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ES 2 343 950 T3

DESCRIPCION

Diagnéstico y prevencion de la invasién de células cancerosas.

La presente invencién se refiere a un método in vitro para determinar la capacidad de invasion del cancer, que
comprende medir en una muestra que comprende células cancerosas la expresion de al menos un gen seleccionado del
grupo que consiste en AXL y GAS6, en el que una expresion elevada se correlaciona con una elevada capacidad de
invasion.

En afios recientes se ha demostrado que la sobreexpresion de tirosina cinasas receptoras (RTK) estd en muchos
casos asociada con el desarrollo de trastornos malignos, particularmente cancer en mamiferos, incluyendo seres hu-
manos. Por ejemplo, la sobreexpresion de la tirosina cinasa receptora AXUUFO (ref. 1, 2: nimero de acceso Genbank
M 76125) se ha implicado en el desarrollo de tumores hematolégicos humanos. Ademads, datos muy recientes indican
que la sefializacién de AXL y su ligando GAS6 esta implicada en angiogénesis, adhesion y supervivencia de células
cancerosas (ref. 3, 4, 5, 6, 7, 8). En Breast Cancer Research and Treatment (Oct. 1997), vol. 46, n° 1, p. 91, Attar,
E.C. et al., describen estudios sobre la expresion de la tirosina cinasa receptora de AXL en cancer de mama humano
(ref. 33). Dodge Zantek N. et al. han presentado MCF-10A NeoST como un nuevo sistema celular para estudiar las
interacciones célula-ECM y célula-célula en cancer de mama (ref. 34). Estos autores sugieren un papel potencial de
AXL en la invasividad y como factor progresivo para el cidncer de mama. Sin embargo, no se han presentado datos que
demostrasen que la sobreexpresion de AXL estd relacionada con la capacidad de invasion y/o formacién de metdstasis
en otros trastornos malignos.

Domagala (American Journal of Pathology, vol. 136, n° 1, 1990, paginas 219-228), Bachmeier et al. (Anticancer
Research, vol. 21, n° 6A noviembre 2001, paginas 3821-3828) y el documento WO 92117608 describen métodos para
determinar la capacidad de invasion de células cancerosas con la ayuda de proteinas marcadoras.

Zantek et al. (Clinical Cancer Research, 7/11, 3640-3648) describe el aislamiento y caracterizacién de dos variantes
de una estirpe de células epiteliales de mama normal.

Attar et al. (Breast cancer research and treatment, octubre 1997, vol. 46, n° 1 p. 91) muestran un anticuerpo
policlonal anti-AXL frente al dominio N-terminal de AXL.

Meric et al. (Clinical Cancer Research, 8/2, 361-367) describe el perfil de expresion de tirosina cinasas en cancer
de mama.

El documento US-A-5.468.634 describe secuencias de ADN aisladas que codifican el receptor de AXL oncogénico,
asi como un anticuerpo anti-AXL.

La presente invencidon se define por las reivindicaciones anejas.

Un objetivo del presente estudio fue establecer perfiles de expresion de genes particularmente seleccionados de
proteina cinasas, fosfatasas y otros genes de sefializacion en trastornos malignos, particularmente cancer de mama y
céancer de cerebro, a fin de identificar nuevos marcadores para determinar la capacidad de invasién y/o capacidad de
agresion. Se usé un chip de hibridacién de ADNc para analizar los perfiles de la expresién génica de siete estirpes
de células de cdncer de mama muy invasivas, catorce estirpes de células de cdncer de mama débilmente invasivas y
tres estirpes de células epiteliales de mama normales. Se identificaron las diferencias en la expresion génica entre las
estirpes de células de cidncer de mama débil y muy invasivas, lo que permitié la definicién de una agrupacién génica
que se correlaciona con la capacidad de invasién de una estirpe celular de cancer de mama. Usando esta agrupacién o
combinaciones de genes de ella, es posible una discriminacién de estirpes celulares de cdncer de mama muy invasivas
de las estirpes celulares de cdncer de mama débilmente invasivas y de las estirpes celulares epiteliales de mama
normales.

Ademads, en un intento para identificar nuevas tirosina cinasas receptoras (RTK) implicadas en la biologia de glioma
maligno, se ha determinado el perfil de expresion de RTK en estirpes celulares de glioma humano mediante una técnica
de microchip de ADNc. Ademas de EGFR y PDGFR-a, el receptor UFO/AXL fue una de las RTK expresadas de forma
mads destacada. En 7 de 9 estirpes celulares de glioma humano ensayadas, el ARNm de UFO/AXL tuvo un nivel de
expresion mayor que el ARNm para EGFR (Tabla 4). La inhibicién de la transduccién de la sefial de UFO/AXL
sobreexpresando una forma mutante negativo-dominante, truncada, de UFO/AXL suprimi6 la progresién tumoral y
prolong6 la supervivencia en ratones cuando se comparé con células que sobreexpresan la forma de tipo natural de
UFO/AXL. A fin de estudiar el mecanismo de sefializacién de UFO/AXL y su papel en el crecimiento de gliomas, se
evalu6 in vitro la morfologia de las células tumorales y el comportamiento de las células tumorales con respecto a la
proliferacién, capacidad de agregacidén, migracion, e invasion. Ademds, se analizé in vivo el comportamiento de células
tumorales, la angiogénesis tumoral, y la perfusién tumoral mediante microscopia de multifluorescencia intravital. El
estudio indica un nuevo papel para UFO/AXL, es decir, en la mediacién de las interacciones célula/célula del glioma,
la migracién de células de glioma y la invasién del glioma. UFO/AXL es la primera RTK a ser implementada en la
mediacién del crecimiento metastasico local, infiltrante difuso, de tumores de cerebro malignos.
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De este modo, se describe un método para determinar la capacidad de invasién de trastornos malignos que com-
prende determinar la expresién de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en AXL (Genbank M 76125).
GAS 6 (Genbank L 13720), MMP14 (Genbank NM 004995). ADAMI12 (Genbank AF 023476), ADAM17 (Genbank
U 69611). MT3MMP (Genbank NM 005961), FGF2 (Genbank NM 002006), FGFS (Genbank NM 004464). FYN
(Genbank M 14333), LYN (Genbank M 16038). DDR2 (Genbank X 74764), TIMP1 (Genbank NM 003254), HB-
EGF (Genbank NM 001945), SGK (Genbank Y 10032), RPS6RB1 (Genbank M 60724), MAP4K4 (Genbank XM
038748). SIRPa (Genbank Y 10375) y Anexina A2 (Genbank D 00017). Ademas, se puede determinar la expresion
de los genes Stat 5b (Acc. NM_012448) o EDG2 (Acc. NM_057159) como indicador para determinar la capacidad de
invasidn de trastornos malignos, opcionalmente ademds de determinar la expresién de uno o mas de los genes anterio-
res. Se encontrd que una expresion elevada de al menos uno de los genes anteriores se correlaciona con una capacidad
elevada de invasion.

Ademds, dentro de los presentes estudios, se encontrd que una capacidad elevada de invasién se correlaciona con
una expresion elevada de al menos dos de los genes anteriores, en particular AXL y uno o més genes adicionales.
El uno o més genes adicionales se pueden seleccionar de los genes enunciados anteriormente, o de un gen que ya es
conocido como marcador para la capacidad de invasion.

De este modo, el método comprende preferiblemente determinar la expresion de varios de los genes anteriores, por
ejemplo determinar la expresion de al menos dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho genes. Mdas preferiblemente, el
método comprende determinar la expresion de al menos el gen AXUUFO (Genbank M 76125). Ademds, el método
puede comprender determinar la expresion de al menos un gen adicional que ya se conoce como marcador de la
capacidad de invasion, tal como CD44 (Genbank X 66733), vimentina (Genbank X 56134), CAV1 (Genbank Z 18951),
CAV2 (Genbank AF 03572), MMP 1 (Genbank M 13509), MMP 2 (Genbank NM 004530), MMP9 (Genbank NM
004994), M-CSF (Genbank M 37435) y EPHA?2 (Genbank M 59371).

Se encontrd una correlacidn entre la expresion de la agrupacidn génica anterior, y particularmente el gen AXL, y la
capacidad de invasion en varios tipos de trastornos malignos, por ejemplo cdncer de mama, particularmente cancer de
mama primario, cancer de prostata, cancer de rifion y glioblastomas u otros canceres de origen epitelial. De particular
interés es el hallazgo de que existe una correlacion entre la expresion de uno o mas de los genes marcadores anteriores,
y en particular del gen AXL, y la capacidad de invasioén de glioblastomas.

Ademéds, se encontré que la sobreexpresion estable de un mutante negativo-dominante del gen AXL es capaz de
suprimir fuertemente la capacidad de invasién y la migracién celulares, indicando que la inhibicién de la funcién de
AXL puede bloquear y perder la formacién de metéstasis en trastornos malignos muy invasivos, tales como céncer
de mama o cancer de cerebro, por ejemplo glioblastoma. Adicionalmente, un anticuerpo policlonal dirigido contra la
porcion extracelular de AXL tiene una actividad inhibidora muy potente sobre la migracion y capacidad de invasién
de células cancerosas, por ejemplo estirpes celulares de cdncer de mama o de prdstata. Ademds, la sobreexpresion de
AXL de tipo natural en estirpes celulares de cdncer de mama o cancer de prdstata débilmente invasivas y células de
glioma increment6 significativamente su capacidad de invasion.

Estos datos demuestran que el gen y la proteina de AXL es una nueva diana prometedora para la prevencion o
tratamiento de trastornos malignos, particularmente para inhibir la capacidad de invasién y/o formacién de metdstasis
tumoral en trastornos malignos.

De este modo, se describe un método para reducir la capacidad de invasién de trastornos malignos, que comprende
inhibir el gen AXL, el gen o proteina ligando de AXL, o su ligando. El método puede comprender (i) inhibir la activi-
dad de tirosina cinasa receptora de la proteina AXL, (ii) inhibir la expresién del gen AXL, (iii) inhibir la interaccién
entre la proteina AXL y sus ligandos, particularmente GAS6, y/o (iv) inhibir la interaccién de AXL con factores de
transduccién de sefiales aguas abajo.

Con respecto a los ligandos de la proteina AXL, se ha encontrado en particular que los dominios similares a lami-
nina G de GAS6 (GAS6-LG) estan implicados en la interaccién con la proteina AXL, tal como la unién y activacién
de AXL (Referencia 36). En particular, los restos del dominio de GAS-LG?2, por ejemplo Leu®®, Tyr% y Phe*’, afec-
tan a la unién y/o activacién de AXL. El método para reducir la capacidad de invasion de trastornos malignos puede
comprender la inhibicién de uno o més restos del GAS6-LG, en particular Leu®, Tyr®® y Phe*’.

Se describe el diagndstico o la prevencion y/o tratamiento de trastornos malignos, particularmente la capacidad
de invasién tumoral y/o la formacién de metdstasis en trastornos malignos. Los ejemplos preferidos de trastornos
malignos son cdnceres de la mama, préstata, rifién, colon, pulmén, y glioblastomas. Mdas preferiblemente, el trastorno
maligno es cdncer de mama o glioblastomas.

En la realizacién de diagnéstico de la presente invencidn, la expresion de los genes asociados con la capacidad de
invasion se determina cualitativa y/o cuantitativamente.

La expresion se determina en una muestra que comprende células tumorales, por ejemplo procedentes de un pa-
ciente con un tumor humano. La muestra puede derivar de secciones tisulares, muestras de b10p51as etc., o de fluidos
corporales. La expresion génica en la muestra a ensayar se puede comparar con la expreswn génica en muestras de
control, por ejemplo muestras de control negativo procedentes de células “normales” o células malignas débilmente
invasivas, y/o procedentes de controles positivos, por ejemplo a partir de células malignas muy invasivas.
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La expresion génica se puede determinar segiin métodos conocidos en la técnica, por ejemplo a nivel del ARNm o
del transcrito, y/o a nivel proteico. La medida de la expresion génica a nivel de ARNm puede comprender reacciones
de transcripcién inversa y/o de amplificacién tales como PCR. Preferiblemente, la expresién génica se mide en un chip
de 4cidos nucleicos, en el que los dcidos nucleicos procedentes de la muestra a ensayar, por ejemplo ARN o ADNc, se
hibridan a un chip de sondas inmovilizadas especificas para los 4cidos nucleicos a ensayar. En el documento PCT/EP
02/01073 se describe un ejemplo preferido de un chip de acidos nucleicos adecuado. Como alternativa, la expresion
génica se puede determinar mediante otros métodos, por ejemplo hibridacién mediante transferencia Northern.

La expresion génica a nivel proteico se puede determinar mediante métodos inmunolégicos usando anticuerpos
dirigidos contra las proteinas codificadas por genes asociados con la capacidad de invasién. Los anticuerpos se pueden
marcar directa o indirectamente mediante grupos marcadores conocidos tales como grupos radioactivos, fluorescentes,
quimioluminiscentes o enzimaticos, tales como se conocen en la técnica.

También se describe un método que comprende la administracién de un inhibidor del gen AXL, del gen del ligando
AXL, de la proteina AXL o su ligando, en una cantidad que es eficaz para reducir la capacidad de invasién de trastornos
malignos a un sujeto que lo necesite. El sujeto es preferiblemente un mamifero, mas preferiblemente un ser humano. El
ligando de la proteina AXL es preferiblemente GAS6, en particular restos de GAS6-LG, como se define anteriormente.

El inhibidor del gen AXL, del gen del ligando AXL, de la proteina AXL o su ligando, por ejemplo GAS6, puede
ser un anticuerpo, un dcido nucleico biolégicamente activo o un compuesto de bajo peso molecular, por ejemplo un
péptido o un compuesto organico no peptidico.

El inhibidor puede ser un anticuerpo dirigido contra la proteina AXL o un ligando de la misma, por ejemplo
GAS6. El término “anticuerpo” se refiere a anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales, particularmente
a anticuerpos quiméricos o humanizados monoclonales, o a anticuerpos humanos. Ademads, el término comprende
fragmentos de anticuerpos, por ejemplo fragmentos proteoliticos tales como los fragmentos Fab, Fab’ o F(ab),, o
fragmentos recombinantes tales como fragmentos de anticuerpos monocatenarios, por ejemplo fragmentos de scFv.
Los métodos para fabricar anticuerpos o fragmentos de anticuerpos como se describen anteriormente son conocidos
en la técnica.

El inhibidor puede ser un dcido nucleico bioldgicamente activo, por ejemplo un ADN, un ARN o un andlogo de
dcido nucleico sintético. Los ejemplos preferidos de dcidos nucleicos biolégicamente activos son dcidos nucleicos
antisentido, ribozimas o moléculas de ARN de interferencia dirigidos contra el gen AXL o un gen del ligando de
AXL o un transcrito del mismo. Un ejemplo adicional preferido de un 4cido nucleico biolégicamente activo es un mu-
tante negativo-dominante del gen AXL. Los dcidos nucleicos biol6gicamente activos se pueden suministrar mediante
procedimientos conocidos, por ejemplo usando vectores de transferencia génica viricos o no viricos.

El inhibidor puede ser un compuesto peptidico, por ejemplo un péptido que tiene una longitud de 4 a 25 aminoa-
cidos, un péptido ciclico, un derivado peptidico o un mimético peptidico derivado de tal péptido. Como alternativa,
el inhibidor de bajo peso molecular puede ser un compuesto organico no peptidico, por ejemplo un inhibidor de la
actividad de cinasa de AXL. Los inhibidores de bajo peso molecular se pueden obtener identificando librerias de
compuestos adecuadas en un método como se describe con mds detalle mas abajo.

Se describe ademds una composicién farmacéutica que comprende como agente activo un inhibidor del gen AXL,
un gen del ligando de AXL, una proteina AXL o un ligando de la misma (por ejemplo GAS&, en particular restos de
GASG6-LG, como se define anteriormente), junto con diluyentes, vehiculos y/o adyuvantes farmacéuticamente activos.
Esta composicion es particularmente adecuada para reducir la capacidad de invasion de trastornos malignos y/o reducir
la formacién de metdstasis en trastornos malignos. Dependiendo del tipo de inhibidor usado como agente activo, la
composicion farmacéutica puede ser un liquido, un sélido, por ejemplo un polvo, un comprimido, etc., una emulsién
0 una suspension. La composicion se puede administrar mediante inyeccién, oralmente, tépicamente, rectalmente,
intranasalmente, o mediante cualquier otro medio adecuado. La cantidad eficaz del agente activo en la composicién
se puede determinar por la persona experta sin ninguna carga excesiva, dependiendo del tipo de compuesto y de la
enfermedad a tratar.

La composicién puede comprender al menos un agente activo adicional. Este al menos un agente activo adicional
se puede formular junto con el inhibidor de AXL en una sola composicién o en una composicion separada, que se
coadministra con la composicién del inhibidor de AXL. El agente activo adicional puede ser un agente citot6xico o
citostético, tal como doxorrubicina, cisplatino, carboplatino, un anticuerpo antitumoral, o cualquier combinacién de
los mismos.

Todavia un aspecto adicional de la invencién se refiere a un método para identificar y/o caracterizar un inhibidor
de la capacidad de invasion de trastornos malignos, que comprende determinar si al menos un compuesto de ensayo es
capaz de inhibir el gen AXL, el gen del ligando de AXL, la proteina AXL o su ligando (por ejemplo GAS6 como se
define anteriormente) o proteina. Mas particularmente, el método comprende determinar si un compuesto de ensayo
es capaz de unirse a la proteina AXL y/o reducir la expresion génica de AXL. El compuesto de ensayo puede derivar
de librerias de compuestos, por ejemplo librerias peptidicas o no peptidicas que se someten a identificacion en busca
de la actividad inhibidora de AXL. El método de identificacién puede comprender el uso de un sistema de ensayo a
base de células, por ejemplo un sistema que use una célula capaz de sobreexpresar el gen AXL. Adicionalmente o
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como alternativa, el método puede comprender el uso de un sistema de ensayo libre de células, en el que el compuesto
de ensayo se pone en contacto con proteina AXL sustancialmente purificada, o un fragmento de la misma, a fin de
determinar la unién del compuesto de ensayo a la proteina o su fragmento.

Adicionalmente, la invencion se explicard con mds detalle mediante las siguientes figuras y ejemplos.

Figura 1. Morfologia de estirpes celulares normales y de carcinoma de mama (BC) cuando se cultivan en matriz
de Matrigel (crecimiento 3D).

Las células se cultivaron sobre la parte superior de una capa de Matrigel durante 7-14 dias. A, Se muestran foto-
grafias que representan las tres morfologias basicas para las estirpes celulares de BC indicadas. El aumento fue x100
para MDA-MB-231, MDA-MB-435S, BT549 y MCF10A. La determinacién de la morfologia de las células que se
hicieron crecer en Matrigel se llevé a cabo como se describe previamente (10, 11, 12). De forma breve, se colocaron
en placas células (5000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos) resuspendidas en 50 ul de medio de cultivo sobre
un revestimiento de Matrigel preestablecido que consiste en 70 ul de Matrigel (Becton Dickinson) diluido hasta 6
mg/ml en sales de medio basal -RPMA. Tras la polimerizacidn en la parte superior se afiadieron 50 1 de Matrigel (1,0
mg/ml). El crecimiento de la colonia se monitorizé a lo largo del experimento y se fotografi6 a 7-14 dias usando un
microscopio Zeiss Axiovert 35 equipado con una cdmara digital de OpenLab (UK). Se indica el nombre de la estirpe
celular respectiva.

Figura 2. Clasificacion de estirpes celulares de cdncer de mama por el perfil de expresion génica de cinasas y
fosfatasas conocidas. Cambios en la expresion génica habituales (agrupamiento AXL) en estirpes celulares de BC
débilmente invasivas frente a muy invasivas.

La expresion génica se midié mediante hibridacién en chips de ADNc de ARN (preparaciones por duplicado)
procedente de cada una de las estirpes celulares indicadas, como se describe en “Materiales y Métodos”. Los 22 genes
seleccionados se expresaron diferencialmente en al menos 75% de las estirpes celulares de BC débilmente invasivas,
las estirpes celulares de BC muy invasivas (barra roja y verde, subsiguientemente), o ambas, con cambios medios
mayores de 2 veces. El nivel de expresién génica con relacién a MCF10A se muestra por el color y sombra designados
en la clave en la parte inferior del agrupamiento. Cada sombra de color engloba todos los valores en el intervalo
abarcado por los nimeros debajo de la escala. También se proporcionan (véanse la Tabla 2 y 3 separadas de genes)
los niimeros de acceso de GenBank (véase Tabla 3) y las descripciones para cada gen, asi como la localizacién de las
manchas sobre membranas de chips hechos a medida. Se llevaron a cabo estudios de confirmacién mediante anélisis
Northern (AXL y GAS6) o RT-PCR (sistema Roche para la expresion y amplificacién de HER2, no mostrado) usando
las mismas preparaciones de ARN que en el chip. Excepto que se sefiale de otro modo, la concordancia entre los chips
y otros métodos estaba dentro de 2 veces, correlativa para la mayoria de las muestras. La concordancia cualitativa
con el cambio subestimado del chip por otra metodologia fue de al menos 10 veces. La posicidn de estirpes celulares
invasivas y débilmente invasivas se indic6 mediante barras de color, subsiguientemente.

Figura 3A, B. Clasificacion de cdncer de mama primario y sus estirpes celulares mediante perfil de expresion
génica de las cinasas y fosfatasas conocidas.

La expresion génica se midié mediante hibridacién en chips de ADNc de ARN (preparaciones por duplicado)
procedente de cada una de las estirpes celulares indicadas y tumores primarios, como se describe en “Materiales y
Meétodos”. Los 26 genes seleccionados se expresaron diferencialmente en al menos 75% de las estirpes celulares de
BC débilmente invasivas, las estirpes celulares de BC muy invasivas (barra roja y verde, subsiguientemente), o ambas,
con cambios medios mayores de 2 veces. El nivel de expresion génica con relacién a tejidos de mama normales
(mezcla de dos) se muestra por el color y la forma designados en la clave en la parte inferior del agrupamiento. Cada
sombra de color engloba todos los valores en el intervalo abarcado por los nimeros debajo de la escala. También se
proporcionan los nimeros de acceso de GenBank (véase la Tabla 3) y las descripciones para cada gen, asi como la
localizacién de las manchas sobre membranas de chips hechas a medida. Se llevaron a cabo estudios de confirmacién
mediante andlisis Northern (AXL y GAS6, no mostrados para tumores primarios) o RT-PCR (sistema de Roche s6lo
para la expresiéon y amplificacién de HER2, no mostrado) usando las mismas preparaciones de ARN usadas en el
chip. Excepto que se sefiale de otro modo, la concordancia entre los chips y otros métodos estaba dentro de 2 veces,
correlativa para la mayoria de las muestras; la concordancia cualitativa con el cambio subestimado del chip mediante
otra metodologia fue al menos 10 veces.

A. Andlisis de chips no supervisado de los tejidos de mama normales, tumores primarios, estirpes celulares de cén-
cer de mama normal. El agrupamiento de AXL incluye 18 genes (la correlacién de expresion es 0,51 o significativa),
y la mayoria de estos genes se identificé en estirpes celulares de cdncer de mama (véase la Fig. 2).

B. Clasificacién de estirpes celulares de tumores primarios y de cancer de mama usando sélo genes de capacidad
de invasién de consenso. Todos los tumores primarios y estirpes celulares de BC se aplicaron para el andlisis del
agrupamiento usando 26 genes (perteneciente al agrupamiento AXL). Los tumores primarios y las estirpes celulares
de BC se reconocieron y las estirpes celulares de BC muy invasivas (HI) pertenecen al mismo drbol (con la excepcién
de MDA-MB-231 y un tumor primario BC151, indicado por una barra roja).
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Figura 4. Andlisis de transferencia Northern de genes AXL/GAS expresados diferencialmente seleccionados.

ARNm (15 pg/linea) aislado de cada una de las estirpes celulares indicadas se analizé para determinar la expresion
de los genes designados mediante hibridacién con sondas que corresponden a los fragmentos depositados en los chips
de ADNCc. Los niveles de expresion para cada ARNm con relacién a Ac745 (células epiteliales de mama normales) se
registran debajo de cada banda. Los tamafios (a la derecha) que corresponden a las bandas especificas principales estan
de acuerdo con los dados a conocer en la bibliografia para cada ARNm. Los mismos filtros se usaron, se sondaron y
se volvieron a sondar para estos andlisis. Panel: A - expresién AXL, B - GAS, y C - ARNm de $-actina. Los niveles de
[B-actina se muestran para un filtro representativo como control para carga de muestra equivalente, ARNm se prepard
a partir de dos cultivos celulares que se hicieron crecer independientemente y se ensayé para determinar los niveles de
expresion de los genes indicados.

Figura 5A y B. Morfologia de las estirpes celulares de BC MDA-MB-435S, BT549 y MDA-MB-231 (simulada) o
que expresan de forma estable dnAXL cuando se cultivan en Matrigel.

Las células se cultivaron en la parte superior de una capa de Matrigel durante 7-14 dfas.

A, se muestran fotografias que representan las tres morfologias bdsicas para las estirpes celulares de BC indicadas.
B, ensayos de herida se muestran para MDA-MB-435S simulada y el clon 2 del mutante de dnAXL. La posicién y
tratamiento se indican en la Fig. El aumento fue x100.

Figura 6A, B y C. Crecimiento 3D, comportamiento migratorio e invasivo de estirpe celular de BC MDA-MB-
435S, simulada, que expresa de forma estable dnAXL o tras el tratamiento con anticuerpo anti-Ex-AXL.

A. Las células se cultivaron sobre la parte superior de una capa de Matrigel durante 7-14 dias (véase la leyenda a
la Fig. 1). No se trataron o se trataron con anticuerpo segin se indica.

B. Las actividades invasivas de la estirpe celular de BC indicada se midieron en cdmaras de Boyden contando el
nimero de células que atravesaron el filtro revestido con Matrigel (3-4 mg/ml) en 20-36 h segtin el procedimiento des-
crito en “Materiales y Métodos”. Los datos son valores medios procedentes de al menos dos experimentos individuales
que contienen puntos por triplicado. Barras de error.

C. Se ensay¢ la capacidad de migracion en camaras Transwell paralelas usando filtros sin Matrigel en las mismas
condiciones que el ensayo de invasién. Los resultados mostrados son las medias de al menos dos experimentos que
contienen puntos por triplicado (barras de error). La migracién celular se evalu6 también en una cdmara de Boyden
en ausencia de la barrera de Matrigel. Como era de esperar, las estirpes celulares MDA231, MDA435S, y BT549 son
considerablemente mas moviles que la estirpe celular débilmente invasiva MCF7 (no mostrada).

Figura 7. Efecto de la transfeccion con AXL wt sobre células de cdncer de mama MCF7

A. Los efectos morfolégicos de la infeccién y sobreexpresion forzada de AXL wt. La sobreexpresion de AXL wt
en células MCF7 da como resultado un cambio desde células con forma de adoquin compactas a células con formas
irregulares con muchas extensiones que sobresalen.

B. Los efectos de la infeccion con AXL wt sobre la invasion celular se ensayaron en un ensayo con cdmara de
Boyden como se describe mds abajo (véase Material y Métodos). Los clones MCF7-AXL wt fueron 30 veces mds
invasivos que las células infectadas con vectores vacios.

Se sembr6 un total de 20.000 células en una cdmara de Boyden durante 36-48 h (con poros de filtros de 8 um,
cubiertos con matriz de Matrigel a una concentracién de 3-4 mg/ml). Las células infectadas con AXL wt se invaden
mucho mds pronto que las células infectadas con un control de un vector vacio o con una forma mutante de dnAXL.

Figura 8.

A. Andlisis de transferencia Western de clones de células de glioma SF126 que expresan el vector de control
(SF126 simulado), la forma de tipo natural de UFO/AXL (SF126-Ufo-WT), y la forma mutante dominante-negativa
truncada de UFO/AXL (SF126-Ufo-DN). Las células sin suero se dejaron sin tratar (-) o se trataron con 200 ug/ml de
Gas6 (+). Los lisados se transfirieron con suero antifosfotirosina (panel superior) o con un anticuerpo dirigido contra el
dominio extracelular de UFO/AXL humano (fila inferior). Comparados con las células SF126 simuladas, los andlisis
demostraron una sefializacién incrementada (aproximadamente 30%) y suprimida, mediada por Gas6/UFO/AXL, en
células SF126-UFO-WT y SF126-UFO-DN, respectivamente. B-D. Expresion de la forma mutante dominante-negati-
va truncada de UFO/AXL en células SF126 (B) la expresién cambié su morfologia cuando se compara con las células
SF126 simuladas y SF126-UFO-WT (B y C).
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Figura 9.

A. Anilisis del volumen tumoral para clones de células SF126. Las células tumorales se implantaron subcutdnea-
mente en ratones atimicos (n = 4 animales por grupo) y se siguieron durante 14 dfas. Se representan los valores de la
media + SEM. *p < 0,05 frente a células SF126 simuladas. B. Andlisis cuantitativo del drea tumoral (panel izquier-
do) y densidad de vasos funcionales (panel derecho) tras el implante de clones de células SF126 en la cdmara del
paniculo cutdneo dorsal de ratones atimicos, segiin se evalia mediante videomicroscopia de multifluorescencia intra-
vital (n = 4 animales por grupo). Se representan los valores de la media + SD. Se llevé a cabo un analisis estadistico
mediante ANOVA, seguido del ensayo post hoc apropiado para comparaciones individuales entre grupos; *p < 0,05
frente a células SF126-Ufo-DN. C y D. Imégenes histomorfoldgicas representativas de tumores de SF126-UFO-WT
(C) y tumores de SF126-UFO-DN (D) que muestran diferencias en el volumen tumoral. Las barras indican 1 mm.
Tincién con H&E. E y F. Imégenes histomorfoldgicas representativas de tumores de SF126-UFO-WT (E) y tumores
de SF126-UFO-DN (F) que muestran diferencias en la invasion tumoral. Mientras que los tumores de SF126-UFO-
WT infiltraron masivamente el tejido subcutdneo y muscular de la piel adyacente (E) (las flechas indican restos de
capa muscular destruida), la invasion de las células tumorales de SF126-UFO-DN estuvo casi completamente inhibida
(F). Obsérvese estructura conservada de la capa muscular en (F). Las barras indican 100 gm. Tincién con H&E. He L.
Microscopia de fluorescencia sola (G) y en combinacién con contraste de fases (H) que confirma la falta de invasién
de células tumorales SF126-UFO-DN en capas de tejidos adyacentes. Las células tumorales se marcaron con Dil antes
del implante. Las barras indican 100 um. Todos los especimenes se cortaron el dia 21 tras el implante en la cdmara
del paniculo cutdneo dorsal de ratones atimicos. t, masa tumoral; m, capa muscular de la piel; sc, tejido subcutdneo.
SF126 simulada, controles; SF126-Ufo-WT, células que expresan la forma de tipo natural de UFO/AXL; SF126-Ufo-
DN, células que expresan la forma mutante dominante-negativa truncada de UFO/AXL.

Figura 10.

A. Ensayo de proliferacion de MTT de clones de células SF126. En ausencia y presencia de Gas6 (200 ug/ml). Las
células se dejaron sin tratar (-Gas6) o se trataron con 200 pg/ml de Gas6 (+Gas6). El andlisis se llevé a cabo después de
48 horas de cultivo. La velocidad de crecimiento se expresa con relacion a células SF126 simuladas no estimuladas. Se
representan los valores medios. B y C. Formacién de agregados multicelulares por clones de células SF126-Ufo-WT y
SF126-Ufo-DN que demuestran la capacidad inalterada para agregarse tras la inhibicién de la funcién de UFO/AXL.
D. Migracién de clones de células SF126 a lo largo de un periodo de observacion de 7 dias. El drea de migracion se
analiz6 planimétricamente por medio de un sistema de andlisis de imdgenes. Se representan los valores de la media +
SD. Se llevé a cabo un andlisis estadistico usando ANOVA seguido de la prueba de la t de Student no emparejada. *p
< 0,05 frente a SF126 simulada. E y F. Andlisis de la invasién de células tumorales mediante confrontacién durante
48 horas de esferoides de células tumorales SF126-UFO-WT (E) o esferoides de células tumorales SF126-UFO-DN
(F) con agregados de células cerebrales de rata fetal. La frontera claramente cortada entre el esferoide de células
tumorales SF126-UFO-DN vy el agregado de células cerebrales indica falta de capacidad de invasidn tras la inhibicién
de la funcion de UFO/AXL. B, agregado de célula cerebral; S, esferoide tumoral. SF126 simulada, controles; SF126-
Ufo-WT, células que expresan la forma de tipo natural de UFO/AXL; SF126-Ufo-DN, células que expresan la forma
mutante dominante-negativa truncada de UFO/AXL.

Figura 11.

A. Curva de supervivencia para ratones atimicos adultos tras el implante estereotactico de células SF126-Ufo-WT
y células SF126-Ufo-DN en el cerebro (n = 4 animales por grupo). Los animales se sacrificaron tan pronto como
desarrollaron carencias neurolégicas o perdieron >30% de su peso corporal inicial. B-E. Histomorfologia de tumores
de SF126-Ufo-WT tras el implante en el cerebro que muestra infiltracién difusa de células tumorales en el tejido
cerebral adyacente. (B). Las células tumorales se infiltraron via el espacio perivascular (C), a lo largo de conductos
de materia blanca (D), y a lo largo de la pared del sistema ventricular (E). Tincién con H&E. Las barras indican
100 pm.

Ejemplos
A. Estudios de cdncer de mama y de prostata
1. Materiales y Métodos

1.1. Muestras tumorales y estirpes celulares

Para evitar cualquier tendencia de seleccién en cuanto al tipo y tamafio del cancer de mama (BC) y otros tumores,
los ARN a ensayar se prepararon a partir de muestras sin seleccionar. Las muestras de carcinomas de mama invasivos
primarios se recogieron de 72 pacientes que sufrieron cirugia. Tras la reseccion quirdrgica, los tumores se macrodi-
seccionaron: una seccién se tomd para el diagndstico del patélogo, y un trozo adyacente se congeld rapidamente en
nitrégeno liquido para extracciones del ARNm. La edad media de paciente en el momento de diagndstico fue 55 afios

(intervalo de 29-81), y la mayoria de ellas fueron post-menopdusicas. Los tumores se clasificaron segtn la tipifica-
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cion histolégica de tumores de mama de la OMS: carcinomas ductales, carcinomas lobulillares, carcinomas ductales-
lobulillares mixtos, y carcinomas medulares. E1 ADNc “normal” reunido, derivado de ARNm de mama normales (3)
se usé como control y para normalizacién. Se evaluaron separadamente los perfiles de expresion de proteina cinasas
(PK) y fosfatasas (PP) en los ADNc “normales” mencionados anteriormente. En este estudio también se incluyeron
21 estirpes celulares de BC y 3 estirpes de células epiteliales de mama normales. Las fuentes de las estirpes celulares
de cédncer de mama fueron las siguientes: BT-20, BT-474, BT-483, BT-459, Du-4475, MDA-MB-134, -157, -175,
-361, -436, -453, -468, SK-BR-3, y ZR-75-1, T-47D, MDA-MB-231, ZR-75-30 se obtuvieron de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). MCF-7, el clon y la estirpe celular de BC DAL fueron suministradas por
SUGEN (Redwood City, CA). La estirpe celular HBL-100 procedié de ATCC. Esta estirpe celular derivé de tejido
normal pero contiene secuencias de SV-40 integradas en forma de tdndem (9). Los cultivos se mantuvieron en cre-
cimiento exponencial en medio RPMI 1640, suplementado con 6 mM de glutamina, 10 ug/ml de insulina humana y
10% de suero fetal de ternera (FCS) (CSL, Parkville, Australia). Las cepas de células epiteliales de mama normales
MCFI10A, MCF10 T-24 y MCF10 neo fueron proporcionadas por Dr. B. Gilles (Arizona Cancer center). Ac745 fue
proporcionada por Dr. M. Stampfer, y se hizo crecer en el medio DMEM F12 suplementado por el medio de condicién
de Hs578Bst, insulina, hidrocortisona, EGF, toxina del cdlera, vitaminas y antibidticos. Las células estaban libres de
contaminacién con micoplasma.

1.2. Aislamiento y fraccionamiento de ARN y ADN

El ARN total y el ADN gendmico se aislaron del mismo pelete celular mediante lisis en disolucién de isotiocianato
de guanidinio (tamp6n de GTS: 4 M de isotiocianato de guanidinio, 25 mM de citrato de sodio pH 7 m0, 0,5% de
Sarkosyl, y 0,1 M de S-mercaptoetanol), seguido de extracciones con fenol-cloroformo. EI ARN total se aislé usando
métodos estandar (Sambrook et al., [1989]), con modificaciones. E1 ADN se recogid y se extrajo dos veces con un
volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1). E1 ARN y el ADN se aislaron de cada estirpe celular
en un minimo de 3 ocasiones independientes.

La integridad de ARN total y ARNm, y la complejidad del ADNc, se controlé mediante electroforesis en gel de
agarosa y transferencias Northern usando sondas especificas. Parte de la extraccion del ARNm se llevé a cabo usando
el kit de aislamiento de ARNm OligoTex (Quagen, Biotech, Alemania). Los peletes celulares se resuspendieron en
tampo6n de lisis/unién, se mezclaron mediante vortex de forma breve, se hicieron pasar tres veces a través de una aguja
de calibre 21 G y se aplicaron a una columna de lisado de giro y se centrifugé a 13.000 g durante 3 min. El lisado se
mezcl6 entonces suavemente con celulosa Oligo-dT (Stratagene Inc.) y se aplicé a una columna de biologia molecular
prehumedecida Oligotex (Quagen, Biotech). La columna se lavé tres veces con tampén de lisis/unién y cuatro veces
con tampdn de lavado antes de eluir el ARNm con tampén de elucion precalentado (65C). La cantidad de ARNm se
midi6 usando la OD260.

1.3. Preparaciones de chips de ADNc

La expresion génica de PK y PP se analiz6 mediante hibridacién sobre chips de filtros de nailon con dianas ra-
dioactivas (ADNCc). Los chips contenian 645 genes que codifican cinasas, fosfatasas y otras proteinas de sefializacion:
ligandos, adaptadores, factores de transcripcion, metaloproteinasas/ADAM, genes relacionados con la apoptosis y
11 genes de mantenimiento (la lista estd disponible en http://www.biochem.mpg.de o ullrich@biochem.mpg.de). Su
identidad se verific6 mediante secuenciacién de ADN plasmidico y se comparé con la informacién de secuencia de
GenBank. La identidad de PK y PP se conformé para todos los clones colocados sobre filtros de nailon una vez, o por
duplicado. Para los fines de normalizacién, el gen GFP se colocé dos veces, asi como ADN genémico y vectorial. La
purificacion de plasmidos se realiz6 usando el kit de purificacién de plasmidos (Qiagen, Alemania).

1.4. Hibridacion de chips de ADNc

Los filtros se prelavaron inicialmente en 0,5% de SDS durante 5 minutos, sin agitacién. En 10 ml de la disolucién
de prehibridacion se incluyé ARNt de levadura. En la etapa de hibridacién se us6 ADN Cot-1 humano (BRL/Life
technologies), que se llevé a cabo en una botella Roller (Hybaid Inc.) durante 16 h en un horno giratorio a 65°C.
La sonda marcada se desnaturalizé durante 10 min. a 100°C y después se colocé inmediatamente en la mezcla de
hibridacién y se incub6 durante otras 18 h a 65°C. Después de 18 h, la mezcla de hibridacién se deseché y el chips
se lavé dos veces en tampén de 2 cloruro de sodio:citrato de sodio (SSC), 0,2% de SDS durante 20 min. a 42°C
con giro continuo en la incubadora. Se llevé a cabo un tercer lavado en 0,2 x SSC, 0,1% de SDS durante 15-60
min. a 65°C en una caja de pldstico con agitacion horizontal. Después del tercer lavado, el filtro se colocd sobre
un trozo de papel Whatman humedecido, y se cubrié con un envoltorio Saran. El chip se colocé entonces en un
casete formador de imédgenes con una pantalla de almacenamiento Phosphorimager (Fuji, Japén) y se expuso durante
2 dias.
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1.5. Adquisicion de imdgenes y andlisis

Las pantallas de almacenamiento del phospho-imager expuestas se barrieron una vez en un Phosphorimager Scan-
ner (Fuji) a una resolucién de 50 micrémetros, y se visualizaron usando MacBAS 2000 (Fuji). Las imdgenes se impor-
taron a un Array Vision V (Canad4) para el andlisis mediante un protocolo de software. El cartografiado de elementos
individuales frente a una base de datos de referencia interna se logr6 alineando las imagenes sobre una matriz basada
en software usando un total de 4 elementos de control que representan ADN de control genémico total, GFP, y vector.
La normalizacién se llevo a cabo multiplicando la intensidad bruta para cada elemento de los datos por un factor de
normalizacidén igual a la intensidad bruta media para todos los elementos de los vectores divididos entre 100 (este
valor es la intensidad bruta media para todos los elementos, derivado de un gran nimero de diferentes hibridaciones
llevadas a cabo para el desarrollo de los chips). Las comparaciones por parejas a base de software de las imdgenes
normalizadas se realizaron frente a la imagen obtenida a partir de la hibridacién de ADNc marcado tomado de ADNc
“normal” reunido derivado de los ARN de mama normales, estirpes de células epiteliales de mama inmortales (preneo-
plasicas), como se indica anteriormente. Los cambios en los niveles de expresion se calcularon usando intensidades
normalizadas, y se dan como relaciones (relaciones positivas indicaron un incremento en los niveles de transcritos;
relaciones negativas indicaron una disminucién en los niveles de transcritos), y se visualizaron mediante graficas de
transferencia de dispersion y el programa TreeView (13-16).

1.6. Andlisis de los datos de chips

Antes del andlisis de los resultados, se verific la reproducibilidad de los experimentos comparando manchas por
duplicado, y una hibridacién con el mismo ADN sobre dos chips independientes, o dos hibridaciones independientes
con ADNc preparado a partir del mismo ARN. En cada caso, los resultados mostraron una buena reproducibilidad
con coeficientes de correlacién respectivos 0,96, 0,98 y 0,98 (datos no mostrados). La reproducibilidad fue suficiente
para considerar una diferencia de expresion de 2 veces como significativamente diferencial. El andlisis subsiguiente se
realiz6 usando un software de Excel y estadistico. La bisqueda de genes con niveles de expresion que se correlacionan
con pardmetros tumorales se realizé en varias etapas sucesivas. En primer lugar, los genes se detectaron comparando
el nivel de expresiéon de la mediana en los dos subgrupos de tumores que difieren segtn los pardmetros de interés.
Se usaron los valores de la mediana en lugar de los valores medios debido a la elevada variabilidad de los niveles de
expresion para muchos genes, que da como resultado un nivel de expresién de desviacion estandar similar o superior
al valor medio, y haciendo imposible las comparaciones con las medias. En segundo lugar, estos genes detectados
se inspeccionaron visualmente en gréficas y, finalmente, se aplicéd un andlisis estadistico apropiado a aquellos que
fueron convincentes para validar la correlacion. La comparacion de la expresion de HER2 entre tumores ER-positivos
y tumores ER-negativos se validé usando un ensayo de Mann-Witney. Se usaron coeficientes de correlacién para
comparar los niveles de expresion génica con el niimero de nodos auxiliares implicados.

1.7. Andlisis de agrupamientos

Los datos de este estudio se analizaron y presentaron como se describe (13-16). De forma breve, un algoritmo de
agrupamiento jerarquico produce una tabla de resultados en la que los elementos/ADNCc del chip (que representa genes
especificos) estdn agrupados juntos basandose en similitudes en sus patrones de expresion génica.

El mismo algoritmo se aplica para agrupar las muestras experimentales (es decir, estirpes celulares y tumores)
segun las similitudes en sus patrones globales de expresion génica. Las tablas de datos, asi ordenadas, se presentan
graficamente como imédgenes coloreadas. A lo largo del eje vertical, los genes analizados se disponen segiin se ordenan
mediante el algoritmo de agrupamiento, de forma que los genes con los patrones de expresion mds similares se colocan
adyacentes entre si. A lo largo del eje horizontal, se disponen de forma similar muestras experimentales de forma que
aquellas con los patrones de expresion mas similares a lo largo de todos los genes se colocan adyacentes entre si.
El color de cada célula/cuadrado en esta imagen tabular representa la relacién de expresién medida de cada gen en
cuestion. La saturacién del color también es directamente proporcional a la magnitud de la relacién de expresion
génica medida, teniendo los cuadrados rojos mas brillantes la relacion T/N mads elevada (es decir, diferencia > 8
veces), teniendo los cuadrados verdes mads brillantes la relacion T/N mads baja, indicando los cuadrados negros una
relacién de aproximadamente 1, e indicando los cuadrados grises una calidad insuficiente de datos.

1.8. Andlisis de ARN mediante transferencia Northern

Se usé un protocolo estdndar de andlisis de transferencia Northern para la deteccién de la expresién de los ge-
nes AXL y GAS6 en la preparacion de algunos canceres de mama y de todas las estirpes celulares de cancer de
mama. Las muestras de ARN de carga se verificaron mediante rehibridacién de filtros con una sonda de $-actina
humana.
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1.9. Ensayos de quimioinvasion y migracion

El ensayo de quimioinvasién se llevé a cabo usando una modificacién del método de Albini et al. (10). Tras la
tripsinizacion, las células (20.000) se colocaron en insertos de filtros de polipropileno de 8 um revestidos con Matrigel
(150 ul de 4,0 mg/ml) en cdmaras de Boyden (Biocoat Matrigel Invasion Chamber, Becton Dickinson, Bedford, MA,
o insertos de cultivo tisular de 10 mm de Nunc, Naperville, IL). La cdmara inferior contenia 0,55 ml de medio acon-
dicionado con NIH3T3, producido como se describe por Albini et al., 0 medio de crecimiento normal para algunas
estirpes celulares.

Las estirpes celulares de BC obtenidas de la ATCC se tripsinizaron, se centrifugaron, y se resuspendieron a 4 x 109
células/ml en medio RPMI que contiene 10% de FBS. Las estirpes celulares restantes se resuspendieron en su medio
de crecimiento habitual.

Después de 20-36 h, las células que quedan en el inserto se eliminaron con un tarugo de algoddn, y las células en
el fondo del filtro se contaron usando diferentes protocolos: fijadas en Diff-quick (American Scientific Products, Mc-
Graw Park, IL) y tratadas con RNasa A (a 50 pg/ml durante 20 min. a 37°C) antes de tefiir con yoduro de propidio (10
pg/ml en PBS) durante 1 min. a temperatura ambiente (RT). Los filtros secos se retiraron y se montaron sobre portaob-
jetos con medio de montaje Cytoseal 60 (Stephens Scientific, Kalamazoo, MI). Se contaron los niicleos individuales
tefiidos con yoduro de propidio sobre los filtros. La mayoria de los resultados se obtuvieron usando tripsinizacion y
contando las células. En cada experimento se contaron muestras por triplicado. Los valores alejados se eliminaron de
las ecuaciones de actividad invasiva media.

Para ensayos de invasién en presencia de anticuerpo, las células se sembraron sobre Matrigel y, cuando se adhi-
rieron, se afiadié al medio el anticuerpo indicado. El anticuerpo estaba presente en la cimara superior durante toda la
duracién del ensayo; al final del ensayo, se ensay6 la viabilidad celular en la cdmara superior mediante azul tripan.
La actividad de migracion se determiné siguiendo el procedimiento descrito para el ensayo de invasion, excepto que
las células se colocaron sobre la parte superior de filtros de polipropileno de 8 um de poros sin revestir en cimaras de
Boyden.

1.10. Crecimiento en Matrigel

La determinacién de la morfologia de células que se hicieron crecer en Matrigel se llevé a cabo como se describi6
previamente (10). De forma breve, células (5000 células/pocillo de una placa de 96 pocillos) resuspendidas en 50 ul de
medio de cultivo se colocaron en la parte superior de un revestimiento de Matrigel prefijado que consiste en 70 ul de
Matrigel (Becton Dickinson) diluido hasta 6,0 mg/ml en sales de medio basal -RPMI. Tras la polimerizacién sobre la
parte superior de estos 50 ul diluidos de Matrigel (1,0 mg/ml) se afadieron. El crecimiento de colonias se monitorizé
durante el experimento y se fotografié a 7-14 dias usando un microscopio Zeiss AxioVert 35 equipado con una cidmara
digital OpenLab (UK).

1.11. Ensayo de herida

Tras el ayuno nocturno, se realizaron heridas sobre monocapas de células confluentes con una punta de plastico.
Las células MDA-MB-345S simuladas y MDA-MB-435-dnAXL, clon 2 se trataron con medio de cultivo (10% de
FCS) y medio de cultivo que contiene GAS6 (200 ng/ml) durante 12, 24 y 48 h, antes de hacer fotos (contraste de
fases). Para cuantificar la migracion celular, se fotografiaron tres regiones escogidas al azar de una herida (1 mm de
longitud) a un aumento de 40X; se midi6 una anchura media de herida cada 20 um, y se calcul6 un cierre de herida
en porcentaje medio. Se examinaron tres heridas independientes por muestra, y se calculé un cierre de herida en
porcentaje medio.

1.12. El tratamiento de células con anticuerpo

Células de cancer de mama (5000 para el ensayo de crecimiento 3D, y 20000 para el ensayo de invasion en una
camara de Boyden) se trataron mediante anticuerpo policlonal anti-Ex-AXL (200 ug/ml) usando 50 w1 de anticuerpo
y 500 ul de suspensién celular. Las células se incubaron con anticuerpo 60 min. a RT, y después se lavaron en PBS
a RT. La colocacién en placas de las células y el siguiente intervalo de tratamiento de 24 h se llevaron a cabo con la
misma concentracién de anticuerpo anti-Ex-AXL.

1.13. Infeccion de células BC con retrovirus recombinantes
Las formas AXLwt y mutante de dn-AXL de los virus se obtuvieron segtin un protocolo estdndar (31) con modi-

ficaciones. De forma breve, se clonaron pLXSN-AXLwt y pLXSN-dnAXL via los sitios EcoRI/BamHI y Notl/Xbal,
subsiguientemente.
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La estirpe celular de empaquetamiento Phoenix A se transfecté con estos vectores usando fosfato de calcio. El
sobrenadante de las células Phoenix A transfectadas se recogio y se filtr6 a través de un filtro de 0,45 yum, para la
infeccién de la estirpe celular cancerosa humana, y las células se incubaron con sobrenadante virico durante 24 h.
Después de 48 h, el medio se sustituyé por medio que contiene 400 pg/ml de G 148. Para una seleccion adicional, las
células se incubaron con G418 durante 14 dias. Se generaron estirpes celulares policlonales y monoclonales mediante
dilucién limitada. La expresion de AXL se monitorizé mediante andlisis de transferencia Western y de chips. Las
estirpes celulares policlonales y tres estirpes celulares monoclonales con niveles de expresion similares de AXL wty
dn-AXL se escogieron para experimentos posteriores.

1.14. Anticuerpos

Se generaron anticuerpos especificos de AXL/UFO mediante inmunizacién de conejos con la proteina de fusion del
dominio extracelular de GST-AXL recombinante que contiene restos de aminoacidos 1-410 (AXL-Ex). La proteina
GST-AXL-Ex recombinante se segregé de forma estable por células HEK293 transfectadas (vector pcDNA3-GST).
El medio de cultivo se recogid, y la proteina GST-AXL-Ex se purific6 usando un protocolo estandar de etiqueta de
GST (Pharmacia, Suecia). Los anticuerpos policlonales anti-AXL-Ex se purificaron parcialmente sobre columnas de
afinidad de GST-Sepharose.

2. Resultados

El objeto de este estudio fue establecer los perfiles de expresion de proteina cinasa, fosfatasa y genes de sefializa-
cién en células de cancer de mama con el objetivo de identificar nuevos marcadores para determinar la capacidad de
agresion del cancer de mama. Para analizar los perfiles de expresion génica de 14 estirpes celulares de cancer de mama
débilmente invasivas, 7 estirpes celulares de cdncer de mama altamente invasivas y 3 estirpes de células epiteliales de
mama normales (Tabla 1, Fig. 1, crecimiento 3D de estirpes celulares de BC invasivas y control) se usaron chips de
hibridacién de ADNc.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

de invasion

Origen del espécimenTumorigenicidad b Morfologia de Matrigel ¢

de estirpe celular a

Expresién del gen mar-

cador d

ER- E-cad Vim

Débilmente invasiva

ZR-75-1
T47D

+
ZR75-1

+
MCF7

+
MDA361

+
BT474

+
BT20

ND

MDA468
SKBR3
MDA453
BT483

Ca ductal infil-+e
trante; PE

+ -

Ca ductal infil-+e
trante; ascitis

+ _
Adenocarcinoma de+e
mama; PE

+ _
Adenocarcinoma de+e
mama; met de cere-
bro

+ _

Ca ductal inva-+e
sivo; PT

+ _
Adenocarcinoma de +
mama; PT
Adenocarcinoma +
metastdsico; PE
Adenocarcinoma de+
mama; PE

Ca de mama metas--
tédsico; PE

12

Fusionada

Fusionada

Fusionada

Fusionada

Fusionada

Fusionada

Fusionada

Esférica

Esférica
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MDA175
Du44-75
DAL
ZR-75-30
HBL-100

Muy invasiva

MDA435S Adenocarcinoma +, met Estrellada
ductal metastésico
- - +
BT549 Ca ductal invasivo- Estrellada

papilar; PT

- - +
Hs578T Ca ductal; PT +, met Estrellada
- - +
MDA231 Adenocarcinoma de+, met Estrellada
mama; PE
- - +
MDA436 en progreso Estrellada
MDA415 en progreso
MDA157 en progreso Estrellada

Observaciones:

a) La informacién del origen del espécimen y de la evaluacidén patold-
gica se obtuvieron del catédlogo de ATCC. PT, tumor primario; PE, efu-
sibén pleural; Ca, carcinoma.

b) El dato de tumorigenicidad se dio a conocer en el catdlogo de ATCC
o en la Ref. 17. +, tumores palpables producidos como xenoinjertos en
ratones atimicos o ratones SCID; -, no tumorigénico; met, estirpes ce-
lulares metastasicas segln se da a conocer por las Refs. 18 y 19.

¢) La descripcidén de la morfologia de células cultivadas en Matrigel y
su actividad en el ensayo de invasidén de la camara de Boyden se tomé

de la Ref. 10.

En estos estudios se usaron membranas de microchips de ADNc que contienen 650 genes. Las diferencias en la ex-
presion génica entre células de BC débil y altamente invasivas se identificaron de forma que permitieron la definicién
de “consenso de capacidad de invasion” para cada fenotipo invasivo (Fig. 2, agrupamiento AXL, correlacién >0,71).
Las estirpes celulares de BC altamente invasivas (BT549, MDA-MB-237, MDA-MB-436, MDA-MB-415, Hs578T,
MDA-MB-157 y MDA-MB-4358S) sobreexpresaron AXL y muestran un perfil de expresion génica definido que las
discrimina de estirpes celulares de BC débilmente invasivas y de células epiteliales de mama “normales”. Este agrupa-
miento incluy6 genes ya conocidos como marcadores de capacidad de invasién (CD44, VIM, CAVI, 2 y las MMP (Ref.
20-27)). Algunos de estos genes sélo se han considerado en busca de la asociacién con la capacidad de invasién de
células cancerosas (M-CSF y EPHA2 (Ref. 28-30) y Tabla 2). Otros genes del agrupamiento se identificaron por pri-
mera vez como genes asociados con la capacidad de agresién de células cancerosas: : AXL, GAS, MMP14, Adam12,
Adam17, MT3MMP, FGF2 y 5, Fyn, Lyn, DDR2, TIMP1, HB-EGF, SGK, S6KII, MAP4K4, SIRPa y Anexina 2.
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De forma destacable, ninguna de estas estirpes celulares de BC expreso el receptor de estrégenos (véase la Fig.
3, como se indica por las caracteristicas de las estirpes celulares de BC). El agrupamiento de AXL de los genes
coexpresados se identificé en estirpes celulares de BC primario (Fig. 3) y otros tumores y estirpes celulares cancerosas
(rifdn, prostata y glioblastomas) igualmente (datos no mostrados). La expresion de los genes AXL y GAS en estirpes
celulares de BC invasivas se conformé mediante hibridacién de transferencia Northern (Fig. 4).

El mutante dominante-negativo del gen AXL (dnAXL) que se sobreexpresé de forma estable en estirpes celulares
de BC muy invasivas suprimié de forma muy importante la capacidad de invasién, migracién y supervivencia de las
varias estirpes celulares de BC: MDA-MB-435S, BT549 y MDA-MB-231 parcialmente (Fig. SA y B). Todos los
clones que tienen expresion de dn-AXL estable tuvieron un crecimiento 3D en la matriz de Matrigel como las estirpes
celulares de cadncer de mama no invasivas o débilmente invasivas, por ejemplo MCF7. La expresién de dn-AXL inhibe
significativamente la sefializacion de GAS6 y da como resultado una fosforilaciéon de AXL reducida o ausente con el
tratamiento de GAS. También se bloqued la sefalizacién de ERK?2 en estas células.

Un anticuerpo policlonal dirigido contra la porcion extracelular de AXL (que contiene restos de aminodcidos 1-
410, Ex-AXL) altera la morfologia celular (Fig. 6A) y tiene una actividad inhibidora muy fuerte sobre la migracién e
invasién de las estirpes celulares de BC MDA-MB-435S y BT549 (Fig. 6B y C). Se obtuvieron resultados similares
con la estirpe celular de cancer de préstata PPC1. Ademds, la sobreexpresién de AXL de tipo natural (wt) en la estirpe
celular de BC débilmente invasiva MCF7 y en la estirpe celular de cdncer de préstata LNCaP dio como resultado una
transformacion en un fenotipo muy invasivo.

B. Estudios con glioblastomas
1. Material y Métodos
1.1 Células de glioma humano

En este estudio se usaron las siguientes estirpes celulares de glioma humano: U-118, U-1242, SF126, A-172, U-
373, U-1240, T-98G, SF763, y SF767. Todas las células se hicieron crecer en suero fetal bovino al 10% (PAA GmbH,
Linz, Austria) a 37°C en incubadoras humidificadas con 5% de CO,, y se ensayaron de forma habitual en busca de
contaminacién con micoplasma con tincién Hoechst 33258. Se usaron los medios de crecimiento (todos de Gibco,
Karlsruhe, Alemania) segtin lo siguiente: DMEM para U-118, T-98G, y SF763; MEM, aminoécidos no esenciales
(dilucién 1:100 de madre; Gibco), 1 mM de piruvato sédico para U-1242; DMEM con 4,5 g/1 de glucosa para SF-126,
A-172,y U373; y MEM para U-1240 y SF767. Antes del implante tumoral en la preparacién de la cimara de paniculo
cutdneo dorsal, las células se tifieron con Dil como se describié previamente (Referencia 35).

1.2 Hibridacion de chips de ADNc

El contenido del chip de ADNc asi como su técnica de hibridacion se ha descrito previamente con detalle (Refe-
rencia 31). El chip comprendié 125 fragmentos de ADNc, y corresponden a 84 RTK y 30 proteina tirosina fosfatasas,
mds ADNc de control. Las sondas de ARN total, poly(A) + ARN, y ADNc se generaron como se describi$ en otra
parte (Referencia 31). El marcado de 3-5 ul de ADNc se llevo a cabo con el kit Megaprime (Amersham) en presencia
de 50 uCi de [**-P]dATP. La disolucién de prehibridacion se sustituy6 por la disolucién de hibridacién que contiene 5x
SSC, 0,5% (v/v) de SDS, 100 ug/ml de ARNt de levadura de cocina (Roche), y la sonda de ADNc marcada (2-5 x 10°
cpm/ml), y se incub6 a 68°C durante 16 h. Las membranas se lavaron en condiciones restrictivas. Para cuantificar las
seflales de hibridacion, se us6 un sistema phosphorimager (Fuji BAS 1000; Fuji). Los valores medios para cada ranura
se calcularon usando la férmula: A = (AB - B) x 100/B; [A, volumen final; AB, intensidad de cada sefial de ranura
(pixel/mm?); B, fondo (pixel/mm?)]. Los resultados del chip de ADNc se tuvieron que confirmar mediante analisis de
RT-PCR como se describe previamente (Referencia 31).

1.3 Generacion de constructos de expresion y estirpes celulares estables

Las secuencias de ADNc de 2,7 kpb que codifican AXL se clonaron en los sitios de restriccion EcoRI/BamHI
del vector retrovirico pLXSN. La variante dominante-negativa se gener6 subclonando el fragmento de EcoRI/Fspl de
1,5 kpb en el mismo vector. Los plasmidos de expresion y el vector vacio se transfectaron en células Phoenix-Ampho
usando un método de coprecipitacion con fosfato de calcio. Los sobrenadantes que contienen retrovirus recombinantes
se cosecharon 28 h después de la transfeccion, se mezclaron con Polybrene a una concentracién final de 8 ug/ml, y
se aplicaron durante 3 h a células SF126 subconfluentes. La infeccidn se repitié dos veces con sobrenadante reciente
de las mismas células productoras. Las células infectadas se hicieron pasar después de un dia y se seleccionaron con
1 mg/ml de G418 durante dos semanas. Las estirpes celulares monoclonales se seleccionaron en busca de expresion
elevada de AXL segtin se monitoriza mediante andlisis de transferencia Western.
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1.4 Inmunoprecipitacion y transferencia Western

Las células se lisaron con 50 mM de Hepes pH 7.5, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 10% de glicerol, 1% de
Triton X-100, 10 mM de Na,P,0O; suplementado con 10 pg/ml de aprotinina, ]| mM de PMSF, 2 mM de Na;VO,, 10
mM de NaF. Las concentraciones de proteinas se determinaron mediante el ensayo de proteina micro BCA (PIERCE,
Rockford, Illinois). AXL se precipité en 1,8 mg de proteinas celulares totales usando 30 ul de suspensién de proteina
A Sepharose (CL-4B, Amersham Biosciences, Freiburg, Alemania) y 3 ul de suero de conejo policlonal anti-AXL
(Referencia 36) toda la noche a 4°C. Los precipitados se lavaron tres veces con tampén HNTG (20 mM de Hepes
pH 7.5, 150 mM de NaCl, 10% de glicerol, 0,1% de Triton X-100). Los inmunoprecipitados o 200 ug de proteinas
celulares totales por linea se mezclaron con tampén de muestra reductor, se separaron mediante 7,5% de SDS-PAGE,
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Protran; Schleicher&Schuell, Dassel, Alemania). Las membranas se
bloquearon con 0,25% de gelatina en 150 mM de NaCl, 50 mM de Tris-HCI pH 7,5, 5 mM de EDTA, 0,05% de Triton
X-100, y se incubaron toda la noche a -4°C con anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina diluido con G410 1:5000
en el mismo tampdn. Se aplicéd anticuerpo secundario anti-ratén de cabra HRP (1:10000, BioRad) durante 60 min. a
temperatura ambiente. Las membranas se separaron durante 90 min. a 55°C antes de volver a sondar con anti-AXL
(suero de conejo policlonal, 1:1000) y proteina A-HRP (BioRad, 1:40000). La deteccién se llevé a cabo con reactivos
Western Lightning (Perkin Elmer Life Sciences, Boston).

1.5 Ratones

Se criaron ratones atimicos (un/un; macho/hembra) y se mantuvieron en un entorno libre de patégeno especifico y
se usaron a las 6-10 semanas. Los experimentos se llevaron a cabo segtin el protocolo institucional aprobado y las guias
del Institutional Animal Care and Use Committee. Para los procedimientos quirdrgicos, los ratones se anestesiaron
mediante inyeccion s.c. de quetamina/xilacina.

1.6 Xenoinjertos subcutdneos y ortotopicos

Se hicieron crecer subcutdneamente xenoinjertos de glioma tras la inyeccion de 1 x 10® células C6 (Referencia 44)
en las regiones del flanco izquierdo de ratones atimicos. El crecimiento tumoral se evalué usando calibradores vernier
hasta el dia 14 después del implante. El volumen del tumor se calculé como (longitud x anchura x altura)/2. Para el
implante de células tumorales intracerebral, la cabeza de ratones atimicos se fij6 en un soporte de cabeza de roedores
estereotdctico. El implante se llevo a cabo inyectando 5 x 10° células estereotdcticamente en el estriado derecho.
Todos los animales se sacrificaron tan pronto como los animales en un grupo experimental desarrollaron deficiencias
neurolégicas o perdieron >30% de su peso corporal, a fin de comparar el crecimiento tumoral.

1.7 Modelo de la cdmara de paniculo dérmico dorsal

Dos marcos de titanio simétricos flanquearon el paniculo dérmico dorsal de animales para hacer un sandwich
con la capa doble extendida de la piel y crear la cdmara de paniculo dérmico dorsal que consiste en una capa de
musculo estriado, tejido subcutdneo, y epidermis. Una ventana de observacién, cubierta con un cubreobjetos de vidrio,
permitié la observacidon microscopica intravital repetida de la microvasculatura del crecimiento tumoral en la cdmara.
Dos dias después de la preparacion de la cdmara, el cubreobjetos de la cdmara del paniculo dérmico dorsal se retiré
temporalmente para el implante de células tumorales. Los animales toleraron bien las cdmaras del paniculo dérmico y
no mostraron signos de desagrado o cambios en el comportamiento del suefio ni de la alimentacion.

1.8 Microscopia de multifluorescencia intravital

Se llevé a cabo una videomicroscopia de epifluorescencia intravital a lo largo de 21 dias tras el implante (Referen-
cias 37, 38, 39). El marcado con Dil de las células de glioma permiti6 la delineacién precisa del tumor a partir del tejido
hospedante adyacente, asi como la identificacién de células tumorales individuales aplicando epiiluminacién con luz
verde (520-570 nm). La potenciacién del contraste con dextrano conjugado con FTIC (MW = 150.000; 0,1 ml i.v.)
y el uso de la epiiluminacién con luz azul (450-490 nm) se aplicé para visualizar los vasos sanguineos individuales.
El crecimiento tumoral se evalué midiendo el area tisular cubierta por la masa tumoral marcada fluorescentemente.
El andlisis de la microvasculatura del hospedante y del tumor incluy6 la densidad de los vasos y el didmetro vascular
(Referencia 37).

1.9 Histologia

Al terminar los experimentos, las preparaciones de la cdmara del paniculo dérmico dorsal y los cerebros que
contienen el glioma se disecaron libres, y se congelaron en nitrégeno liquido para el andlisis histomorfolégico. Las
secciones se montaron en cabos, embebidos en Tissue-Tek (Miles Laboratories Inc., Naperville, IL) y se congelaron en
2-metilbutano (E. Merck, Darmstadt, Alemania) enfriado con N, liquido. Se cortaron secciones axiales en serie (5 um)
y se montaron en portaobjetos prerrevestidos con gelatina (Sigma). Las secciones se tifieron con Harris Hematoxilina
y eosina G (Merck) segtin procedimientos estandar.
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1.10 Ensayo de proliferacion

La proliferacién de estirpes celulares de glioma se evalué en un ensayo con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Boehringer Mannheim, Mannheim, Alemania). Las células se sembraron en placas de
cultivo tisular de 96 pocillos a una concentracién de 3000 células/pocillo y se cultivaron durante 48 horas en ausencia
o en presencia de Gas6 (200 pg/ml). Las células se ensayaron entonces para determinar sus capacidades para reducir
el colorante de MTT hasta un producto de formazano coloreado, como un indice de la proliferacién celular.

1.11 Ensayo de migracion

Se produjeron esferoides de células de glioma sembrando 5 x 10° células en medio de cultivo en un matraz de
75 cm? previamente revestido en la base con 1,0% de agar Noble (DIFCO, Detroit, ML.). Después de 7-10 dias en
cultivo, los esferoides con un didmetro menor de 300 um se escogieron para los estudios de migracién en invasion.
Los esferoides de glioma se colocaron en el centro de placas de 24 pocillos. El drea cubierta por las células tumorales
que migran desde el explante de los esferoides se us6 como un indice de la migracidn celular. Se midieron diariamente
dos didmetros ortogonales de cada 4rea del explante usando un microscopio de contraste de fases durante un periodo
de 7 dias, y se calcul6 el drea media cubierta por las células tumorales. Los ensayos de migracion se realizaron por
cuadruplicado.

1.12 Ensayo de invasion

Se generaron agregados celulares de cerebro de rata fetal segtin un procedimiento estandarizado, que se describié
previamente (Referencia 40). De forma breve, se retiraron fetos de rata BD IX de 18 dias mediante seccion por cesarea.
Los cerebros se disecaron cuidadosamente, se cortaron, y se tripsinizaron en serie. Después de la centrifugacion, se
sembraron 1 x 107 células (resuspendidas en medio) en pocillos revestidos por agar de una placa de 24 pocillos.
Después de 2 dias de reagregacion, los esferoides se transfirieron a pocillos recientes (cinco a siete agregados/pocillo),
donde maduraron durante 18 a 21 dias. En ese momento, se habfan formado agregados de cerebros maduros. Los
agregados de cerebro de rata fetal y los esferoides de glioma representan masas estandarizadas, primarias, avasculares
de cerebro y de tumor que se parecen a los tejidos cerebrales y de glioma in sifu, proporcionando asi un modelo
adecuado para investigar la migracidn de células de glioma y la invasién independiente de la vasculatura in vitro. Para
el ensayo de invasion, se colocaron agregados de cerebros maduros individuales (didmetro = 250-300 um) en placas
de 96 pocillos revestidas con agar. Esferoides de glioma individuales, de tamafio similar, también se transfirieron a los
pocillos y se pusieron en contacto con los agregados cerebrales. Las confrontaciones se cultivaron durante 24 y 48 h
respectivamente, después de lo cual se cosecharon, se fijaron en paraformaldehido y se embebieron en resina plastica
para la preparacion de secciones semidelgadas (2 um). Las secciones se tifieron con azul de toluidina. El proceso
de invasién celular de gliomas se evalu6 para determinar la cantidad de agregado de cerebro de rata que permanece
intacto. Los ensayos de invasion se llevaron a cabo por cuadruplicado.

1.13 Estadistica

Para el andlisis de diferencias entre los grupos, se llevé a cabo un andlisis de varianza de una via (ANOVA)
seguido del ensayo post hoc apropiado para comparaciones individuales entre los grupos. Los resultados con p < 0,05
se consideraron significativos.

2. Resultados
2.1

Para estudiar la relevancia de UFO/AXL en la biologia de células de glioma, se introdujo en células de glioma
SF126 (SF126-Ufo-DN), usando un sistema de expresion retrovirico, una forma mutante dominante-negativa, trun-
cada, de UFO/AXL humano que carece del dominio que posee RTK intracelular. Las células transfectadas con un
vector vacio (SF126 simuladas) o con una forma de tipo natural humana de UFO/AXL (SF126-Ufo-WT) sirvieron
como controles. La transferencia Western con un anticuerpo dirigido contra el dominio extracelular de UFO/AXL
humano confirmé los niveles de expresion elevados del receptor de tipo natural y truncado en los clones de células
SF126-Ufo-DN (Fig. 8A, panel inferior). Para averiguar si la expresién del receptor truncado bloqueé la transduccién
de la sefial de UFO/AXL, se determiné la fosforilacion del receptor de UFO/AXL tras la estimulacién con su ligando
Gas6 (Fig. 8A, linea superior). En células SF126 simuladas, se observé una sefial de referencia moderada, que incre-
ment6 con la estimulaciéon con Gas6. En SF126-Ufo-WT, la sefial inducida por Gas6 se incrementd. Por el contrario,
en células SF126-Ufo-DN, la fosforilacién tanto de referencia como inducida por Gas6 estaban casi completamente
suprimidas.

El bloqueo de la sefializacién de UFO/AXL tuvo profundos efectos sobre la morfologia de las células de glioma,
en condiciones de cultivo normales y en ausencia de su ligando. Mientras que las células SF126 simuladas y SF126-
Ufo-WT (Figs. 8B y C) presentaron una morfologia con forma alargada, de husillo, con miltiples contactos célula
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con célula, las células SF126-Ufo-DN se caracterizaron por una morfologia redonda y redujeron los contactos célula
con célula (Fig. 8D). También, parece que las células SF126-Ufo-DN perdieron su capacidad para adherirse bien al
plastico.

22

A fin de estudiar la relevancia de UFO/AXL para el crecimiento tumoral, se implantaron 1 x 10° células de cada
clon subcutdneamente en el flanco de ratones atimicos adultos. Cuando se comparé con las células SF126 simuladas,
la tumorigenicidad de las células SF126-Ufo-DN se vio alterada drasticamente, dando como resultado un crecimiento
tumoral reducido un 97% (Fig. 9A). Por el contrario, el crecimiento tumoral se acelerd ligeramente en células SF126-
Ufo-WT (Fig. 9A). A fin de obtener una idea mas detallada del papel de UFO/AXL en la biologia de células de glioma
in vivo, se implantaron células SF126-Ufo-WT y células SF126-Ufo-DN en el modelo de cdmara transparente de pani-
culo dérmico dorsal de ratones atimicos adultos. Tras el marcado fluorescente de células tumorales y la administracién
sistémica de marcadores plasmaticos fluorescentes, este modelo permite una evaluacién repetible y no invasiva del
crecimiento tumoral, del comportamiento de células tumorales, de la angiogénesis tumoral y de la perfusién tumoral
mediante videomicroscopia de multifluorescencia intravital. Usando este enfoque, se pudo confirmar la significancia
de la sefializacién de UFO/AXL para el crecimiento tumoral.

En comparacién con los tumores de SF126-Ufo-WT, la expansion de los tumores de SF126-Ufo-DN se suprimi6
significativamente (Fig. 9B). Un mecanismo mediante el cual UFO/AXL puede influir sobre el crecimiento tumoral
y la expansién es su modulacién de la funcién de los vasos sanguineos y el suministro sanguineo nutritivo al tumor.
Esta hipétesis se apoya por recientes estudios que sugieren que la sefializacion mediada por Gas6/UFO/AXL puede
interferir con la cascada de coagulacién asi como con la formacién y maduracién de vasos sanguineos (Referencia
41, 42). Para ensayar esto, se analizaron cuantitativamente la densidad de los vasos funcionales de los tumores y el
didmetro de los microvasos como marcadores de la angiogénesis tumoral y de la perfusion tumoral. Sin embargo, como
se ilustra en la Figura 9B, estos andlisis no pudieron apoyar una explicacién vascular (por ejemplo anti-angiogénesis,
fracaso de la perfusion debido a la trombosis de los vasos tumorales) para la drstica inhibicion del crecimiento tumoral
de SF126-Ufo-DN.

El andlisis histomorfoldgico de las muestras tumorales enfatiz6 ademads la hipétesis de que la sefializacion de
UFO/AXL desempefia un papel central para la biologia de células de glioma. Como se demuestra en las Figs. 9C y
E, los tumores de SF126-Ufo-WT se caracterizaron por una gran masa tumoral sélida asi como por invasién masiva
y destruccion subsiguiente del tejido hospedante adyacente (es decir, tejido muscular y subcutdneo) por células tu-
morales individuales. Por el contrario, los tumores de SF126-Ufo-DN fueron mucho mds pequefios y no invadieron
los tejidos hospedantes circundantes (Figs. 9D y F). Esta falta de invasidn tisular por el tumor de SF126-Ufo-DN se
confirmé ademads por microscopia de fluorescencia y de contraste de fases de secciones congeladas, demostrando la
falta de células SF126-Ufo-DN marcadas con Dil en el tejido adyacente (Figs. 9G y H).
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A fin de revelar adicionalmente los mecanismos que subyacen a la supresion del crecimiento tumoral via el bloqueo
de la funcién de UFO/AXL, se analizé in vitro el comportamiento de células de glioma. Los ensayos con MTT
demostraron que la proliferacién de células SF126-Ufo-DN en condiciones de cultivo normales se redujo en un 50%
y 35% cuando se comparan con las células SF126 simuladas y SF126-Ufo-WT, respectivamente (Fig. 10A). Digno
de mencidn, este resultado fue independiente de la estimulacion con el ligando Gas6 de UFO/AXL, que confirma
la hipétesis previa de que la sefializacion de Gas6/Ufo/AXL no ejerce una actividad mitégena. Puesto que se ha
sugerido que UFO/AXL media la adhesion célula-célula (Referencia 43), también se estudio la capacidad de las células
para formar agregados multicelulares. Las células SF126 simuladas y SF126-Ufo-WT formaron facilmente esferoides
(Fig. 10B). Su capacidad para agregarse no se atenu6 en células SF126-Ufo-DN (Fig. 10C), lo que confirma que la
agregacion celular estd mediada inicamente por el dominio extracelular de UFO/AXL, independiente del dominio de
tirosina cinasa. Después, se puso atencién sobre la migracion de células de glioma colocando en placas los esferoides
tumorales inhibiendo a lo largo del tiempo la distancia de las células tumorales que migran desde el esferoide que las
origina. Mientras que las células SF126 simuladas y SF126-Ufo-WT migraron distancias comparables, la migracién
de células tumorales se vio alterada de forma muy importante en células SF126-Ufo-DN (Fig. 10D). Puesto que la
migracion celular es un prerrequisito para la invasién tumoral, finalmente se puso atencién a la capacidad de invasién
de los clones de células SF126 confrontando esferoides tumorales con agregados celulares de cerebro de rata fetal. Tras
48 horas de cocultivo, tanto las células SF126 simuladas como SF126-Ufo-WT invadieron difusamente el agregado
cerebral (Fig. 10E). Por el contrario, después del mismo periodo de tiempo, se pudo observar una frontera clara entre el
esferoide tumoral de SF126-Ufo-DN y el agregado de células cerebrales, indicando que estas células fueron incapaces
de invadir el tejido cerebral normal (Fig. 10F).

De forma colectiva, la histomorfologia de los xenoinjertos tumorales y los resultados in vitro presentes proporcio-
naron pruebas claras de que UFO/AXL modula significativamente el crecimiento, migracién e invasién de células de
glioma, y que la inhibicion de la sefializacién de UFO/AXL suprime la expansién tumoral bloqueando el crecimiento
en invasion de células tumorales en el tejido adyacente. Para ensayar la capacidad de UFO/AXL para ser una nueva
diana para el tratamiento de glioma maligno, se implantaron células SF126-Ufo-WT y células SF126-Ufo-DN en los
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cerebros de ratones atimicos adultos, y se evalud su supervivencia. Los animales se sacrificaron tan pronto como de-
sarrollaron deficiencias neurolégicas o perdieron >30% de su peso corporal inicial. Los tumores de SF126-Ufo-WT
se caracterizaron por un curso clinico agresivo por cuanto todos los animales se tuvieron que sacrificar a los 8 dias
debido a un deterioro clinico rapido (Fig. 11A). Por el contrario, los animales que poseen tumores de SF126-Ufo-DN
sobrevivieron durante el mismo periodo de observacion libres de sintomas y sin pérdida de peso (peso corporal dia 0 =
29 + 2 g frente al peso corporal dia 8 =28 + 1 g) (Fig. 11A). El andlisis histomorfolégico reveld que las células SF126-
Ufo-WT se infiltraron de forma difusa en el parénquima cerebral, mientras que el efecto de ocupacion del espacio de
la masa tumoral sélida fue s6lo moderado (Fig. 11B). Aqui, se pudo observar la media tipica de la invasién de células
tumorales humanas: a lo largo del espacio perivascular (Fig. 11C), a lo largo de los conductos de materia blanca (Fig.
11D), y a lo largo de la pared del sistema ventricular (Fig. 11E). Por el contrario, la formacién del tumor de SF126-
Ufo-DN no se pudo identificar en ninguno de los animales.

2.4 Sumario

En resumen, los resultados de los presentes andlisis sugieren un nuevo papel fundamental para RTK UFO/AXL en
la biologia de tumores cerebrales malignos. Los hallazgos indican que UFO/AXL es sobreexpresado por un niimero
significativo de estirpes celulares de glioma humano, hasta un grado que es comparable con EGFR o PDGFR-a, y que
media el crecimiento de gliomas asi como la invasion de los gliomas. Hasta ahora, UFO/AXL es la primera RTK que
se da a conocer que estd implicada en la invasién de gliomas y, por lo tanto, representa una diana terapéutica nueva
para interferir con estos tumores tremendamente agresivos asi como refractarios a la terapia. Esto estd apoyado por
los presentes resultados que demuestran que la inhibicién de la sefializaciéon de UFO/AXL suprime el crecimiento de
gliomas y prolonga la supervivencia tras implante ortotépico.

A fin de estudiar la funcién biolégica de UFO/AXL, se analizé con detalle esta capacidad del complejo de células
de glioma humano para interaccionar entre si y la matriz. Como resultado, se pudo demostrar que la inhibicién de
la funcién de UFO/AXL expresando un mutante receptor dominante-negativo truncado suprime casi completamen-
te la capacidad de las células para migrar e invadir tejido cerebral sano. Se deberia observar que la forma mutante
de UFO/AXL que se utiliz6 en los presentes experimentos carecié del dominio intracelular, estando todavia fun-
cionalmente intacto el dominio extracelular. En consecuencia, UFO/AXL no media la invasién de células tumorales
simplemente a través de una interaccién del receptor con la matriz, sino mds bien a través de la implicacion de la
cascada de sefalizacidon del complejo aguas abajo del receptor. Ademds, los presentes resultados también sugieren
que UFO/AXL estd implicado en la proliferacién de células tumorales, nuevamente de forma potencial a través de la
modulacién de las interacciones célula-célula y célula-matriz.

El sistema nervioso central se caracteriza por una expresion destacada de UFO/AXL, su ligando Gas6, y RTK
relacionadas, tales como Tyro 3 o Mer. Los hallazgos del presente estudio indican ahora que la sefializacién de
Gas6/UFO/AXL puede ser parte del sistema molecular que orquesta la migracién y guia de neuronas y gliocitos.
Ademds, la expresion destacada de UFO/AXL y su ligando Gas6 tanto por el tejido del hospedante como por el tejido
tumoral puede proporcionar una pista para una mejor comprensioén de la capacidad invasiva Unica de tumores que se
originan en el cerebro.

C. Discusion

El hecho de que RTK AXL como un solo gen sea suficiente para inducir metdstasis tumoral en sistemas experimen-
tales es sorprendente, debido a que contrasta con la opinién actual de que la adquisicidn de un fenotipo metastdsico es
un proceso de multiples etapas que implica varios sucesos genéticos y epigenéticos.

Tanto los tumores benignos como malignos crecen de forma descontrolada. Pero sélo las células de tumores ma-
lignos invaden los tejidos circundantes y viajan a distintos 6rganos (se metastatizan). Una comprension de la base
molecular para esta capacidad de agresion podria conducir a terapias que bloqueasen la transiciéon de un tumor de
benigno a maligno, y mantuviesen controlada una enfermedad local. Ahora se han identificado proteinas denominadas
AXL y GAS como un par receptor-ligando en un punto de comprobacién molecular que regula no sélo la capacidad
de invasion sino también la supervivencia y movimiento de células tumorales - el trio de caracteristicas requerido para
la metéstasis. El complejo dn-AXL/GAS6 también suprime la capacidad antiapoptdtica de células tumorales.

Los presentes datos muestran que el tratamiento con GAS de las células BT-549 (expresion estable de dn-AXL)
en presencia de suero no es capaz de inducir la activacién de ERK1/2 MAPK. De este modo, esta ruta de sefializacién
bloquea eficazmente la supresiéon de AXL.

En resumen, los presentes datos han demostrado que AXL/GAS desempefan un papel clave en cdnceres humanos
al influir en la invasién de células tumorales. La proteina AXL es una nueva diana para el diagndstico y tratamiento
contra el cancer (anticapacidad de invasidn). Por ejemplo, la expresion de dnAXL en células cancerosas puede evitar
que invadas y desarrollen metdstasis. Ademads, se pueden usar genes de la agrupacion de AXL (enumerados en la Tab.
2) como herramienta de diagnéstico para la deteccion del desarrollo en la etapa preinvasiva en tumores primarios,
particularmente tumores primarios de mama, prostata, riidén y glioblastomas.
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D. Conclusiones

1.

Usando el andlisis de chips de ADNc de estirpes celulares de BC, tumores primarios y células de glioblastoma,
se ha identificado un “consenso de capacidad de invasidon” (agrupamiento AXL). Este consenso de capacidad de
invasion, que comprende 32 genes, se puede usar para predecir la capacidad de agresion de células cancerosas
y tumores primarios.

Un mutante dominante negativo de AXL (dn-AXL) suprime fuertemente la invasién de estirpes celulares de
cdncer de mama muy invasivas, y también incrementa su sensibilidad a la retirada del suero (apoptosis). Un
anticuerpo policlonal dirigido contra la porcién extracelular de AXL (que contiene los restos de aminoacidos
1-410, Ex-AXL) es capaz de suprimir la agresividad de las células cancerosas tratadas.

RTK AXL como un gen individual es suficiente para inducir capacidad de invasion de células cancerosas de
mama en sistemas experimentales (véase 2 y datos sobre sistemas modelo BC - MCF7-wt AXL y estirpe celular
de cancer de préstata - LNCaP-wt AXL). Este resultado contrasta con la actual opinién de que la adquisicion de
un fenotipo metastasico es un proceso de multiples etapas que implica varios sucesos genéticos y epigenéticos.

RTK AXL es un buen candidato para estrategias de tratamiento de “terapia de transduccién de sefiales”, en
las que se seleccionan como dianas rutas clave para la sefializacion celular hiperactiva que provoca invasividad
y metdstasis del cdncer. La supresion de la funcidn de sefializacién de AXL por un mutante dn-AXL y/o por
tratamiento con un anticuerpo inhibidor no puede ser evitado por rutas colaterales o compensatorias.

. Lasupresion de la expresion del gen AXL en terapia tumoral se puede llevar a cabo mediante inhibicién de AXL

a nivel génico o de transcrito, por ejemplo transferencia génica de mutantes, moléculas antisentido, ribozimas,
siRNA, RNAI o supresores de la expresion del gen AXL, o a nivel proteico, por ejemplo mediante inhibidores
de AXL cinasa de bajo peso molecular, andlogos de AXL, por ejemplo proteinas de fusion Ex-AXL tales como
una fusién de Ex-AXL con un fragmento Fc de JgGl1 (ref. 32) o anticuerpos inhibidores. Ademas, la supresion
de la expresion del gen AXL puede verse afectada por inhibidores de la sefial de AXL, por ejemplo inhibidores
aguas abajo.

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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TABLA 2

Consenso de capacidad de invasion

Estirpes celulares de cancer de mama y control

n° |Genes de Funcidén conocida o implicacidén
agrupacidén
de AXL
1 AXI,/GAS proliferacién, adhesidén, funcidn antiapop-
tética, no asociado atn con invasidn
2 HBEGF EGF de unidén a heparina
3 EPHA2 implicado en céancer de mama, cancer de
prostata, melanomas, vascularizacidén de
glioblastomas
4 S6KIT STK, S6 cinasa 2 ribosémica, no asociado
ain con invasidén
5 SGK STK, cinasa regulada por glucocorticoides,
funcidén antiapoptdtica, implicado en la su-
pervivencia de células
6 ADAM17 TACE implicado en desprendimiento del re-
ceptor TNF alfa
7 Lyn/Fyn cinasas de la familia SRC
8 MAP4K4 STK, activa JNK (pero no p38 ni ERKS), pue-

de estar implicado en sefializacidén de TNH

alfa, similar a SLK
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9 CD44/META1 marcador de la capacidad de invasién de cé-

lulas cancerosas

10 ADAMI12 interacciona con integrinas, coexiste con

SRC y GRB2 en perturbaciones de membrana,
dominio citoplasmico implicado en sefializa-
cidén via SH3

11 |Caveolina |apel clave en 1la sefializacidn, asociadog

1, 2 con transformacidén celular, promueve la in-
vasidén celular

12 M-CSF ligando para CSP-R1l, vasculogénesis, expre-

sado constitutivamente por células de cén-
cer de mama invasivas

13 MMP14 expresién Gnica en células endoteliales,

especifico para desprendimiento de CD44

14 [Vimentina (jasociado con transformacidén celular, pro-

mueve la migracidén e invasiédén celular, mar-
cador de la transicidén epitelial-
mesenguimal de células cancerosas

15 |SIRP alfa |adhesidén, seflalizacidén, migracién, 1la im-

plicacidn en la invasién es desconocida
TABLA 3

n° Marcadores de manchaAcceso Gen- Publicacién
(clasificacidn HUGO) bank/Lonk

1 AXL (tirosina cinasaM76125 M76125 Mol. Cell. Biol. 11
receptora de AXL) (10), 5016-5031 (1991)

2 ADAM12 (una desinte-AF023476 AF023476 J. Biol. Chem. 273 (1),
grina y un dominio de 157-166 (1998)
metaloproteinasa
12=meltrina alfa)

3 ADAM17 (una desinte-U69611 U69611 Nature 385 (6618), 729-
grina y un dominio de 733 (1997)

metaloproteinasa
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17=TACE)

ANXAZ2 (Anexina A2,D00017
unién a p35 src)

CAV1 {caveolina 1,218951
proteina caveolae,

22kD)

CAV2 (caveolina 2) AF035752
CD44 (antigeno = 1im-X66733

plicado en adhesidén de

matriz)

DDR2 (familia de re-X74764
ceptores del dominio

de discoidina, miembro

2)

FGF2 (factor 2 de cre-NM002006

cimiento de fibroblas-
tos (basico))
FGF5 (factor 5 de cre-NM004464
cimiento de fibroblas-

tos)
EPHA2 (EphA2= receptorM59371
2L tipo a de efrina)

GAS6 (ligando de AXL,L13720
especifico 6 de la
detencidén del creci-
miento)

FRK (cinasa relaciona-U00803
da con fyn)
(HB-EGF)DTR (factor deNM001945
crecimiento similar al

factor de crecimiento
epidérmico que se une

a heparina)

LYN (tirosina-proteinaM16038
cinasa)
PTPNS1 (PTP, sustrato¥Yl03T5
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1 de tipo no receptor
1
MMPI (metaloproteinasaM13509
de la matriz 1= cola-
genasa intersticial)
MMP14 (metaloproteina-NM004995
sa de la matriz 14
(insertada en membra-
na))
MMP2 (metaloproteinasaNM004530
de la matriz 2, gela-
tinasa A}

MMP9 (metaloproteinasaNM004994
de la matriz 9 = gela-

tinasa B)

deXM038748

MAP4K4 (cinasa 4

proteina cinasa acti-
vada por mitdgenos)
MT3MMP, o MMPlé6 (meta-NM005941
loproteinasa de la

matriz 16 (insertada
en la membrana))

TIMP1 (inhibidor tisu-NM003254

lar de metaloproteina-

sa 1)

VIM (vimentina) X56134
SGK (cinasa regulada¥Y10032
por sue-
ro/glucocorticoide)

RPS6KB1 (proteina Sé6M60724
cinasa ribosémica,

70kD, polipéptido 1)
FYN (tirosina-proteinaM14333
cinasa protooncogénica

(syn)

M13509

NM 004985

NM 004530

NM 004994

NT 022171

XM 042409

NM 003254

X56134

Y10032

M60724

M14333
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TABLA 4

Expresion de EGFR y UFO/Axl en estirpes celulares de glioma humano segtin se evaliia mediante chip de ADN de
tirosina cinasa

estirpe celular EGFR UFO/Ax1 UFO/Ax1: EGFR
U-118 169 1793 10,6
U-1242 324 17383 5,5
SF126 296 1612 5,4
A-172 438 1935 4,4
U-373 56 190 3,4
U-1240 139 262 1,9
T-98G 540 800 1,5
SF763 5526 39 0,0
SF767 1039 -- 0,0
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para determinar la capacidad de invasion de cdncer, que comprende medir en una muestra
que comprende células cancerosas la expresion de al menos un gen seleccionado del grupo que consiste en AXL y
GASG, en el que una expresion elevada se correlaciona con una elevada capacidad de invasion.
2. El método de la reivindicacion 1, que comprende medir la expresion de los genes AXL y GAS6.

3. El método de la reivindicaciones 1 6 2, que comprende medir la expresion de al menos el gen AXL.

4. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el cancer se selecciona de cancer de mama,
céancer de prdstata, cancer de rifién, cdncer de pulmon, cancer de colon y glioblastomas.

5. El método de la reivindicacién 4, en el que el cancer es glioblastoma.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la expresion se determina a nivel de ARNm.

7. El método de la reivindicacién 6, en el que la expresion se determina en un chip de dcidos nucleicos.

8. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que la expresion se determina a nivel proteico.

9. El método de la reivindicacion 8, en el que la expresion se determina mediante un inmunoensayo.

10. Un método para identificar y/o caracterizar un inhibidor de la capacidad de invasién de cancer, que comprende
determinar si un compuesto de ensayo es capaz de inhibir el gen AXL, el gen ligando AXL, la proteina AXL y/o el

ligando de la proteina AXL.

11. El método de la reivindicacién 10, que comprende determinar si un compuesto de ensayo es capaz de unirse a
la proteina AXL y/o reducir la expresién del gen AXL.

12. El método de la reivindicacidn 10 u 11, en el que se usa un sistema de ensayo a base de células.

13. El método de la reivindicacién 10 u 11, en el que se usa un sistema de ensayo libre de células.
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Analisis de la expresion de RTK AXL y GAS mediante transferencia Northern

Sondas:

HBL-100
BT.549
ax
DU-44-15
BT-474
361

231
4358

MCEL0
175
453
T-470

:
L e -
Tooew WS SR L
- c .

#o mEEE | GAS

288

188

MDA-MD -x

Fig. 4

32



ES 2 343 950 T3

001 X seieuide-opnasd sepeuoisng
‘SRAISEALI SESOJ9OURD SRIN[SD OLIOD UOIBI98I0 X V-UP S2UO0|D O] SOPOL Vs S
T uop “TXvup-
P NN

s
W

-
- L
sty
oy

,ﬂ 5 P

bk

LT TA-VAIN epenuns ‘6PSLY

{seip v 1) sejusieiip
SBAISEAU! BB 8D JODURD 8D S8ie|nN|so sodinse [sBulew op ZLEW BIQOS (JE CIUBIUIDELD [T

33



ES 2 343 950 T3

Fig, SB Ensayo de herida

MDA-MB-435S,simulada 10%FCS

¥; e P RTRNL B B T

MDA-MB435S-dnAXL, ¢l 2

B e PRI Mo Sl
e S
e i RN A &&Z‘Q NEE
e NS el
RERe e iR

ST

&

eIy SR
St S Eaasler o T Al
e

SERGER U Ry

o o * wt
A TGN
-xgﬁf
SAF

i I
A N
%—1%\}%7./ T

34



ES 2 343 950 T3

00LX OpPCY

ﬁou woisny o JeuIDECpNasd)

SER TR

f e

s

opeuUscISN} CUBIWINSID XY

WIA U SBIP 71 2P TXVUP-SSEpaIN-VAIN)

(1¥]) eunwuiesd oiens +

o %

Dijr, &

£

BRBm 0, e

seIp 7L WIN Ue (I OUSIWID8ID

qe §v)-huet

V9 814

¥ e UOO ojusuelRl}

2 e x ek .
oF 80 S e LS
2 Gk MRS » a7 cwrv
’ wry b S N

ady

&+ v.:w‘ e

XV-X3 (ge) odiensnue sjueipsil sepelel) sepejnwis ‘sech-an-vaw

35



ES 2 343 950 T3

q9 *31q

ojueiwiele} UIs

WIN uIs
wsSer-an-vam

TXV-qe+ NIy uis
WwSSE-am-van

sepejedy senjeo ap odil

‘WUl o1ans

uls + wsseh SVO qeslisey ojualwelesy uis IXVY-qe+wiSSey

-ain-vaw “QiN-vaw wgsey-QN-van

1.

-8W-VaN

N

IXv-X3 odienonpue Uoo sepelel} SGe-SIN-YAIN SEIN|9D op UQISEAUI op peploeded e

002
ooy
009
008
000t
oozl
oov}
008}
v
0002

Se|N|9o Op oJownu

36



ES 2 343 950 T3

D9 314

SaJ1eIN|9o S3UOID

NN UIS ZIPTXYUp ZIIXVYUp AN WIS

_ sepeinuwis-SSey
-SS€ - - -
35_.%0_2 . SEYQW-YaWn mqu_:E_m SSEYQN-YaN -aN-YaiN

N——

iy

008
(01111}
00zt

oor)

oos)

0081

000T

IXY-up ojqelse ewloj op uoseseldxe gse-AIN-VAWN selnjed ep uQiseAlLll op pepioeded e

Se[n|eo ap oJewNu

37



ES 2 343 950 T3

La morfologia de la estirpe celular de cancer de mama MCF7 con
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Figura 8
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Figura 8
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Figura 10
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