de la curva
estandar también se trazé la curva del conjugado y se calcul6 la cantidad de biotina unida.
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Mapeo de epitopos: Un fragmento de 1,7 kb de DNAc de hpa (un DNAc de hpa clonado en pfastBacHTA, véase
la Patente estadounidense Num. 5.968.822) fue digerido por diversas enzimas de restriccién para crear deleciones
seriadas en los dos extremos 3’ y 5° del marco de lectura abierto (ORF) de la heparanasa de la siguiente manera:

(1) deleciones 3’: fragmento EcoRI-BstEIl que codifica los aminodcidos del 1 al 465, delecién de un fragmento
Ndel-Xbal para generar un ORF de 347 amino4cidos (1-347) y una delecion del fragmento AflII-Xbal para generar un
OREF de 229 aminoacidos (1-229).

(ii) deleciones 5’: fragmento BamHI-Xhol que codifica 414 aminodcidos (130-543), un fragmento AfllI-Xhol que
codifica 314 aminoécidos (230-543), un fragmento Ndel-Xhol que codifica 176 aminoacidos (368-543) y un fragmento
BstEII-Xhol que codifica 79 aminodcidos del marco de lectura abierto de la heparanasa (465-543).

Los segmentos de heparanasa fueron expresados en un sistema de expresién de Baculovirus, basicamente como
se describe en la Patente Estadounidense Num. 6.348.344. Se subclonaron los fragmentos en el vector pfastBacHT
para generar constructos de fusion identificados con His. Se generaron baculovirus recombinantes que contenian los
diversos fragmentos mediante el sistema “Bac to Bac” (GibcoBRL) segtin las recomendaciones del fabricante. Se
analizaron extractos de células Sf21 que expresaban varios segmentos de la proteina de heparanasa. Los segmentos de
heparanasa recombinantes fueron detectados mediante transferencias Western (Western blots).

Andlisis de subtipos: El andlisis de subtipos de sobrenadantes de cultivos celulares de hibridoma se llevé a cabo
utilizando el equipo de isotipificacién de anticuerpos monoclonales de inmunotipo de ratén de Sigma y el equipo de
isotipificacién de anticuerpos monoclonales de ratén Isostrip de Boehringer Mannheim, segtin las instrucciones del
fabricante.

Principio del ELISA tipo sdndwich: el reconocimiento preciso de heparanasa se realiza con dos anticuerpos mo-
noclonales (HP-117 y HP-239) obtenidos tras la inmunizacién de ratones con proteina de heparanasa. El ELISA de
heparanasa p60 estd basada en el método sandwich de doble anticuerpo. Se prepararon dos anticuerpos monoclonales
contra sitios estéricamente remotos de la molécula de heparanasa: el primero, (HP-117) recubierto en la fase sélida
del ELISA; el segundo (HP-239), biotinilado, se utiliza como un anticuerpo detectable (trazador). Las moléculas de
heparanasa presentes en los estdndares o en las muestras a ensayo quedan atrapadas entre los dos anticuerpos a modo
de “sandwich”. El exceso de trazador no unido se elimina facilmente durante el paso de lavado y el ELISA solo retiene
la combinacién anticuerpo/antigeno/trazador absorbida. La cantidad de color generado es directamente proporcional
a la cantidad de heparanasa presente en el estindar o en las muestras. La heparanasa recombinante utilizada como
estdndar fue producida en baculovirus y purificada del modo que se describe en la solicitud de Patente estadounidense
09/260.038.

El ELISA de heparanasa p60 contiene pocillos microtituladas prerecubiertos en una solucién de recubrimiento
(tampodn de carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6) con anticuerpo monoclonal (HP-117) antiheparanasa y bloqueado
con solucién bloqueante (PBS-1%, BSA-0,05% y Tween-20) para evitar la unién no especifica. Se afiadié a cada po-
cillo de ensayo un volumen medido de muestra o de estdndar de heparanasa diluido en diluyente de muestra (PBS-
1%, BSA-0,05% y Tween-20-0,1% SDS) y se incubaron para permitir la unién de cualquier heparanasa presente a
anticuerpos en la placa microtitulada. Los pocillos se lavaron con solucién de lavado (PBS-0,05%, Tween-20) y se
afiadi6 un anticuerpo biotinilado antiheparanasa que se unia a la heparanasa capturada durante la incubacidon. Tras el
lavado se afiadi6 un reactivo de neutravidina conjugado con peroxidasa, que se unia a la biotina del inmunocomplejo
en la placa durante la incubacién. Seguidamente, se lavaron los pocillos y se les afiadi6 una solucién sustrato (tetra-
metilbencidina-TMB) que produjo un color azul en presencia de peroxidasa. Se paro la reaccién de color mediante la
adicién de 4cido (4cido sulftrico 2 M) que cambia el color azul a amarillo. La intensidad del amarillo es proporcional
a la cantidad de heparanasa presente en las muestras o estdndares. Se midié la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
en referencia a 630 nm. Se generd una curva estdndar representando el log de la absorbancia respecto al log de la
concentracion del estdndar de heparanasa (Figura 24). Se determiné la concentracién de heparanasa del espécimen
desconocido comparando la densidad 6ptica del espécimen con la curva estandar. El estandar utilizado en este ensayo
es heparanasa humana recombinante calibrada frente a BSA en gel de poliacrilamida SDS.

Resultados del experimento

Expresion diferencial del gen Apa en el carcinoma de mama humano y las lineas celulares de carcinoma de ma-
ma: La RT-PCR semicuantitativo se aplic6 para evaluar la expresion del gen hpa por parte de las lineas celulares de
carncinoma de mama humano que muestran diferentes grados de metdstasis (35, 36). Mientras que la linea de car-
cinoma de mama MCF7 no metastdsico no expres6 los 585 pb de DNAc del gen hpa (Figura 1, carril 1), las lineas
celulares de carcinoma de mama moderadas (MDA 231, Figura 1, carril 2) y muy metastdsicas mostraron un aumento
marcado en la expresion del gen Apa. La expresion diferencial del gen hpa se reflejé con un patrén diferencial similar
de la actividad de la heparanasa. Tal y como muestra la figura 2a, los lisados de las células MCF-7 mostraron poca o
ninguna actividad de la heparanasa comparada a la actividad moderada y alta expresada por las células MDA-231 y
MDA-435, que se caracterizan por la posesion de un potencial metastdsico moderado y alto en los ratones desnudos,
respectivamente.

El mismo patrén de la expresion del gen hpa y de la actividad de degradacion del heparan sulfato se observo en
otro modelo de cancer de mama. Mientras que la linea celular de mama displastica ZR75 (=MCF10A) a partir de las
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células epiteliales de mama fibroquisticas mostraron poca o ninguna expresion del gen hpa (Figura 1, carril 4), 1a linea
celular ZR75 transfectada (MCF10AT y MCF10AT3B) expreso el gen hpa (carriles 5 y 6) en correlacion con su po-
tencial metastdsico. Las células altamente metastasicas MCF10AT3B se obtuvieron a partir de una tercera generacién
de tumores xenoijertados (36). La actividad de la heparanasa expresada por las lineas celulares era correlativa a su
comportamiento metastasico (Figura 2b).

En los siguientes experimentos, se utilizaron sondas de RNA marcadas con dioxigenina sentido y antisentido
(fragmento de 600 pb del DNAc hpa) para detectar el tejido de mama humano incrustado en archivales con parafina
para la expresion de las transcripciones del gen Apa mediante la hibridacion in situ.

Tal y como se muestra en las figuras de la 3a a la 3f, se observo la expresion masiva de gen /pa en el carcinoma
de mama invasivo (3a) y en el adenocarcinoma de mama (3c). El gen Apa ya habia sido expresado por las células
epiteliales diferenciadas de mama fibroquistica premaligna (3b) y en el tejido de carcinoma de mama que rodeaba la
zona de la necrosis tumoral donde apenas se observé tincién (3d). A diferencia del tejido maligno, el tejido de mama
normal fall6 en la expresion de la transcripcién de Apa tal y como desveld la falta de tincién en el tejido derivado de
la mamoplastia de reduccién, tanto con las sondas antisentido (3e) y sentido (3f) de hpa.

En conjunto, estos resultados muestran una expresion preferencial de las células de carcinoma de mama malignas
del gen hpa, indicando una posible aplicacién en el diagndstico temprano de la enfermedad, en concreto en vista de la
tincion positiva ya detectada en el estadio fibroquistico.

Carcinomas de vejiga y prostata humanos: El andlisis de RT-PCR de varias lineas celulares de carcinoma de
prostatas y de vejiga humanos también sugirieron la expresion diferencial del RNAm del ipa. Tal y como muestra la
Figura 4, ambas lineas celulares de préstata DU145 (carril 1) y PC3 (carril 2) mostraron una elevada expresion del
RNAm del hpa a diferencia de la carencia, o no detectable, de expresion en una biopsia de tejido de préstata normal de
adulto (carril 3). De una forma parecida, tal y como se demuestra en la figura 5, la variante altamente metastasica (T50)
de la linea celular de carcinoma de vejiga humana MBT2 no metastasica mostré una expresion mucho mads elevada del
gen de hpa (carril 2) en comparacién con la linea celular MBT?2 (carril 1). La diferencia también se reflej6 mediante
una actividad de heparanasa elevada ocultada en el medio de cultivo de las células T50 agresivas, en comparacién con
la actividad no detectable en el medio de las células MBT?2 parentales (Figuras 6a a 6¢).Una vez mads, la expresion
diferencial observada del gen hpa y la actividad enzimatica apuntan hacia una posible aplicacién en el diagnéstico de
los carcinomas metastdsicos de prdstata y vejigas humanas.

Melanoma de raton y linfoma T: La expresion diferencial del RNAm del Apa y la actividad de degradacién de
heparén sulfato, en correlacién con el potencial metastdsico en los ratones también se demostré en los estudios con
melanoma B16 y linfoma T de ratén. De hecho, los sistemas celulares de melanoma (9, 37) y de linfoma (11) fueron
los primeros sistemas experimentales que apuntaron hacia un papel importante de la heparanasa en la invasién de las
células tumorales y la metastasis. La clonacién de la presente invencién del DNAc de hpa, que codifica la enzima de
heparanasa, proporciona, por primera vez, la evidencia de que la diferencia en la actividad de la heparanasa es debida
en primer lugar a una expresion preferencial del gen Apa mediante las células tumorales altamente metastasicas. Por
lo tanto, tal y como muestran las Figuras 5 y 7, las lineas celulares del linfoma Esb altamente metastdsico (Figura 5,
carril 4) y del melanoma B16-F10 (Figura 7, carril 1), expresaron el gen ipa hasta una extensién mucho mads elevada
en comparacion con las células parentales poco metastasicas del linfoma Eb (Figura 5, carril 3) y del melanoma B16-
F1 (Figura 7, carril 2). Los respectivos niveles bajos y elevados de la actividad de la heparanasa mediante estas lineas
celulares ya se comentaron en estudios anteriores (9, 11, 37).

Melanoma humano: La expresion preferencial del gen hpa y la actividad enzimdtica también se observé en las
células obtenidas a partir de las biopsias de melanoma humano y de tejido nervioso normal. Las muestras de biopsia
de melanoma maligno habitualmente se procesan para el cultivo celular en el departamento de oncologia (Hadassah
Hospital, Jerusalem) con propésitos de inmunotratamiento. Las células cultivadas obtenidas a partir de 16 de 16
pacientes (véase también la Tabla 1, abajo) expresaron el gen /ipa, tal y como desvel6 la RT-PCR (Figura 8a, carril 1, un
paciente representativo). Las células de melanoma obtenidas de 3 de estos pacientes se analizaron para la degradacién
de los proteoglicanos de heparan sulfato solubles y se observé que eran altamente activos (Figura 8b). A diferencia
de esto, las células obtenidas a partir de un tejido de nervio no maligno no mostraron ni una expresion detectable del
RNAm del hpa (Figura 8a, carril 2) ni actividad enzimatica (Figura 8b).

Se obtuvieron resultados similares utilizando las muestras de biopsia incrustadas en archiviales de parafina y la
hibridacién in situ. Una vez mds, el marcaje citoplasmético del RNAm del spa se observé en las secciones tisulares
de las muestras metastdsicas obtenidas a partir de 3 pacientes distintos con melanoma maligno (Figuras 9a y 9c a
9d), pero no a partir de un nervio no maligno (Figura 9b). En conjunto, estos resultados implican un posible uso de
los cebadores especificos del Apa, las sondas de dcido nucleico y los anticuerpos en el diagnéstico temprano de la
metdastasis del melanoma.

Carcinoma de higado humano: La enzima de heparanasa primero se purificé en el laboratorio a partir de una linea
celular de hepatoma humano (Sk-Hep-1). De hecho, las secuencias de aminodcidos obtenidas de la heparanasa de
hepatoma purificado se utilizaron para clonar el gen Apa. Los estudios de hibridacién in situ revelaron una expresion
intensa del gen /Apa en las secciones tisulares obtenidas del carcinoma hepatocelular humano (Figuras 10a a 10b) y del
adenocarcinoma de higado (Figura 10c). El tejido de higado normal adulto no expresé el RNAm del ipa (Figura 10d).
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Sin embargo, si se expresé en el higado humano embrionario (Figura 10e). Cada uno de estos ejemplos claramente
apoya el uso de las sondas moleculares especificas de heparanasa como herramientas para el diagndstico temprano del
céncer humano y su propagacion y respuesta a los tratamientos contra el cancer.

Otros tumores humanos: Una expresion preferencial del gen hpa se observé claramente mediante la hibridacion
in situ realizada con las muestras de biopsias de varios carcinomas humanos diferentes en comparacién con sus ho-
moblogos de tejidos normales. Tal y como muestran las figuras de la 11a a la 11f, se observé una expresion intensa
del gen hpa en las secciones tisulares obtenidas a partir del adenocarcinoma de los ovarios (Figura 11a), el carcinoma
de células escamosas del cérvix (Figura 11c) y el adenocarcinoma de colon (Figura 11e). A diferencia de esto, hubo
poca o ninguna expresion del RNAm del iipa en las secciones tisulares humanas obtenidas a partir de ovarios normales
(Figura 11b), cérvix (Figura 11d) e intestino delgado (Figura 11f). Las pocas células tefiidas en las muestras tisulares
normales fueron macréfagos y neutréfilos de infiltracién solos.

La tincién positiva del gen hpa también se vio claramente en el adenocarcinoma del estomago (Figura 12a), el
teratocarcinoma (Figura 12b), el adenocarcinoma endometrial bien diferenciado (Figura 12¢), el adenocarcinoma del
pancreas (Figura 12d) y el mesotelioma (Figura 12e). Cada uno de estos ejemplos apoya claramente el uso de las
sondas moleculares especificas de heparanasa como herramientas para el diagndstico temprano del cdncer humano y
su propagacion y respuesta a los tratamientos contra el cancer.

Leucemia y linfoma humano: Anteriormente se han aplicado mediciones de consumo de tiempo de la actividad de la
heparanasa y se demostré que las células leucémicas mieloides humanas crénicas y agudas (AML y CML), a diferencia
de las células leucémicas linfociticas crénicas (CLL), expresan y secretan facilmente la heparanasa. La capacidad
de los cebadores especificos de heparanasa facilita que las células de linfoma y leucemia humanas determinen mas
rdpida y sensitivamente la expresion del gen hpa. Para este propoésito, los leucocitos (obtenidos a partir de pacientes
con leucemia y linfoma) se purificaron en el Ficoll-hypack y se sometieron a un aislamiento total de RNA y a la
determinacién por RT-PCR del RNAm del Apa. En total, se analizaron las células de 69 pacientes. Los pacientes
representativos aparecen en las figuras de la 13a a la 13 b y los resultados estan resumidos en la Tabla 1 de abajo. Las
células de 31 de los 31 pacientes con CLL mostraron una expresién indetectable del gen hpa (Figura 13a, carriles 1
ala 5, Figura 13b, carriles 2, 7, 10 y 12) a pesar del estado de la enfermedad. Se obtuvieron resultados similares con
las células de 4 de los 4 pacientes con linfoma no-Hodgkin (NHL)(Figura 13b, carriles 5 y 6). Ambas células, as CLL
y las NHL representan las células B principalmente diferenciadas. Al contrario, el RNAm del /pa lo expresaron las
células obtenidas de 14 de los 14 pacientes con AML (Figura 13b, carril 11). Estas células representan los mieloblastos
no diferenciados de los neutréfilos y monocitos de origen. El RNAm del Apa se expresé en las células de 1 de los 3
pacientes con CML, y en 2 de los 2 pacientes con leucemia linfocitica aguda. Sorprendentemente, los leucocitos
obtenidos de la sangre del cordén umbilical mostraron poca (un caso) o ninguna expresion (13 casos mds) del gen
hpa en las muestras de sangre de cordén diferenciadas (Figura 14, Tabla 1, abajo). Estas preparaciones de sangre de
cordén se enriquecen con células madre hematopoyéticas. Los estudios con lineas celulares establecidas (Figura 15)
revelaron que no existia expresion del RNAm del /pa en el linfoma B de Burkitt (es decir, Raji, Daudi, DG-75, carriles
2 a 4, respectivamente), en oposicion a la linea celular linfoblastoide normal B (Ebv transformado) madura (es decir,
monga, Figura 15, carril 1) y la eritroleucemia (K-562, carril 5).

Aparentemente, la expresién de la heparanasa puede distinguir entre el linfoma celular B diferenciado (CLL y
NHL) y la leucemia linfoblastoide y mielocitica no diferenciada (AML y ALL) (Tabla 1). La falta de expresion del gen
hpa por parte de los leucocitos de cordén umbilical facilitarian la distincién entre los leucocitos normales tempranos
(hpa negativo) y las células leucémicas tempranas (hpa positivo). Ademds, la presencia de la heparanasa distinguiria
entre las células leucémicas linfaticas tempranas (hpa positivo) y las células de linfoma y leucemia B tardia (hpa
negativo).

TABLA 1
Expresion del RNAm de hpa (RT-PCR) en la leucemia humana, el linfoma y el melanoma

Tipo Num. de pacientes Num. de hpa positivos Num. de Apa negativos
CLL 31 0 31
AML 14 14 0
ALL 2 2 0
CML 3 1 2
NHL 4 0 4
Sangre del cordén 14 1 13
Melanoma 16 16 0
Nervio (normal) 3 0 3

Actividad de la heparanasa en la orina de pacientes con cdncer: Se analiz6 la actividad heparanasa de muestras de
orina en un intento de aclarar el grado de implicacién de la heparanasa en la progresién tumoral y su importancia en
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el cancer humano. Se determind la actividad heparanasa mediante incubacién de orina con proteoglicanos de sulfato
solubles marcados obtenidos de la digestion por tripsina de matriz extracelular subendotelial marcada metabdlicamente
con Na,*S0,. La actividad heparanasa dio como resultado la conversién de un sustrato marcado de sulfato de alto
peso molecular (PM) en fragmentos de degradacién de hepardn sulfato de bajo PM, determinada por andlisis de
filtracion en gel. Se detect6 actividad heparanasa en la orina de 21 (carcinoma de células renales, carcinoma de mama,
rabdomiosarcoma, cdncer de estdmago, mieloma) de los 157 pacientes con cdncer. En las Figuras 16a a 16¢ se muestran
tres ejemplos. En la orina de pacientes con una enfermedad agresiva (principalmente carcinoma de mama, Figuras 16b
y 16¢, y mieloma multiple, Figura 16a) se determinaron niveles altos de actividad heparanasa mientras que en la orina
de donantes saludables no se detectd actividad alguna (Figura 16d). Se supone que con un ELISA mds sensible se
detecte la proteina heparanasa en estadios iniciales de la enfermedad. La orina también puede contener inhibidores de
heparanasa (es decir, GAG) por lo que un ensayo de actividad puede subestimar el nimero de pacientes con proteina
heparanasa urinaria positiva.

Actividad heparanasa en la orina de pacientes diabéticos: La microalbuminuria y la proteinuria de la nefropatia
diabética estdn causadas por una reduccion de los proteoglicanos de heparan sulfato (HSPG) de la membrana basal
glomerular (MBG). Este estudio identificé actividad heparanasa en células mesangiales de rata cultivadas y postuld
que la reduccién de HSPG glomerular es secundaria respecto a la actividad heparanasa glomerular aumentada y que
esto ultimo se manifestard con un incremento de heparanasa urinaria. Se analizé la actividad heparanasa urinaria
en muestras de 70 pacientes con diabetes tipo I y en 40 controles de sexo y edad correspondientes, como se ha
descrito antes. Los resultados se resumen en la Tabla 2, a continuacién. Hubo 50 pacientes normoalbumintricos (NA)
mientras que 20 presentaban microalbuminuria (MA). Se detectd actividad heparanasa urinaria en 13 de 70 (19%)
pacientes diabéticos mientras que en el grupo control no se encontré ninguna (p = 0,002). El 16% de los pacientes con
NA y el 25% de los pacientes con MA mostraron actividad heparanasa urinaria (Figuras 16g y 16h). Es interesante
destacar que por encima del 80% de los pacientes que dieron positivo para la heparanasa eran mujeres. Los pacientes
que dieron positivo para la heparanasa presentaban niveles de glucosa en sangre (p = 0,0005) y HbA1C (p = 0,03)
significativamente mds altos al compararlos con los pacientes diabéticos que dieron negativo para la heparanasa. Este
es el primer estudio que sugiere un rol de la heparanasa en la patogenia de la nefropatia diabética. La heparanasa
urinaria puede ser un marcador inicial de la participacion renal en los pacientes con diabetes tipo I que permita
adelantarse a la MA. Lo mas probable es que la presencia de actividad heparanasa en la orina de pacientes con IDDM
(Diabetes Mellitus Insulinodependientes) micro o normoalbumintiricos se deba a una nefropatia diabética, el trastorno
mads importante que causa por si solo la insuficiencia renal en adultos.

TABLA 2

Actividad heparanasa en orina de pacientes con IDDM

Num. Edad Sexo Duracién Presién GFR Positivos
de media de la arterial para
pacientes enfermedad heparanasa
Normo- 50 26,2+ 8,5 | 26 hombres | 165+73 | 112+ 17 134 + 25 8/50 (16%)
albuminuria anos 24 mujeres anos ml/min/1,73 m?
Micro- 20 26,5+ 11,3 | 10 hombres | 14,5+7,9 | 115+ 13 128 + 26 5/20 (25%)
albuminuria afnos 10 mujeres anos ml/min/1,73 m?

La determinacién repetida de la heparanasa urinaria en nueve pacientes con IDDM dio resultados similares (seis
negativos y 3 positivos) al andlisis inicial realizado tres meses antes. Los resultados del presente estudio sugieren que
la actividad heparanasa puede desempefiar un papel en la regulacién del nimero de sitios aniénicos de HSPG en la
MBG y por tanto modular las propiedades de permeabilidad selectiva de la membrana basal glomerular.

El heparén sulfato contribuye a la unidad e integridad de la MEC al unirse a diversas moléculas de la MEC como el
coldgeno, la laminina, la fibronectina, la trombospondina y la tenascina. Por esta razén la escision del heparan sulfato
puede provocar la desintegracion de la MEC lo que conllevaria una pérdida de sus propiedades de barrera. En este
estudio se ha identificado la expresion de actividad heparanasa en células mesangiales (no mostrado). La heparanasa,
una vez secretada en las células mesangiales estimuladas, degrada el heparan sulfato de la MBG lo que permite su
paso al espacio urinario.

La actividad heparanasa también se detecté en la orina de pacientes proteindricos que no padecian diabetes (Figuras
16e y f). Entre ellos habia pacientes con glomeruloesclerosis focal segmentaria, sindrome nefrético de cambio minimo
y sindrome nefrdtico congénito, lo cual indicaba que la participacion de la heparanasa en la generacion de proteinuria
quizas no se limite a la nefropatia diabética. La actividad heparanasa urinaria parece detectarse con mayor frecuencia
a medida que aumenta el grado de proteinuria. Se detecté heparanasa activa en la orina del 15% de los pacientes con
diabetes tipo I normoalbumintiricos y en el 25% de los microalbumindricos. La prevalencia alcanzé el 48% en un
grupo de 28 pacientes macroalbumindricos con NIDDM.
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La nefropatia diabética, que se presenta en aproximadamente el 30% de los pacientes con diabetes tipo I, es una de
las causas principales de insuficiencia renal terminal. El hecho de que no se sea capaz de discriminar la subpoblacién
que desarrollard una lesion renal previamente a la aparicién de la microalbuminuria, 10 a 15 afios tras el diagndstico
de diabetes, provoca que no se pueda cambiar significativamente la historia natural de la enfermedad. La actividad
heparanasa urinaria es un parametro distintivo, que se da en el 30 al 35% de mujeres normoalbuminuricas, dentro de
un grupo de pacientes por lo demds homogéneo.

Este es el primer resultado que sugiere un rol de la heparanasa en la patogenia de la proteinuria en la diabetes tipo
I. Es evidente que la medicion de la actividad heparanasa urinaria lleva mucho tiempo y no es suficientemente precisa.
Ademads, en el presente estudio se ha demostrado la presencia de un inhibidor de la heparanasa de mamifero en la ori-
na de individuos normales. Actualmente se estd estudiando la naturaleza de la sustancia inhibidora que posiblemente
sean glicosaminoglicanos urinarios. Por tanto, la actividad heparanasa urinaria es el resultado de un equilibrio entre
la presencia de la enzima y la de su inhibidor(es) en la orina. Por esta razon, para fines diagndsticos la inmunodetec-
cién de la proteina heparanasa representa un enfoque mds preciso y directo. En conjunto, los resultados del presente
estudio indican que los anticuerpos antiheparanasa que identifican el antigeno de la heparanasa se pueden aplicar en
el diagnéstico precoz de metdstasis de cancer o enfermedades renales. Tal como se ha expuesto anteriormente, es
posible que la heparanasa traspase la barrera de filtracién de la membrana basal glomerular y de la MEC simplemente
gracias a su capacidad de degradar las regiones de HS responsables de sus propiedades de permeabilidad selectiva.
Por lo tanto, se espera que la heparanasa urinaria refleje la presencia de heparanasa en la circulacién y de este modo
constituya un marcador preciso de enfermedades metastdsicas, inflamatorias y renales. Es de especial importancia la
capacidad potencial de seguir el curso de la progresion y extension tumoral, la respuesta a tratamientos contra el cdncer
y posibles recidivas de la enfermedad en un paciente dado. La administracién dirigida de farmacos y el tratamiento
farmacoldgico dirigido son otro aspecto del uso de estos anticuerpos.

Anticuerpos policlonales antiheparanasa: Se analiz6 por transferencia Western-blot la reactividad de antisueros
provenientes de conejos inmunizados con diversos segmentos de heparanasa recombinante expresada en E. coli y con
la heparanasa expresada en Baculovirus (Figuras 17a y b). En ambos casos el anticuerpo monoclonal reconocié en
la heparanasa recombinante derivada de E. coli proteinas del tamafio esperado, unos 60 kDa para el marco de lectura
abierto completo (carriles 2), unos 45 kDa para los 414 aminodacidos codificados por el fragmento de hpa BamHI-
Kpnl (carriles 3) y 35 kDa para los 302 aminodcidos codificados por un fragmento de hpa BamHI-HindlIII (carriles
4). Se reconocié una proteina de aproximadamente 65 kDa en el medio de células de insecto Sf21 infectadas con el
Baculovirus recombinante pFhpa (carriles 7).

La especificidad de los anticuerpos policlonales purificados por afinidad se determiné por transferencia Western-
blot con heparanasa recombinante expresada en varios sistemas de expresion: células deinsecto infectadas con bacu-
lovirus, la levadura Pichia pastoris y células CHO transfectadas con el DNAc de Apa. Para ver detalles acerca de los
clones de Pichia y CHO véase la Patente estadounidense Nim. 6.348.344.

La especificidad del anticuerpo purificado se muestra en la Figura 18. El anticuerpo purificado identificé una
proteina sencilla de unos 65 kDa expresada en Pichia pastoris (Figura 18, carril 4) y una banda principal de tamafio
similar expresada en células Sf21 infectadas con baculovirus recombinante (Figura 18, carril 1). En un clon de CHO
transfectado estable se detectaron bandas de 65 kDa y 50 kDa (Figura 18, carril 3) al compararlas con el control
negativo (Figura 18, carril 2). En varios experimentos se identificaron las dos formas de heparanasa recombinante
donde la forma mayor aparecia como 60 a 65 kDa y la menor como 45 a 50 kDa. El anticuerpo 7644 era mds especifico
y detect6 principalmente las bandas de la heparanasa recombinante. El 7460 detecté otras varias bandas de reaccién
cruzada.

Tal como se muestra en la Figura 19a, los anticuerpos policlonales brutos reconocieron bandas miltiples en pla-
quetas humanas (carriles 2 y 3), extractos celulares de neutréfilos (carriles 4 y 5) y en la linea celular de melanoma
murino B16 (carriles 6 y 7). Sin embargo, como se muestra en la Figura 19b, los anticuerpos purificados por afinidad
reconocieron las formas de 65 kDa y 50 kDa de heparanasa purificada de placenta (carril 1), dos bandas mayores en
extracto plaquetario, una banda superior de aproximadamente 50 kDa que se corresponde con la banda inferior de
la proteina purificada y una banda inferior de unos 30 kDa (carriles 2 y 3). En células de melanoma murino aparece
la proteina de 50 kDa, dos bandas de mayor peso molecular y varias bandas menores que representan proteinas de
reaccion cruzada y otras especies de heparanasa (carriles 6 y 7).

Anticuerpos monoclonales: Se analizé por ELISA la reactividad de ochocientos hibridomas, generados tras tres fu-

siones, contra heparanasa humana (nativa y desnaturalizada). Se seleccionaron ocho hibridomas positivos. La siguiente
Tabla 3 resume las caracteristicas de estos ocho hibridomas.

20



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 267 266 T3

TABLA 3
Reactividad relativa de sobrenadantes de hibridomas con heparanasa humana recombinante nativa y
desnaturalizada
Hibridoma ELISA Transferencia Western
Nativa Desnaturalizada

HP-6 - + n.d.

HP-40 +++ ++ n.d.

HP-45 + ++ n.d.

HP-92 ++ +++ n.d.

HP-117 ++++ +++ 60,45,42 kDa
HP-130 ++++ +++ n.d.

HP-239 ottt -+ n.d.

HP-303 - ++ n.d.

n.d. - no determinada

Se realizé una inmunotransferencia (inmunoblot) de heparanasa recombinante y nativa expresada en diversos tipos
celulares utilizando el sobrenadante del hibridoma HP-117 (Figura 20). En un extracto de células CHO transfectadas
estables (carril 3) y en extractos plaquetarios (carril 6) se detecté6 una banda mayor de aproximadamente 50 kDa.
En comparacién con el control negativo (carril 2 y 1 respectivamente) esta banda también se detecta en las células
transfectadas 293. En todos los extractos celulares de mamiferos se observé una banda de aproximadamente 42 kDa,
incluso en el control negativo. Probablemente, esta banda representa una proteina de reaccidn cruzada o una forma
endégena de heparanasa. La heparanasa recombinante de 65 kDa purificada a partir de un medio de células de insecto
infectadas por baculovirus se observa claramente en la carril 5 ademds de una banda de 53 kDa en la carril 6 que es el
tamaiio esperado de los 508 aminoécidos de polipéptido de heparanasa expresados en las células E. Coli.

Tanto los anticuerpos policlonales como los monoclonales se utilizaron con éxito para la deteccién de la hepa-
ranasa en las células intactas mediante la inmunohistoquimica. Los anticuerpos policlonales mostraron una tincién
especifica de las células CHO transfectadas con el vector de expresion pShaCdhfr tal y como se describe en la Patente
Estadounidense nim. 6/34.344, en comparacién con las células CHO no transfectadas que no se tifieron (Figuras 21a
y 21b). Con varios anticuerpos monoclonales se obtuvieron resultados similares. Las Figuras 22a y 22b muestran la
tincién especifica de la heparanasa en el citoplasma de las células CHO transfectadas, con el sobrenadante del HP-130
del hibridoma. En las células no transfectadas no se observé ninguna tincién. El HP-92 del anticuerpo monoclonal
mostré una tincién especifica de los neutrdfilos y las plaquetas del frotis sanguineo del donante sano (Figuras 23a a
23c). Este patrén de expresion es consecuente con los altos niveles de la caracteristica actividad de heparanasa de estas
células.

La disposicion de los anticuerpos de antiheparanasa hard posible el desarrollo de ensayos inmunoldgicos para
cribar los tejidos y los fluidos del cuerpo para la heparanasa. Un ELISA proporcionard un medio mds sensible y
practico para la deteccién, en comparacion con los ensayos actualmente disponibles de la actividad de heparanasa que
no parecen ser bastante sensibles para la deteccion de la enzima en el plasma y los fluidos del cuerpo no concentrados.

El ELISA proporcionard una herramienta de diagndstico poderosa para la determinacién cuantitativa de las con-
centraciones de heparanasa en el suero, el plasma, la orina y otros fluidos biol6gicos. Aunque las plaquetas y las
células activadas del sistema inmunolégico (11) pueden expresar la actividad de la heparanasa bajo ciertas condicio-
nes, se ha detectado poca o ninguna actividad de heparanasa en el plasma humano normal. La posibilidad manifiesta
que los pacientes con cdncer, en concreto con leucemia y linfoma, la heparanasa se oculta en el frotis sanguineo. De
hecho, los estudios realizados en esta invencién indican que tanto las células leucémicas mieloides humanas crénicas
como las agudas (AML y CML), pero no las células leucémicas linfocitarias (CLL), secretan cantidades sustanciales
de heparanasa durante la corta incubacién en PBS a 4°C.

Tal y como se ha descrito anteriormente, los niveles elevados de heparanasa se detectaron en el suero de animales
con tumor metastasico y pacientes con melanoma (13) y en biopsias de tumores de pacientes con cancer (15). Se
midieron niveles elevados de actividad de heparanasa en la orina de los pacientes con una enfermedad metastdsica
agresiva y no se detecté actividad en la orina de los donantes sanos.
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Cuantificacion de los niveles de heparanasa mediante la utilizacion de anticuerpos monoclonales (Mab): Se ais-
laron cinco hibridomas. La tabla 4 resume las caracteristicas de los distintos anticuerpos de ese modo producidos y
secretados tal y como se detalla mds abajo.

Mapeo de los epitopos: Para algunos fines es necesario determinar si los anticuerpos monoclonales individuales
dirigida contra el mismo antigeno se unen a epitopos idénticos o solapados. Se utilizé un método lineal para mapear
el epitopo reconocido por cada anticuerpo dentro de la proteina de heparanasa. Las mutaciones de deleciones seriadas
se realizaron y ensayaron para la produccién de los fragmentos que un anticuerpo podia reconocer. En la practica,
este método solo puede localizar los sitios de unién en una regién pequefia. Los sobrenadantes de dos anticuerpos
monoclonales, HP-117 y HP-239 se analizaron mediante Western blot para la reactividad con varios segmentos de la
heparanasa recombinante expresada en las células de insectos infectadas por el baculovirus. Como se puede ver en la
Figura 25, el anticuerpo monoclonal HP-117 reconocié un segmento de 79 aminodcidos en el C terminal del marco
de lectura abierto de la heparanasa (aminodcidos 465 al 543). El anticuerpo monoclonal HP-239 reconoci6 un epitopo
interno situado en los aminoécidos 130 al 160.

TABLA 4

Caracteristicas de 4 Mab

Mab w IH IP EL Neut Epitopo (aa) | Subclase
117 + + + 465 a 543 IgGl1
239 + + 130 a 160 IgG2a
130 + + ++ + ++ 465 a 543 IgGl

92 ++ + 160 a 230 IgM

ELISA en sdndwich de heparanasa p60: Los niveles de heparanasa p60 de orina se midieron en 21 personas
normales y en 10 pacientes con una enfermedad nefroldgica utilizando el ELISA en sandwich de heparanasa p60
cuantitativo. Las muestras de orina se diluyeron 1:5y 1:10 con diluyente de muestras. El rango medio para las personas
normales fue de 0 ng/ml, en comparacién con los 11 a 160 ng/ml para los pacientes nefroldgicos. Estos resultados
clinicos preliminares de fallo renal muestran que un ensayo de heparanasa p60 puede servir como herramienta util en
el diagnéstico de estos pacientes.

Expresion preferencial de la heparanasa en los tumores humanos: La expresion preferencial de la heparanasa en
los tumores humanos en comparacién con los tejidos normales correspondientes se demostré mediante la tincién por
inmunohistoquimica de las muestras de biopsias incrustadas en parafina. Tal y como muestran las Figuras de la 26a
a la 26d, las secciones de tejidos de las muestras de las biopsias de los pacientes con cdncer de colon (adenoma de
células epiteliales vellosas - 26a-b; adenocarcinoma de colon - 26¢-d) se tifieron con un anticuerpo antiheparanasa
monoclonal. La tincién primero se observé en las células epiteliales vellosas (26b-c) y en un grado menor en las
célula tisulares conectivas (26b-c). El epitelio de colon normal situado lejos de la lesién neopldsica en el paciente con
adenoma de células epiteliales vellosas present6 poca o ninguna tincién (Figura 26a). Tuvo una importancia particular
la inmunotincién intensa de las células del carcinoma de colon que habian realizado la metéstasis en el higado, en
comparacion con el tejido de higado normal que lo rodeaba (Figura 26d). La sobreexpresion de la heparanasa, por lo
tanto seria una propiedad caracteristica de las células de tumores metastasicos.

Los resultados arriba presentados utilizando la técnica de diagndstico ELISA en sandwich ayudarian a mejorar el
tratamiento del cancer detectando mejor el estado de la enfermedad y como los pacientes responden al tratamiento.
Por ejemplo, en un ensayo clinico se demostré que el radioinmunoensayo TRUQANT BR de Biomira Diagnostics
para el antigeno CA 27.29 predecia la progresion o remisién del cancer de mama en el estado I'V. Los investigadores
informaron en el encuentro nacional de la American Society of Clinical Oncology (ASCO) que un 50% de aumento o
disminucién en los niveles del marcador son indicadores significativos de la progresion o regresion de la enfermedad.
Ademds, los valores del CA 27.29 cambiaron hasta 105 dias antes de que los cambios se pudieran observar en la
enfermedad del paciente (38).

Los niveles de los antigenos séricos pueden predecir, si la quimioterapia o la radioterapia funcionan. Contestar a
esta pregunta seria muy dificil si los médicos tinicamente confian en los sintomas clinicos o los estudios por imdgenes
para determinar si los tumores estdn en progreso o en recesion. En algunos casos, sin embargo, la deteccién de los an-
tigenos asociados a tumores puede servir como signo temprano de que el tratamiento no es eficaz y que la enfermedad
estd empeorando, en este caso el tratamiento deberia cambiarse, o que el tratamiento es eficaz.

Aunque la invencién se a descrito en conjunto con sus realizaciones especificas, estd claro que muchas alterna-
tivas, modificaciones y variaciones serdn evidentes para los especialistas en el campo. Por consiguiente, se pretende
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incorporar todas esas alternativas, modificaciones y variaciones que recaen en el espiritu y el amplio alcance de las
reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para detectar in situ la situacion y la distribucién de la expresién de la heparanasa en una muestra bio-
l16gica que comprende los pasos de reaccionar la muestra biolégica con una sonda molecular especifica de heparanasa
detectable y detectar la situacion y la distribucién de dicha sonda molecular especifica de heparanasa detectable.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que dicha muestra bioldgica se selecciona del grupo formado por células
y tejidos.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en el que dicha muestra biolégica es maligna.

4. El método de la reivindicacién 3, en el que dicha malignidad se selecciona del grupo formado por un tumor
s6lido y un tumor hematopoyético.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que dicho tumor sélido se selecciona del grupo formado por el carcinoma,
el adenocarcinoma, el carcinoma de células escamosas, el teratocarcinoma, el mesotelioma y el melanoma, y mas en
el que dicho tumor hematopoyético se selecciona del grupo formado por linfoma y leucemia.

6. El método de la reivindicacién 4, en el que dicho tumor sélido es un tumor primario o una metastasis del mismo
y se origina a partir del 6érgano seleccionado del grupo formado por los siguientes 6rganos: higado, prdstata, vejiga,
mama, ovario, cérvix, colon, piel, intestino, estomago, itero y pancreas.

7. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 1 a la 6 en el que dichas sondas moleculares especificas
de heparanasa detectable es una secuencia de dcido nucleico que se puede hibridar con la heparanasa, que codifica el
acido nucleico en el que dicha secuencia de 4cido nucleico especifica de heparanasa detectable se puede deducir del Id.
De sec. Num.: 3 o un anticuerpo especifico de heparanasa se caracteriza por unirse especificamente a la heparanasa.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que dicha secuencia de dcido nucleico que se puede hibridar con hepa-
ranasa que codifica el dcido nucleico se selecciona del grupo formado por un oligonucleétido sintético y un RNA de
heparanasa antisentido y un DNA de heparanasa, marcados por una porcién detectable.

9. Un método in vitro para detectar la proteina de heparanasa en un fluido corporal de un paciente que comprende
los pasos de reaccionar dicho fluido corporal con un anticuerpo de antiheparanasa que especificamente se una a la
heparanasa en una solucién y monitorizar dicha reaccién, donde dicho fluido corporal se selecciona del grupo formado
por plasma, orina, efusion pleural y saliva.

10. El método de la reivindicacioén 9, donde dicho fluido corporal es de un paciente con una enfermedad seleccio-
nada del grupo formado por cancer, enfermedad renal, diabetes o inflamacién.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que dicha enfermedad renal estd asociada con la diabetes.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 9 a la 11, en el que dicho anticuerpo antiheparanasa se
selecciona del grupo formado por un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones de la 9 a la 12, en el que reaccionar dicho fluido corporal con
dicho anticuerpo antiheparanasa se realiza en un sustrato capaz de absorber las proteinas presentes en dicho fluido
corporal.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones de 1a 9 a la 13, en el que dicho fluido corporal es de un paciente
que padece mieloma, carcinoma de mama, carcinoma de mama metastasico, nefritis hemorragica, sindrome nefrético,
diabetes del tipo I normoalbuminirica, diabetes del tipo I microalbumintirica, alteraciones del rifién, inflamacion,
sepsis, enfermedad inflamatoria o autoinmunitaria.

15. Un método de deteccion de la presencia, ausencia o nivel de la proteina de heparanasa en una muestra bioldgica
que comprende por los siguientes pasos:

(a) extraer las proteinas de la muestra bioldgica, obteniendo asi varias proteinas;
(b) separar por tamafio dichas proteinas;

(c) interactuar dichas proteinas separadas por tamafio con un anticuerpo antiheparanasa, donde dicho anticuerpo
de antiheparanasa se caracteriza en que especificamente se une a la heparanasa; y

(d) detectar la presencia, ausencia o nivel de dicho anticuerpo antiheparanasa interactuado.

16. El método de la reivindicacién 15, en el que dicho anticuerpo antiheparanasa se selecciona del grupo formado
por un anticuerpo policlonal y un anticuerpo monoclonal.
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17. El método de la reivindicacion 15 o 16, en el que dicha separacién por tamaifio se realiza mediante electroforesis.

18. El uso de un complejo de un farmaco directamente ligado o indirectamente ligado a un anticuerpo antihe-
paranasa que especificamente se une a la heparanasa para la preparacion de una composicién farmacéutica para la
liberacién del farmaco especifico en el tejido de un paciente, el tejido que expresa la heparanasa, donde dicho anti-
cuerpo especifico de heparanasa se caracteriza en que es especifico para la heparanasa.
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTES: Iris Pecker ef al.

(ii) TITULO DE LA INVENCION: SONDAS MOLECULARES ESPECfFICAS DE HEPARANASA Y USO
DE LAS MISMAS EN APLICACIONES MEDICAS Y DE INVESTIGACION

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 7

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DIRECCION: Mark M. Friedman c/o Anthony Castorina
(B) CARRIL: 20001 Jefferson Davis Highway, Suite 207
(C) CIUDAD: Arlington
(D) ESTADO: Virginia
(E) PAIS: ESTADOS UNIDOS
(F) CODIGO POSTAL: 22202

(v) FORMULARIO DE LECTURA INFORMATICA:
(A) TIPO DE MEDIO: 1,44 megabyte, 3,5” microdisk
(B) ORDENADOR: Twinhead® Slimnote-890TX

(C) SISTEMA OPERATIVO: MS DOS version 6.2,
Windows version 3.11

(D) SOFTWARE: Word para Windows versién 2.0 convertido en archivo ASCII

(vi) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE ARCHIVO:
(C) CLASIFICACION:

(vii) DATOS DE LA SOLICITUD PREVIA:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE ARCHIVO:
(A) NUMERO DE SOLICITUD:
(B) FECHA DE ARCHIVO:

(viii) INFORMACION DEL AGENTE/ABOGADO:
(A) NOMBRE: Friedman, Mark M.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 33.883
©) NUMERO DE REFERENCIA/LISTA: 910/5

(ix) INFORMACION TELEFONICA:
(A) TELEFONO: 972-3-5625553
(B) TELEFAX: 972-3-5625554
(C) TELEX:

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1721
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: I:
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TCCTGACACT

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 543
(B) TIPO: aminoacido
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.:

TACATGGCAT
TGATGTATYG

CTTECTATCC
CCGAATGEGA
AGTGGATGAR

ATACCTTCAT
TGCCATAAMRC
GCAAGTGGAT
CCAACTCAAT

GATAAGAMT
G

2:

CACTACTATT
QACATTTTIA

ATAGAAGTGG
AACTTCGATC
ARGGTGTTAA

CTCCATARCG
AAATACCTITC

(1]
120
180
240
300
360
420
€0d
540
s00
$60
720
780
840
900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1580
1620
1680
1722
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Met

Leu

Ala

Lasu

Lau

65

Thr

Glu

TYyr

Pro

245

Lys

Asp

Glu
225

Gln

Arg

Has
S0

Als

Lys

Glu

Cly

130

Aso

Asn

Thr

TyY

230

Pro

Ley

Phe

Lys

ES 2 267 266 T3

Leu Arg Ser Lys Pro Ala Leu

Gly
Ala
35

Leu

au

Thr

1158

Ser

Gln

Ser

cys

Ala
195

Cys

Asn

Gly

Lys

Thr

Pro
20
Gln

val

Ala

ASp

100

Ser

ile

Clu

Thr

Sar
180

Asp

Ser

Glu

Asn

260

Ala

5

Leu
Asp
Sar
Pro
Arg

85
Phe
Tyr
Pro

Gln
Tyr
168
Gly
Leu
Ser
Phe
Asp
245

Ala

Lys

Gly Pro

Val Val

Pro Ser
55

Axrg Phe
70

Gly Leu

leu Ile

Trp Gln

Pro Asp
135

Leu Leu
150

Ser Arg

leu Asp

Gln Trp

Lys Gly
215

Leu Lys
230

Tyr 1le

lLys Leu

Leu

Rep

40

phe

Leu

Saxr

Phe

Ser

120

Val

Leu

Ser

hAsn
200

Tyr

Lys

Glo

TYC

Ser

25
Leu
Leu
Ile
Pro
Asp
108

Gln

Glu

Ser

Ile

183

Ber

Asn

Ala

Leu

Gly
265

Met Leu Lys Ser

Pro Pro
10

Pro Gly

ASp Phe

Ser Vval

leu Ley
75

Aa Tyr
30

Pro Lys

val Asn

Clu Lys

Glu His
155

Val Asp
170

Pha Gly

Ser Asn

Ile Ser

Asp Ile

238

His Lys
250

Pro Asp

Phs Leu

Pro

Ala

phe

Thx

60

Gly

Leu

Lyso

Gln

Leay
140

Tyr

Val

Lau

Als

220

Phe

lLeu

val

Lys

Leu

Leu

45

Ile

Sex

Arg

Glu

Rsp

125

Gln

Leu

Asp

Gln

205

Glu

1le

Leu

Gly

Met
ero
30

Gln

hsp

Pro

Phe

Ser

110

Ile

Lau

Lys

Tyr

Ala

1%0

Leu

Asn

Arg

GCin
270

Leu
15

Arg
Glu
Ala
Lys
Gly

95

Thr

Cys

Glu

Lys

Thr
175

Gly
Gly
Lys
255

PO

Leu
Pro
Pro
Asn
Lau

80
Gly
rhe
Lys
Trp
Phe
160

Phe

Leu

Asn
Ser
240

Ser

Arg

Ala Gly Gly Glu
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val

Ala

jos

Ser

Lys

Pro

Leu

Phe

388

Ley

Lys

val

Aap

Arg

445

Qly

Glu

Ils
2%0
T™hr
Sex
Lys
Leu
Gly
310
Phe

fro

val

¥ 113
450
leu
fro
Leu

Lys

Ser
330

s

Asp Ser Val

Arg Clu Asp
val Gln Lys
3a2s

Val T™vp Leu
340

Leu Ser Asp
3ss

Leu Ser Ala
Gly Ala Gly
Asp Tyr Trp

405

Leu Met Ala
420

Lau His Cys
435

Thr Leu Tyr
Pro. Tyr Pro
au Gly Pro

485

Thr leu Lys
500

Pro Leu Arg
51%

Phe Phe Val

ES 2267 266 T3

™r

Phe

310

val

Gly

Thx

Arg

AsD

190

Sex

Thr

Al

Phe

470

His

Met

Pro

Ile

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 3:

Trp
a9s
Ley
Fhe
Glu
Phe
Mot
375
Tyr

Ser

val

Ile
455
Sar
Gly

Val

Cly

535

280

Ris

Asn

Gln

Ala
360
Gly

His

Gla

440

AsSn

Asa

Leu

Asp

Ser

52¢0

Asn

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1721
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: doble
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: 3:

His Tyr Tyr

Pro Asp Vsl
318
val

val Glu

330
Ala

Sexr Serx

345
Ala

Gly phe

Ile Glu val

Leu Val

358
Leu Phe
410

Lys

Gly Ser
425

Lys

Asp Asn Pro

Leu His Ann

val
478

lys Glo

Ser
430

Lys

Asp Gln

505

Ser Lou Gly

Ala Lys val

s

Leu Asn
300

Leu Asp
Ser Thy
Ty Gly
M2t Trp

36S

val
380

Net
Glu Asn
Lys
Rrg
Arg
val

450

Asp Lys

Ser Val
teu Pro

Pro
525

Leu

Ala Ala
540

Gly Arg

Ile Pde
Arg Pro
33s

Gly Gly
350

Leu Asp
Arg Gln
Phe Asp
Val Gly

415

Lys Leu
€30

Lys Glu

Lys Tyr

Tyr Leu

Gin Leu
485

Pro Leu
510

Ala Pha

Cyn Ile
5423

Thy
Ne
320
Gly
Ala
Lys
val
Pro
400
Thr
Arg
Gly
Leu
Lau
480

Mat

Sar
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CT AGA

TCT 006 CTG OGC GGC AGC TGG CGG GGG GAG CAMG CCA GGT

ATG CTG CTG OGC TCG ARG CCT GCG €16 CCG COG CC6 CTG
Met Leu Leu Arg Sexr Lys Pro Ala Leu Pro Pro Pro

S

10

CTre TG GGG CCG €16 GGT CCC CTC TCC CCT GGC GCC
Lau Leu Gly Pro Leu Gly Pro Leu Ser Pro Gly Ala

20

25

GOG CAR GCA CAG GAC GTC GTG GAC TG GAC TTC TTIC
Ala Gln Ala Gln Asp Val Val Asp lLeu Asp Phe Phe

35

A0

CTG CAC CTG GTG AGC CCC TCG TTC CTG TCC GTC ACC

16
Leu
65

CeT
Arg

Thr

GAA
Glu

TAT

oce
Pro
145

Lys

GCA
Ala

AGA
Arg

GAC
Rsp

GAA
Glu
225

CAG
Glin

His Leu
50

GCC RCG
Ala Thr

ACC TTG
Thr leu

ARG ACA
Lys Thr

GAG AGA

Glu Arg
1158

GGA TCC
Gly Ser
130

TAC CAG
Tyt Gla

AC AGC
Asn Ser

AAC TGC
han Cys

ACR GCR
Thr Ala
158

TAC TGC

Tyx Cys
210

CCT AAC
Pro Asn

TTR GGA
ieu Gly

val

GRC
ASp

Ala

GAC
RSP
100

Ser

ATC
Ile

Glu

RCC
Thr

TCA
Sex
180

GAT
Asp

Sar

Sex

GAA
Glu

Sexr Pro

xad
Pro

AGA

a5

fhe

TAC

ccr
Pro
Glu

TAC

VX
165

Gly

<
Ser

GAT

245

GG
Arg

70
GGC
Gly

CTA
Leu

Top

ccT

Leu
150

TCA
Sar

Gln

Lys

Leu
230

TAT
Tyx

ATT
lle

CAA
Gln

GAT
138

CTA
Leu

Rrg

Asp

766
Trp

Gly
218

Lys

ATT
Ile

phe Leu Ser Val Thr

60

CTC ATC CTC CTG GGT

Leu

T
Ser

Phe

TCT
Ser
120

ey 2 ¢]
Val

cre
Leu

AGC
Ser

Leu

AAC
Asn
200

TAT
Tyr

AAG
Lys

CAA
Gla

Ile

cer
Pro

GAT
Asp
108

Glan

Glu

ceA
Arg

Ser

ATC
Ile
i85

Ser

Asn

Ala

e
Leu

Leu

GCG
Ala
S0

cce
Pro

GTC
val

GAG
Glu

Glu

GThA
Val
170

Phe

TCT
Ser

ATT
Ile

GAT
Asp

CAT
His
250

leu Gly
75

TAC CTG
Tyr Leu

ARG AAG
Lys Lys

AC CAG
Asn Gln

ARG TTA
Lys Leu
140

CAC TRC
Hig Tyr
155

GAT GTG
Asp Val

-GGC CTA

Gly Leu

AAT GCT
Rsn Ala

TCT 166

Sexr Trp
220

ATT TTC
1le Phe
238

AAA CTT

Leu

[se2 ]
Leu

ACC
Thr
45

ATT

Ile

T°cT
Ser

AGG
Arg

GAM
Glu
GAT

125

CaQ
Gln

CTA
Leu

AAT
Asn

CAG
Gln
208

GAA
Glu

ATC
1le

CTA

GCT

ATG
Met

cce
Pro

30
CAG
Gln

GAC

Rep

CCA
Pro

Phe

110

ATT
Ile

Leu

Lys

TAC
TyY

GCG
Ala
180

re
Leu

CTA
Leu

ART
Asn

RGR

Lys Leu Leu Arg

TTC GAC

GAG
Glu

GCC

Ala

RAG
Lys

GGT
Gly
8s

ACC

TGC
Cys

Glu

Lys

ACT
178

TTA

cTC
Ley

GGC
Gly

GQly

ARG
Lye
255

ccr
Pro

Pro

Leu
80

Gly

Phe

Lys

Phe
160

Phe

TTA
Leu

Leu

AAT
.V 3.

TCG
Ser
2490

TCC
Ser

14

62

110

158

206

254

302

350

ass

446

494

843

5§90

638

686

734

782

830
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ACC TTC AAA
Thr Phe lys

AGA AAG ACG
Arg Lys Thr

GTG
val

GCT
Ala
3os

TCA
Sex

ARG
Lys

Pro

Phe
3es

Leu

Lys

GTA
Val

GAT
Asp

coT
Gly

GARA
Glu

TAT

ATT
1le
%0

ACC
Thr

hyerd
-3 4

Lys

Leu

Gly
370

Phe

Pro

val

TAC

TTA
Leu
450
TTA
leu

ccr
Pro

CTA

Lys

AGY
Ser
s30

TAR

2715

GAT
Rsp

AGG
Arg

crG
val

GIC
val

CTA

355

GGRA
Gly

GAT
Asp

435
ACT
Thr

(o a ot
pro

515

Phe

AART

ES 2267 266 T3

AAT GCA AAA CTC TAT GGT CCT GAT GIT GGT CAG CCT CGA 878
Asn Ala Lys lLeu Tyr Gly Pro Asp Val Gly Gla Pro Arg

280

2685

270

GGT AAG ATG CIG AAG AGC TTC CTG ARG GCT GGT GGA GAR 9326
Ala Lys Met Leu Lys Ser Phe Lau Lys Ala Gly Gly Glu

TCA GTT
Ser val

GAA GAT
Glu Asp

Gln Lys
328

TGG TTA

TTp Leu
340

TCC GAC
Ser Asp

Ser Ala

GCA GGA
Ala Gly
TAT TGG
405
ATG GCA
Met Ala
420
CA? TGC
His Cye

CT3 TAT
Leu Tyr

TAT CCT
TYyr Pro

GGA CCT
Gly pPro
¢BS

Lys

Axg

cTG
val

ATA CTA

ACA
Thy

T
Phe
310

GTT
val

.66

Tp
295

CTA

L.eu

TTC
Phe

GGA GAR

Gly

Glu

ACC ITT

Thr

CGA
Arg

ARC
Ran
3ase

1eu

RGC
Ser

ACA
The

Ala

Phe
470

CAT
His

ATG

CCA
Pro

ATA
Ile

fhe

ATG
Met
375

TAC
Tyr

T
Serx

GTG
val

ARC
Asn

ATA
lle
455

Serx

CGA
Gly

GTG
val

GGA
Gly

Arg
53§

CTG ACA CTG

280

CAT CAC TAC
Ris Tyr

His

AAC
R8D

CAG
Gln

CCT GAT
Pro Asp

GTG GIT
val val

J3a¢

285

TAT TTG AAT GGA CGG ACT 974
Tyr Lew Asp Gly Arg Thr
300

GTA TTG GAC ATT TTT ATT 1022
val lLeu Asp Ile Phe Ile
318 320

GAG AGC ACC AGG CCT GGC 1070
Glu Ser Thr Arg Pro Gly
335

ACA AGC TCT GCA TAT GOA GGC GGR GCG 1118
Ser fer Rla Tyr Gly Gly Gly Ala

Thr

GCA
Ala
360

GGA
Gly

CAT
His

cTT
Leu

Gln

ACT
Thr
440

ANC
Asn

AAC
Asn

TTA
Leu

GAT
Asp

AGT
Ser
520

ART
Asn

345

GCT GGCT

Alas

ATA
Ile

TTA
Leu

4y 3 ¢
Leu

GoT
Gly
425

cre
Leu

Lys

GAT
505
T

Ser

Gee
Ala

Gly

GAA
Glu

GTG
val

Phe
410

ser

Asn

CAT
His

Gln

Ser
430

CAR
Gln

TG
Leu

AAR
Lys

350

TTT ATG TGG CTC GAT ARA 116§
Phe Mat TXP Leu Asp Lys
365

GTG GT3 ATG AGG CAA GTA 1214
val Val Met Axrg Glnp Val
380

GAT GAA ARC TTC GAT COCT 1282
Asp Glu Asn Phe Asp Pro
398 400

AAC AAR TTG GTG GGC ACC 1310
Lys Lys Leu Val Gly Thr
418

AAG AGA AGQ AAG CTT CGA 1358
Lys Arg Arg Lys Leu Arg
430

CCA AGG TAT AAA GAA GGA 1406
Pro Arg Tyr Lys Glu Gly
445

AAC GTC ACC AAG TAC TTG 1454
Asn Val Thr Lys Tyr Leu
460

GTG GAT AAA TAC CTT CTA 1502
val Asp Lys Tyr Leu Leu
475 4850

AAA TCT GTC CAR CTC AAT 1SS0
Lys Ser Val Gln Leu Asn
498

ACC TIGC COA CCT TTA ATG 1598
™r Leu Pro Pro Leu Met
510

GGC TTG CCA GCYT TTC TCA 1646
Gly feu Pro Ala Phe Ser
52S

CTIT GCT GCT TCC ATC TGA 1654
val Ala Ala Cys Ile
S40 543

1722
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(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: 4:
CGCATATGCA GGACGTCGTG GACCTG

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: 5:
TATGATCCTC TAGTACTTCT CGAC

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: 6:
TTCGATCCCA AGAAGGAATC AAC

(2) INFORMACION DEL ID. SEC. NUM.: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID. SEC. NUM.: 7:

GTAGTGATGC CATGTAACTG AATC

26

24

23

24
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