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DESCRIPCION

Uso de la cardiotrofina en enfermedades hepa-
ticas.

Ambito de la invencién

La invencidn se relaciona con el uso de la car-
diotrofina (CT-1) para estimular la regeneracién
hepatica y proteger a los hepatocitos frente a pro-
cesos de apoptosis y necrosis. Por ello esta in-
vencion hace referencia a la utilizaciéon de cardio-
trofina para el tratamiento de las hepatitis agu-
das, subagudas, fulminantes y crénicas y para
el tratamiento de la cirrosis hepética, y también
para facilitar la regeneracién hepatica tras hepa-
tectomias, tras el trasplante hepatico y para esti-
mular la proliferacién y trofismo de hepatocitos o
precursores hepatocitarios en cultivo.

Estado de la técnica

El higado, tanto en humanos como en anima-
les, tiene la capacidad unica de regular su creci-
miento y su masa. Si un agente injuriante des-
truye parte del parénquima hepatico los hepato-
citos sobrevivientes son capaces de replicarse y
reemplazar el parénquima danado. Si la reseccién
hepatica o la lesién hepatocelular de causa virica,
toxica, inmunolégica o metabdlica afecta a una
proporcién muy elevada del parénquima de modo
que se supere la capacidad regenerativa del tejido
hepatico remanente se desarrolla una insuficien-
cia hepdtica que puede ser letal. Actualmente, no
existe ningun farmaco con efecto hepatoprotector
y estimulante de la regeneraciéon que pueda ser
utilizado en la insuficiencia hepética aguda o cro-
nica. Es por tanto urgente e importante aportar
a la farmacopea hepatologica productos terapéu-
ticos para estas indicaciones.

Mediante la presente invencién se propone el
uso de cardiotrofina en enfermedades hepaticas.

Existen aplicaciones previas de cardiotrofina
(también llamada CHF o factor de hipertrofia car-
diaca) en el tratamiento de trastornos cardiacos y
enfermedades neurodegenerativas y neurolégicas
(WO 95/29237), como modulador de procesos
inflamatorios locales ligados al receptor LIFRJ
(WO 97/30146), en el diagndstico y tratamien-
to de tumores (WO 00/43790), en el tratamiento
de la esclerosis lateral amiotrofica y el Parkinson
(WO 97/39629).

La invencién no versa sobre ninguna de estas
aplicaciones, centrando los usos de CT-1 en las
composiciones terapéuticas ttiles en el tratamien-
to de los hepatocitos, especialmente como agente
protector de éstos frente a procesos de apoptosis
y necrosis y como agente estimador de la regene-
racion hepatica en general.

La CT-1 es una de las denominadas citoqui-
nas neuropoyéticas perteneciente a la familia de
la IL-6 (1). Los receptores de las citoquinas de
esta familia estdn compuestos de distintas subu-
nidades, compartiendo todos ellos la subunidad
gpl130 (2). Algunos miembros de la familia (IL-6
y IL-11) inducen la homodimerizacién de gp130
(3), mientras que otros como el factor inhibidor
de la leucemia (LIF), la oncostatina y el factor
neurotréfico ciliar (CNTF), inducen la heterodi-
merizacion de la subunidad gp130 con el receptor
de LIF de 190kDa (4). El receptor de CT-1 con-
tiene la cadena gpl30, la subnidad 3 del receptor
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LIF (LIFRS) y un tercer componente conocido
como la subunidad o del receptor CT-1 (5, 6).
Este ultimo participa en la formacién de un com-
plejo tripartito que confiere una alta sensibilidad
y especificidad a CT-1. La activacion del receptor
de CT-1 induce una serie de senales intracelula-
res que incluyen la activacién temprana de tiro-
sina quinasas de la familia JAK (JAK-1, JAK-2 y
Tyk2). Los principales efectores de las JAK son
el grupo de factores de transcripcién citosélicos
STATSs (STAT-1y STAT 3; signal-transducing ac-
tivators of transcription). La activacién de las
JAK senaliza también a través de la via de Ras-
MAP quinasa e interviene en la activacién de la
via de PI3-K (phosphatidil inositol 3-quinasa) (2).
La CT-1 fue originalmente identificada como
factor hipertréfico en cardiomiocitos (7, 8) ha-
biéndose demostrado un papel estimulante del de-
sarrollo embrionario de cardiomiocitos y una ac-
ciéon protectora de cardiomiocitos frente a la
apoptosis inducida por hipoxia, isquemia, y dano
por isquemia-reperfusién y (8, 9, 10, 11, 12). Se
ha descrito igualmente un efecto protector del
miocardio en situaciones de fallo cardiaco (10).
Otros efectos de la CT-1 son la promocién de la
supervivencia de motoneuronas y neuronas dopa-
minérgicas (13, 14).
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Descripcion de la invencién

A efectos de la presente invencién:

i) debe entenderse por fraccién activa de CT-
1, cualquier secuencia polipeptidica parcial de
CT-1 que mantenga los efectos fisioldgicos de la
proteina completa reivindicados en la presente in-
vencion.

ii) debe entenderse por derivado polipeptidico
con actividad CT-1, cualquier secuencia polipep-
tidica que tenga una homologia con CT-1 nativa
superior al 80% y que mantenga los efectos fi-
siolégicos de la proteina completa reivindicados
en la presente invencion.

iii) deben entenderse también cubiertas por la
presente invencién las secuencias polinucleotidi-
cas codificantes de dichas secuencias parciales ac-
tivas de CT-1 o derivados polipeptidicos de CT-1
descritos en i) y ii).

iv) debe entenderse por cardiotrofina-1 o CT-
1, la forma nativa de la proteina, cualquier forma
de proteina recombinante (simple o en formula-
ciones de liberacién retardada), cualquier forma
polinucleotidica que codifica y expresa para la
proteina completa de CT-1, o por extensién cual-
quiera de las formas descritas en i), ii) y iii).

La presente invencién se basa en el descu-
brimiento de que el gen de la CT-1 se sobreex-
presa durante el proceso de la regeneraciéon he-
patica después de la resecciéon quirdrgica de una
porcién del parénquima hepatico, alcanzando el
maximo de expresién a las 48 horas tras la he-
patectomia en coincidencia con el momento de
méxima proliferacién de hepatocitos. A partir
de este hallazgo se ha investigado la influencia
de la CT-1 sobre el proceso de regeneracién he-
patica habiéndose hallado que la trasduccién del
parénquima hepatico con secuencias génicas codi-
ficantes para CT-1 estimula significativamente la
regeneracion hepatica tras la hepatectomia par-
cial y previene la muerte del animal tras hepatec-
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tomias subtotales. Igualmente se ha comprobado
que la trasduccion del higado con secuencias que
codifican para CT-1 protege de manera altamente
eficiente a los hepatocitos frente a diversidad de
agentes hepatotdxicos reduciendo marcadamente
los fen6menos de apoptosis/necrosis hepatocelu-
lar. En definitiva, estos hallazgos prueban que la
CT-1 es un poderoso agente protector de las célu-
las hepéticas frente a agentes causantes de muerte
celular y posee ademas la propiedad de estimular
los procesos regenerativos hepaticos.

Por ello, con la presente invencién se propone
y reivindica el uso de CT-1, o de una fraccién
activa de CT-1, o de un derivado polipeptidi-
co con actividad CT-1, o de una secuencia po-
linucleotidica que codifica y expresa para CT-
1, para una fraccién activa de CT-1 o para un
derivado polipeptidico con actividad CT-1, en
la fabricacién de composiciones ttiles para es-
timular la regeneracién hepatica tras reseccio-
nes quirdrgicas parciales del higado o tras le-
siones hepaticas inducidas por agentes quimicos,
agentes biolégicos, mediadores inflamatorios o in-
munolégicos y también como farmaco hepato-
protector en las diversas variedades de hepatitis
aguda, subaguda, fulminante o crénica de causa
toxica, viral, inmunolégica o metabdlica y para
estimular la regeneracion, proteger a los hepato-
citos y mejorar la funcién hepatica en la cirrosis
hepatica de causa alcohdlica, virica, metabdlica o
inmunolégica y en el higado trasplantado.
Ejemplos
1. Vector adenoviral conteniendo la secuencia
génica codificarte para CT-1 (AdCT-1)

Se ha construido un adenovirus defectivo (con
delecién en El1 y E3) que contiene el gen de
cardiotrofina-1 (AdCT-1) y que fue realizado tal
como detallamos a continuacién. El ¢cDNA de
CT-1 murino se obtuvo por seleccién de una li-
breria de ¢cDNA de misculo de ratén con una
sonda de PCR correspondiente a los nucleétidos
20-639 de la secuencia de cDNA de ratén (No.
U18366 para acceso en GenBank). Fue clonado
en el vector pGEM-T/CT-1 y confirmado por se-
cuenciacién. Posteriormente, el cDNA de CT-1
fue clonado en el vector pKS para formar pKS-
CT-1 que contiene un “cassette de expresion”
compuesto por el promotor del virus de sar-
coma de Rous (RSV nucle6tidos 4526-5108 de
M83237 GenBank), la senal peptidica de fac-
tor de crecimiento nervioso (nerve growth factor,
NGF nucleétidos 298-378 de V00836 GenBank),
el cDNA de CT-1 (nucle6tidos 20-639 de U18366
GenBank) murino y la senal de poliadenilacién
SV40 (nucledtidos 2546-2775 de NC0016691 Gen-
Bank). Este cassette de expresién fue liberado
del pldsmido pKS-CT-1 por BamHI/Sall y fue li-
gado al plasmido lanzadera adenoviral pGY63 en
el sitio de HinfI para formar el plasmido pGY63-
CT-1. Este pldsmido pGY63-CT-1 contiene el
ITR (inverted terminal repeat) adenoviral de la
izquierda, la sefial de empaquetamiento (ps) y
parte del gen pIX y entre estos dos ultimos se en-
cuentra el “cassette” de expresion de CT-1. Este
plasmido pGY63-CT-1 fue cotransformado en cé-
lulas electrocompetentes E. Coli SF800 junto con
pXL2689 conteniendo el genoma adenoviral para
recombinacién homologa. Los recombinantes co-
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rrectos fueron digeridos con Pacl y transfecta-
dos en células 293 (células renales embrionarias
humanas transformadas con DNA del adenovi-
rus 5, ATCC ntmero de referencia CRL-1573),
para produccién de adenovirus. La estructura de
AdCT-1 queda recogida en la figura 1. Las cepas
de E. Coli transformadas se depositaron el dia 12
de septiembre de 2001 en la Coleccién Espanola
de Cultivo tipo (E.Coli PKSCT1 N° CECT 5980)
en la Universidad de Valencia (Burjasot, Valencia,
Esparfia).

Para la produccién de un stock de adenovi-
rus se emplearon células 293 infectadas con el
sobrenadante que contiene el adenovirus recom-
binante. Las células 293 se sembraron primera-
mente en placas de 6 pocillos con una confluencia
aproximada del 80 % y empleando medio DMEM
al 2%. Tras varias horas, el medio de cultivo se
retiré y las células se infectaron con 0,5 ul del
sobrenadante que contiene el adenovirus recom-
binante diluido en 3 ml de DEMEM. Tras una in-
cubacion de 1 hora a 37°C, el indculo se retird y se
agregaron 4 ml de agar. Las células se cultivaron
durante un periodo de 5 a 7 dias a 37°C. Em-
pleando una pipeta Pasteur se recogié una mues-
tra de virus a partir de una placa viral formada
en la monocapa celular; el cilindro de agar se re-
suspendi6 en 500 pul de DMEM con 2% de suero
fetal bovino y se guardé a -80°C. Para identifi-
car el adenovirus recombinante se sembraron cé-
lulas 293 en placas de 12 pocillos y posteriormente
se infectaron con 250 pl del virus aislado previa-
mente. Cuando se empezaron a observar efectos
citopaticos, se recolectaron las células de cada po-
cillo de forma independiente. Posteriormente, las
células fueron sometidas a tres procesos de conge-
lacién y descongelacién con el fin de romperlas y
liberar el maximo de particulas virales. El lisado
celular de cada serie se someti6 a centrifugacién
durante 10 min a 1500 r.p.m. El sobrenadante
que contiene el virus, se empled para infectar de
nuevo células 293 cultivadas en placas de 6 poci-
llos. Tan pronto como las células comenzaron a
evidenciar una forma redondeada se recolect6 el
sobrenadante y la presencia de virus se confirmé
por la deteccién de DNA y RNA viral en tal so-
brenadante. El sobrenadante que evidencié altos
niveles de expresién viral fue seleccionado para
realizar su amplificacién con el fin de construir el
stock del adenovirus recombinante.

Las células 293 se cultivaron en placas de 150
mm (entre 50 a 100 placas) y se infectaron con
adenovirus del stock empleando una M.O.1. de 10
(10 unidades formadoras de placa -pfu-/célula).
Cuando las células presentaron efecto citopatico
fueron recolectadas y centrifugadas a 1500 r.p.m.
durante 10 min, resuspendidas en Tris (pH 8)
0.1M y congeladas a -80°C hasta su posterior pu-
rificacidn.

El adenovirus recombinante se purificé utili-
zando gradientes de cloruro de cesio. Para ello,
se resuspendieron las células guardadas a -80°C
en Tris 0.01M y se trataron con deoxicolato de
sodio al 5% a una relacién 1/10 (v/v) durante 30
min. Posteriormente, empleando un homogenei-
zador manual de cristal previamente enfriado, se
rompieron las células hasta lograr una solucién
semiliquida. Madés tarde, se procedié a anadir
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el extracto celular a una solucién de cloruro de
cesio saturada manteniendo una relacién de 5,8
ml de solucién de cloruro de cesio por cada 10
ml de extracto celular. Esta mezcla se realizé
en tubos especiales de polihalémero para sellado
por calor (Quick-seal, Beckman Instruments, CA,
EE.UU.). La centrifugacién se hizo en rotor de
angulo fijo Beckman 50 Ti a 35.000 r.p.m. du-
rante un periodo de 16-20 horas a 4°C. Se re-
cogi6 la banda correspondiente al virus con aguja
y jeringa estériles para someterla posteriormente
a una segunda centrifugaciéon empleando las mis-
mas condiciones. Una vez extraida, la banda fue
dializada contra Tris 0,01 M pH 8 a 4°C du-
rante dos procesos independientes de 1,5 horas
cada uno. El preparado de virus fue alicuotado
en viales con glicerol estéril (ICN, EE.UU.) al
10% (v/v), congelado y mantenido en nitrégeno
liquido hasta su posterior utilizacién.

Para determinar el titulo infectivo de los ade-
novirus recombinantes purificados, se empled el
ensayo de dilucion limite en placas de 96 pocillos.
Este ensayo se basa en el estudio del efecto ci-
topatico que ejerce el virus sobre las células 293
determinando cual es la dilucién méaxima deci-
mal de la suspensién de virus capaz de infectar y
propagarse en las células 293. Las células 293 se
sembraron previamente en placas de 96 pocillos a
10* células por pocillo. A continuacién se retird
el medio de los pocillos y las células se infecta-
ron con adenovirus en un volumen de 50 ul por
pocillo en diluciones seriadas y por duplicado. A
las 6 horas después, se anadieron 150 pl de medio
DMEM fresco y finalmente las células se incuba-
ron a 37°C durante un periodo maximo de 7 dias.
Tras este periodo, se evalué la presencia de efec-
tos citopaticos del virus sobre las células. El titulo
se determiné tras multiplicar el niimero de células
con efecto citopatico por la maxima dilucién en la
que se observé el efecto y dividiendo el resultado
por el volumen total evaluado (0.05 ml), de forma
que identificamos el niimero de unidades forma-
doras de placa (pfu) por ml. La cuantificacién
fue repetida al menos en tres ocasiones para cada
muestra.

2. CT-1, proteina recombinante

El ¢cDNA que codifica para CT-1 se obtuvo del
pldsmido pGEM-T/CT-1 mediante digestién con
EcoR1 y fue clonado en el vector pET28b (No-
vagen) (pET28b/CT-1). Este vector proporciona
una secuencia que codifica para una serie de resi-
duos de histidina (1kDa) y que se traduce en fase
con el cDNA clonado para producir una protei-
na de fusién que contiene en su extremo amino
terminal una cola de histidinas de 1 kDa y a con-
tinuacién la CT-1, con un sitio de corte por trom-
bina entre ambos.

Para la produccién de proteina se utiliza-
ron bacterias competentes de la cepa BL21(DE3)
(Novagen, Alemania, N° Cat. 70235) ya que esta
cepa contiene un gen inducible de la RNA poli-
merasa de T7, que es un requisito necesario para
la posterior produccién de proteina. Las bacte-
rias competentes se transformaron con el vector
obtenido previamente: pET14b (vector pET-14b
de Novagen, N° Cat. 69660-3) con el cDNA de la
CT-1 clonada. Las bacterias transformadas se se-
leccionaron por su crecimiento en medio LB con
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ampicilina, ya que el vector contiene un gen de
resistencia a este antibiético.

Para la produccién de la CT-1 recombinante,
las bacterias transformadas se crecieron en me-
dio LB con ampicilina a 37°C hasta una densi-
dad éptica de 0,4 a 600 nm. A continuacién se
indujo la expresién de la proteina recombinante
con IPTG a una concentracion final de 0.5 mM.
De esta forma se induce el promotor lac y como
consecuencia, el promotor de la RNA polimerasa
de T7 que contiene el vector y que regula la ex-
presién del cDNA clonado. El cultivo se crecié 4
horas més en las mismas condiciones.

Para obtener los extractos, una vez crecidas
las bacterias, se centrifugaron a 4°C. Las bacte-
rias precipitadas se resuspendieron en un tampén
Tris/HCI 10 mM, sacarosa 10 %, 2-mercaptoeta-
nol 2 mM e inhibidores de proteasas. La homo-
geneizacion se realizé por sonicacién tras una in-
cubacion de 30 minutos con lisozima a 4°C. Esto
permitié romper la pared bacteriana y mejorar
el rendimiento del proceso de extracciéon. El ex-
tracto citosélico se obtuvo a partir de la centri-
fugacién del homogenizado a 100.000 x g durante
90 minutos. La produccién de proteina se verificd
mediante el andlisis de la fraccién citosélica por
SDS-PAGE.

La purificacién de la proteina de fusion His-
CT-1 se purifico6 mediante la cromatografia del
extracto citosolico en una columna de Niquel de
2 ml. Tras el lavado de la columna, la proteina
se eluyé con 1 M imidazol. La proteina pura se
proceso con trombina y se recuper la CT-1.

3. FEnsayos de Northern blot para medir la ez-
presion de C'T-1 in vivo

Se analizé la expresion de genes de diversas
citoquinas (factor de crecimiento hepatocitario,
HGF; LIF; Oncostatina; CNTF; CT-1) durante
el proceso de regeneracién hepatica mediante la
técnica de Northern blot, previa extraccién de
RNAm de los higados de ratas. La extraccion
de RNA fue realizada mediante el método gua-
nidinium tiocionato-fenol-cloroformo. El andlisis
mediante Northern blot fue realizado como pre-
viamente hemos descrito (15), utilizando la ex-
presion de 28S como control de carga y utilizando
sondas especificas para cada uno de los genes ana-
lizados.

4. Cultivos Celulares de las lineas derivadas de
Hepatocitos

Para los estudios “in vitro” se utilizaron célu-
las H35 que es una linea hepatocelular derivada de
hepatocarcinoma de rata. Las células se cultiva-
ron en medio Dulbecco’s modified Eagle medium
(DMEM) suplementado con 10 % de suero de ter-
nera, glutamina 2 mM, estreptomicina 100u/ml,
penicilina a 100 mg/ml. Los cultivos celulares se
iné/:{ubaron a 37°C en una atmésfera de CO2 al
5 %.

5. Técnicas de Andlisis de Apoptosis por Ciclo
Celular y Expresion de Anezina

Para el analisis del ciclo celular se emple6
la técnica de tincién del DNA con yoduro de
propidio. Las células (0,5 x 10°) se permeabi-
lizaron con 50 pl de una solucion de NP40 al
0,1% previamente a la tincién con 0,5 ul de
una solucién de 50 ug/ml de yoduro de propi-
dio y RNAsa 4KU/ml (DNA-Prep Coulter rea-
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gents kit, Coulter). Las células se incubaron
a 37°C durante 20 min antes de examinarlas
en el citofluorimetro FACScalibur. Las células
positivas para yoduro de propidio se analizaron
en el médulo de discriminacién “doublet discri-
minacién module, DDM del citémetro de flujo
(FACScalibur, Becton-Dickinson, EE.UU.) exclu-
yendo los dobletes y usando el parametro FL3. La
frecuencia de células subdiploides defini6 el por-
centaje de células en apoptosis.

La presencia de fosfatidilserinas orientadas ha-
cia el exterior celular es uno de los parametros que
definen a una célula como apoptética. La Ane-
xina V detecta las células apoptéticas por su ca-
pacidad de unirse a las moléculas de fosfatidilse-
rinas expuestas hacia el exterior de la membrana
celular en el momento en que la célula estd deter-
minada a sufrir apoptosis. Las células (0,5 x 10°)
se lavaron una vez en un tampoén de incubacién
que contiene: NaCl 140 mM, KCl 5mM, MgCl,
1,2 mM, CaCl,, y Hepes 10 mM. Las células se in-
cubaron en 100 ul de tampodn de incubacién y 5 ul
de conjugado de isotiocianato de fluoresceina aco-
plado a la anexina V (Anexina-FITC), durante 15
min a temperatura ambiente. A continuacién se
examinaron las células por el FACScalibur utili-
zando el parametro FL1. El indice de apoptosis
se determind por el porcentaje de células positivas
para Anexina-FITC.

6. Técnicas de andlisis de proteinas

FElectroforesis.

Para el andlisis de proteinas, las células se li-
saron en un tampén de tisis (20 mM Tris pH 7,5;
150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 1%
Triton x-100, 2,5 mM pirofosfato sédico, 1 mM,
Na3VOy 1 pg/ml de leupeptina, pepstatina, 10
pug/ml de inhibidor de la tripsina, 1 mM PMSF.
El lisado de 0,5 x 10% de células se resuspendié
V/V en un tampén de migracién (125 mM Tris-
CIH (pH6,8), 10 % dodecilsulfato sédico, 20 % de
glicerol, 100 mM ditiotreitol, 0,2 % de azul de bro-
mofenol). Las muestras de extracto de proteinas
se calentaron a 100°C durante 5 min y se some-
tieron a electroforesis en un gel de poliacrilamida
al 10%.

Inmunodeteccion por Western blot.

Tras la electroforesis, las proteinas se some-
tieron a una transferencia a membranas de nitro-
celulosa en un tampén de transferencia (25 mM
Tris, 0,2M glicina, 20 % Metanol, pH 8,5) a un
amperaje de 300 mA durante 1 h. Las proteinas
transferidas se tineron con una soluciéon de rojo
ponceau para comprobar el éxito de la transfe-
rencia. A continuacion, las membranas se some-
tieron a la inmunodetecciéon de las proteinas es-
pecificas. Para ello, las membranas se bloquea-
ron en un tampén de incubacién TBS-T (20 mM
Tris, 137 mM ClNa, a pH 7,6 y 0,5% de Tween
20) con 2% de BSA (albuimina fraccién V) du-
rante 1 h. Las membranas se sometieron a la
incubacién con anticuerpos especificos dirigidos
contra la proteina a estudiar durante 2 h. Se-
guidamente se lavaron las membranas con tam-
p6n TBS-T durante 1h y se volvieron a someter a
la incubacién con proteina G-HRPO (BIORAD)
durante 1h. Tras varios lavados en tampén TBS-
T, las membranas se revelaron con los reactivos
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de quimioluminiscencia (NEN Life Science Pro-
ducts) y se sometieron inmediatamente a la expo-
sicién sobre peliculas hipersensibles (Amersham)
a tiempos determinados.

Inmunoprecipitacion.

Para la inmunoprecipitacién de proteinas es-
pecificas, los lisados de 10% de células se some-
tieron a una incubacién durante 18h en presencia
del anticuerpo especifico y 20 ul de proteina G-
sefarosa a 4°C. Los inmunocomplejos se aislaron
por centrifugacion, se lavaron dos veces en tam-
pon de lisis y se disolvieron en tampén de mi-
gracién. Seguidamente, las muestras se calenta-
ron a 100°C y se sometieron a migracién por elec-
troforesis en geles del 10 %. La inmunodeteccién
de las proteinas especificas se llevé a cabo por
western blot.

7. Determinacion de sintesis de DNA. Ensayos
de proliferacion

Las células H-35 se sembraron en placas de
96 pocillos. Tras 24 horas de depravacién de
suero se estimularon con CT-1 (50ng/ml) diluida
en DMEN sin suero. Después de 24 horas de
incubacién con CT-1, se marcé con 10 pCi/ml
[methyl-3H]-thimidina (ICN, Amersham) por 12
horas. El medio radioactivo se quité y las células
se despegaron usando 100 pl de Tripsina a 37°C
recogidas en 25 ul de liquido de centelleo (Ecolite;
ICN). La incorporacién [*HJ-timidina fue anali-
zada usando a tri Carb 2900TR contador de cen-
telleo (Packard, Meriden, CT).

8. Ensayos in vivo de regeneracion hepdtica
tras hepatectomda parcial (reseccidn quirdrgica del
75%)

Los estudios de regeneracién hepéatica se reali-
zaron en ratas Fisher (machos de 180 grs de peso).
La reseccién quirtrgica incluia el 75 % de higado
y las ratas se sacrificaron a distintos tiempos (1h,
3h, 6h, 10h, 24h, 48h, 3 dias, 6 dias y 9 dias). Las
muestras de higado se recogieron posteriormente
y se repartieron en tres partes para: el estudio
histoldgico (fijadas en formol), el estudio inmuno-
histoquimico (fijadas en OCT) y para el andlisis
de RNA (congeladas en nitrégeno liquido). Para
cada tiempo analizado se utilizaron un minimo de
4 ratas. Como parametros de regeneracion hepa-
tica se analiz6 el % de peso del higado asi como
la expresién del antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) mediante inmunohistoquimica.

8.1. Expresion génica de CT-1 durante la re-
generacion hepdtica

La expresion de genes de diversas citoquinas
(HGF, LIF, Oncostatina, CNTF, CT-1) se ana-
liz6 en el modelo de hepatectomia parcial con el
fin de estudiar su implicacién en regeneracién he-
patica. Para este estudio, se analizaron muestras
procedentes de higados de rata obtenidos a dis-
tintos tiempos tras hepatectomia parcial (1h, 3h,
6h, 10h, 24h, 48h, 3 dias, 6 dias y 9 dias). Cada
grupo incluia un minimo de 4 animales. Asi-
mismo, fueron analizados higados procedentes de
ratas sanas a las que no se practicé hepatectomia
(controles). Mediante la técnica de Northern blot
se comprobaron los niveles de RNAm correspon-
dientes de cada citoquina. Estos experimentos
permitieron realizar la observacién enteramente
novedosa de que los niveles de RNAm de CT-1
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aumentan significativamente a las 24 y 48 horas
post-hepatectomia (Fig. 2 y 3) coincidiendo con
la maxima proliferacién de hepatocitos, tal como
la demuestra la expresién de PCNA e incorpo-
racién de bromodeoxiuridina (BrdU) por hepa-
tocitos en el examen inmunohistoquimico de las
muestras de tejido hepatico de los animales es-
tudiados. Ademés pudimos observar que el incre-
mento en la expresién transcripcional de CT-1 era
precedido por un pico en la expresion de HGF, el
cual ocurria a las 10 horas tras la hepatectomia.

8.2. Efecto de CT-1 sobre la regeneracion he-
pdtica tras la hepatectomia parcial

Para estudiar el papel de CT-1 en regene-
racién hepdtica, se inyecté el adenovirus CT-1
(AdCT-1) por via intravenosa a dosis de 10® pfu
o el adenovirus con gen reportero LacZ (AdLac-
Z) como control a la misma dosis. A las 48 h
mas tarde se procedié a la reseccién quirurgica
del 75% del higado. Las ratas se sacrificaron en-
tonces a los mismos tiempos anteriormente men-
cionados. Para cada tiempo analizado se utilizd
un minimo de 4 ratas y un maximo de 8 ratas.

La administracién de AACT-1 indujo un incre-
mento del peso del higado en las ratas tratadas
con AdCT-1 frente a las que recibieron AdLac-Z
con diferencias significativas entre los dos grupos
a las 48 horas, momento en el que tiene lugar la
méxima proliferacién de hepatocitos (tal como lo
demuestran las inmunotinciones para PCNA en
las muestras de higado obtenidas de estas ratas
tras la hepatectomia). A los 3 y 6 dias tras la
hepatectomia el peso de los higados de las ratas
tratadas con AdCT-1 era superior al de las ratas
control, sin embargo en estos tiempos las diferen-
cias entre grupos no fueron estadisticamente sig-
nificativas (Fig. 4). Estos resultados indican que
los higados tratados con CT-1 muestran una ace-
leracién de la regeneracién hepatica presentando
pesos superiores a los controles en la fase inicial
tras la hepatectomia pero alcanzando finalmente
valores semejantes a los controles por los mecanis-
mos homeostaticos que controlan el tamano final
de la viscera hepatica.

9. Ensayos in vivo de regeneracion hepdtica tras
hepatectomia ampliada (reseccion quiridrgica de >
85 %)

Con el fin de valorar si la CT-1 podria evitar
la muerte de animales sometidos a hepatectomia
subtotal se realizaron experimentos en ratas Fis-
cher en las que se realizd reseccién quirdrgica su-
perior al 85% del higado. Para esta parte de la
experimentacién se emplearon 2 grupos de 30 ra-
tas. Un grupo se traté con AdLac-Z y el otro
grupo con AdCT-1 por via intravenosa y a las
dosis anteriormente mencionadas. A las 48 horas
después de la administracién del adenovirus, se
procedié a la préactica de este tipo de reseccion
quirdrgica. El namero de ratas que sobrevivieron
a la reseccion quirtrgica se redujo a 14 ratas para
el grupo de AdLac-Z y 13 ratas para el grupo de
las inyectadas con AdCT-1. Estas ratas fueron
controladas para ver supervivencia a largo plazo
tras la amplia reseccion quirtdrgica.

Se observd que en la primera hora tras la he-
patectomia la mortalidad fue del 77 % en el grupo
AdLac-Z, mientras que no llegé al 20% en el
grupo AdCT-1. A las 24 horas tras la hepatec-
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tomfia solo el 7% de ratas tratadas con el AdLac-
7 estaban vivas mientras que la supervivencia
fue del 61% en las ratas tratadas con AdCT-1,
siendo estas diferencias estadisticamente signifi-
cativas. Estos porcentajes se mantuvieron en los
mismos valores a los 4 dias tras la intervencién
(Fig 5). Nuestros datos indican que la CT-1 pro-
tege frente a la mortalidad asociada a resecciones
hepaticas extensas.

10. Efecto protector de CT-1 frente a apopto-
sis/necrosis de hepatocitos “in vivo”. Ensayos de
dano hepdtico fulminante

Para valorar el papel de CT-1 en la modu-
lacién del dano hepatico inducido por diversos
agentes injuriantes se utilizaron ratones Balb/c
(machos de 30 grs de peso) valordndose el dano
hepatico en tres modelos de lesion hepatocelular:
i) dafio inducido por la administracién intrave-
nosa de 100 mg/Kg de Concanavalina A, ConA
(Sigma, St. Louis, MO. USA); ii) dafio indu-
cido por la combinacién de administraciéon in-
travenosa de TNFa (Peprotech) (0,5 ug/ratén)
y administracién intra-peritoneal de 25 mg D-
galactosamina, TNFa/D-Gal (Sigma); iii) dafio
inducido por la administracién intravenosa de 1,5
pg/ratén anti-Fas (Jo2, Pahrmingen). A las 6
horas después de la administracién de ConA, o
TNFa/D-Gal o anti-Fas, se extrajo sangre de los
ratones y se sacrificaron.

Para determinar el efecto de la CT-1 sobre el
dafio hepédtico, se traté un grupo “A” de ratones
con solucién salina, un grupo “B” con AdLac-Z
(107 pfu) y un grupo “C” con AdCT-1 (107 pfu).
Tras 48 horas se indujo dano hepatico en cada
grupo en los 3 modelos descritos en el parrafo
anterior. Se incluyé también un grupo de ratones
tratados con suero salino, en lugar del inductor de
hepatitis, como control negativo (CN) del expe-
rimento. Cada grupo de animales incluia 5 rato-
nes. Después de 6 horas, se examiné la intensidad
del dano hepatico segin 2 pardmetros: medida
de transaminasas (GPT) en suero mediante en-
sayo colorimétrico automatizado (Technicon RA-
1000, Bayer) y medida de apoptosis mediante la
técnica de TUNEL en muestras de higado fijadas
en OCT, utilizando la técnica de “in situ death
cell detection kit” (Roche Diagnostics GmbH, In-
dianapolis, IN, USA).

Se extrajeron las muestras de sangre de cada
ratén para la determinacién de transaminasas e
inmediatamente después, los animales fueron sa-
crificados y los higados fueron procesados para es-
tudio histolégico (fijacién en formol) y estudio de
apoptosis por la técnica de TUNEL (congelacién
en OCT).

En el primer modelo de dano hepatico agudo
inducido por la administracién de ConA, se pudo
comprobar que mientras los ratones de los gru-
pos control (animales que habian recibido salino
o AdLac-Z) mostraban unos valores muy elevados
de GPT, los niveles de transaminasas apenas se
modificaron en los animales tratados con AdCT-1
siendo las diferencias entre éstos y los ratones de
los grupos control altamente significativas (Fig.
6A). Al realizar la técnica de TUNEL en el te-
jido hepatico observamos ausencia de apoptosis
en las muestras de higado de ratones tratados
con AdCT-1 frente a amplias zonas de necrosis

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

y apoptosis en los animales que habian recibido
suero salino o AdLac-Z previamente a la adminis-
tracién de ConA (Fig. 7).

En el segundo modelo de dano hepatico agudo,
inducido mediante la administracién del anticuer-
po monoclonal anti-Fas, también pudimos ob-
servar que el tratamiento con AdCT-1 prevenia
la muerte hepatocelular (Fig. 6B). Seis horas
después de la administracién de anti-Fas se ob-
servé que la cifra de transaminasas en los anima-
les que habian recibido AdCT-1 era considerable-
mente inferior (con diferencias estadisticamente
significativas) en aquellos animales tratados con
AdCT-1 que en los que habian recibido suero
salino o AdLac-Z. Asimismo en muestras de te-
jido hepatico se observé mediante la técnica de
TUNEL y el andlisis histolégico una gran dismi-
nucion de cuerpos apoptéticos en los ratones tra-
tados con AdCT-1 en comparacién con los ani-
males de los grupos control.

El papel hepatoprotector de la CT-1 se evalué
también en un tercer modelo de lesién hepatica
consistente en la administraciéon combinada de
TNFalfa y de D-galactosamina (TNF-a/DGal).
A las 6 horas del dafio hepético los niveles de tran-
saminasas, asi como los resultados histologicos
mostraron una marcada disminucién de la cifra
de transaminasas y del numero de hepatocitos
apoptoticos por la técnica de TUNEL en los ra-
tones tratados con AdCT-1 en comparacién con
los ratones de los grupos control (Fig. 6C).

Todos estos datos indican que la CT-1 tiene
la capacidad de proteger a las células hepdaticas
frente a una diversidad de estimulos causantes de
apoptosis o necrosis hepatocelular.

11. Andlisis del efecto de la CT-1 sobre el ciclo
celular y supervivencia en hepatocitos derivados
de lineas celulares

Utilizando la linea hepatocelular de rata H35
se han analizado los efectos biolégicos que la CT-
1 recombinante podria ejercer como citoquina re-
guladora de la apoptosis de hepatocitos. Para
los ensayos de estimulacién con CT-1, las células
se depleccionaron previamente de suero durante
18h. Los ensayos de estimulacién con CT-1 se
realizaron en ausencia de suero.

En un primer abordaje, se analizé el efecto de
la CT-1 sobre el ciclo celular de esta linea hepa-
tocelular. El ciclo celular fue determinado me-
diante tincién del DNA con yoduro de propidio
y posterior andlisis por citoflurometria de flujo.
La apoptosis se indujo mediante deprivacién de
suero en el medio de cultivo de las células du-
rante 4 dias. Los resultados mostraron que a los
4 dias de cultivo en estas condiciones, un 86 % de
las células H35 entraban en apoptosis. Se pudo
observar que con la presencia de CT-1 a dosis de
50 ng/ml y en ausencia de otro coestimulo, CT-1
fue capaz de retardar de forma evidente la en-
trada en apoptosis de las células H35 las cuales
presentaron apoptosis en un 52% de las células
(Fig. 7).

Experimentos similares se llevaron a cabo so-
metiendo a los cultivos celulares de H35 a depri-
vacién de suero durante 3 dias y midiendo pos-
teriormente la capacidad de las células de unir
Anexina purificada acoplada a FITC (isotiocia-
nato de fluoresceina) en su superficie. La unién de
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Anexina-FITC a la superficie de las células H35 se
estudié mediante analisis por citofluorometria de
flujo. Se pudo comprobar que mientras las células
cultivadas en ausencia de CT-1 presentaban un
21 % de positividad para anexina, las que habian
sido tratadas con 50 ng/ml de CT-1 presentaron
un 12%. (Fig. 8). Estos experimentos confirma-
ron por tanto que la CT-1, a la dosis empleada,
es capaz de ejercer un efecto antiapoptotico.

12. Andlisis del efecto de la CT-1 sobre la proli-
feracion celular

Utilizando la linea celular H-35 se analiz6 la
capacidad que CT-1 puede tener en la sintesis de
DNA en células hepatocitarias. Para ello se sem-
braron 20.000 células por pocillo en placas de 96
pocillos. Para ver su posible estimulacién, las cé-
lulas fueron depleccionadas previamente de suero
durante 24 horas. Los ensayos de estimulacion
con CT-1 se realizaron en ausencia de suero y a
dosis de 50ng/ml durante 24 horas. Los resulta-
dos mostraron que las células cultivadas con la
presencia de CT-1 exhibian un mayor porcentaje
de sintesis de DNA que las células controles donde
no se puso CT-1 (Fig. 9). Estos experimentos
confirmaron por tanto que CT-1, a la dosis utili-
zada, es capaz de inducir sintesis de DNA.

13. Estudio y andlisis de las vias senalizacion
inducidas por CT-1 en las lineas derivadas de he-
patocitos

El descubrimiento de que la CT-1 ejercia un
efecto antiapoptotico en hepatocitos tanto in vivo
como in vitro, llevo a estudiar las vias de senali-
zacion implicadas en la estimulacién del receptor
de la CT-1 en hepatocitos. La estimulacién de re-
ceptores de la familia de citoquinas IL-6 /LIF re-
sulta en la inmediata fosforilacion de transmisores
de la senal pertenecientes a la familia de JAK-1.
Tras la estimulaciéon de H35 con CT-1 a distin-
tos tiempos, se realizé6 una inmunoprecipitacion
de la JAK-1 con un anticuerpo especifico (Cell
Signaling Technology) a partir de lisados totales
de estas células. Utilizando un anticuerpo espe-
cifico para tirosinas fosforiladas (4G10, Upstate
Biotechnology) y mediante la técnica de western
blot, se pudo comprobar que la CT-1 indujo una
fosforilacién en tirosinas de la molécula JAK-1 a
los 5 minutos, desapareciendo la senal a los 60
min después (Figura 10A).

La fosforilacién de STAT-3, es una de las vias
de activacién descritas que interviene en la senal
de citoquinas de la familia de la IL-6 a través
de JAK. Su activacién por fosforilacién estd aso-
ciada a la induccién de diferenciacién celular en
algunos casos e hipertrofia en otros (miocardio-
citos). Mediante la técnica de western blot se
analizaron lisados de H35 tratadas in witro con
50 ng/ml de CT-1 a distintos tiempos. La uti-
lizacion de un anticuerpo especifico para STAT-
3 fosforilada (Santa Cruz Biotechnology) sirvié
para comprobar que la CT-1 es capaz de inducir
la fosforilacién de STAT-3 a partir de los 5 min
post-estimulacién, alcanzando un maximo a los
30 min (Fig. 10B).

Una de las vias claramente implicadas en la
inhibiciéon de la senal apoptética es la via de
la PI-3/AKT (quinasa fosfatidinositol-3/quinasa
AKT). La activacién de PI-3K induce la acti-
vacién por fosforilaciéon de AKT en la serina 475

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

y treonina 308. La activacién de AKT provoca a
su vez la fosforilaciéon de BAD en las serinas 112 y
136. BAD es un miembro de la familia de Bcl-2 y
es un regulador importante de la senal de supervi-
vencia. BAD inactivo dimeriza con las proteinas
Bcl-x o Bcl-2 neutralizando su actividad antia-
poptotica. La fosforilacién de BAD conlleva la
liberacién de Bcl-2 o Bcl-x que suprimiran la via
de apoptosis. Por tanto, la fosforilaciéon de BAD
supone la supresion de la via de apoptosis. En
el presente estudio examinamos si la CT-1 podia
activar esta via de supervivencia en las H35. Tras
el tratamiento de las células con 50 ng/ml de CT-
1 a distintos tiempos se procedié a la obtencion
de la fracciéon citosélica y posterior inmunopre-
cipitacién de AKT con un anticuerpo policlonal
anti-AKT (Cell Signaling Technology). Posterior-
mente se analizé por western blot la presencia
de AKT fosforilada mediante la utilizacién de un
anticuerpo policlonal especifico para la forma de
AKT fosforilada en serina 475 (Cell Signaling Te-
chnology). Se comprobé que la CT-1 inducia la
fosforilacién de AKT estable en la serina 475 a los
15 y 30 min para desaparecer a los 60 min. Por
tanto, la CT-1 induce una senal de supervivencia
en lineas celulares hepatocitarias (Fig. 10 C).
En resumen, la CT-1 es capaz de inducir la
via de senalizacién de JAK/STAT asi como la
via de supervivencia PI-3K/AKT. Por tanto, la
cascada de senales inducida por la CT-1 en hepa-
tocitos explica que la CT-1 actiie como una cito-
quina con efectos antiapoptdticos a través de la
via PI-3k/AKT y posiblemente como inductora
de la proliferacion y diferenciacién en hepatocitos
a través de la via JAK/STAT-3.
Descripcion de las figuras

Figura 1. Esquema de la estructura del vector
adenoviral AACT-1 que contiene la secuen-
cia codificante para CT-1. RSV: promotor
del virus del sarcoma de Rous; NGF: senal
peptidica de factor de crecimiento de ner-
vios; CT-1: ¢cDNA de CT-1 murino; SV40:
senal de poliadenilacion del virus SV40. En
negro las regiones E1 y E3 suprimidas.

Figura 2. Deteccién por Northern blot del
RNAm codificante para CT-1 en muestras
de higados de rata obtenidas a distintos
tiempos (h=horas; d=dfas) después de he-
patectomia parcial. 28S: RNAr como con-
trol de carga.

Figura 3. Representacion grafica de la expresiéon
de CT-1 a los largo del tiempo (h=horas,
d=d{as) en el Northern blot de la Fig. 2. En
ordenadas unidades arbitrarias de densidad
6ptica (CT-1/28S).

Figura 4. Porcentaje de peso del higado de rata
(en ordenadas) a distintos tiempos (abcisas,
h=horas, d=d{as) tras hepatectomia parcial
previa administracién de AdCT-1 o AdLac-
Z y después de realizar una hepatectomia
parcial.

Figura 5. Porcentaje de supervivencia (en or-
denadas) en ratas tratadas con AdCT-1 o
AdLac-Z y hepatectomizadas (>85%) a las
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48 horas después del tratamiento. En ab-
cisas el tiempo (horas) transcurrido tras la
hepatectomia.

Figura 6. Representacién grafica de los nive-

les séricos de transaminasas, GPT (en or-
denadas, unidades SF/ml) e imdgenes his-
tologicas de tejido hepético (técnica de TU-
NEL para visualizacién de apoptosis) pro-
cedentes de 3 modelos de induccién de hepa-
titis fulminante en ratones: mediante admi-
nistracién de Concanavalina A, Con A (Fig.
6A); mediante administracién del anticuer-
po anti-Fas (Fig. 6B); y mediante coad-
ministracion de TNFa y D-Galactosamina,
TNFa/D-Gal (Fig. 6C). 48 horas antes de
la induccién de hepatitis los animales fueron
tratados con un vector adenoviral (AdCT-1
o AdLac-Z), o con suero salino (S). Control
Negativo (CN) corresponde a un grupo de
ratones al que se administré suero salino en
lugar del agente inductor de hepatitis.

Figura 7. Andlisis del ciclo celular de células H-

35 tras 1 dia (arriba) y 4 dias (abajo) tras
la deprivacién de suero sin la presencia de
CT-1 (C=control) y la presencia de CT-1
(CT-1). Areas seleccionadas de izquierda
a derecha: Células con DNA menos de 2n
(células apoptéticas, Apo); células en GO-
G1(células en reposo) y célulasen Sy M (cé-

lulas en proliferacién). Ordenadas (nimero
de células). Abcisas (Contenido DNA).

Figura 8. Andlisis por citometria de flujo de la

expresion de Anexina V en células H-35 tras
la deprivacion de suero durante 3 dias sin la
presencia de CT-1 (C=control) y en presen-
cia de CT-1 (CT-1). Las células cultivadas
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con CT-1 presentaban un 12% de célu-
las apoptéticas frente al 21% de células
apoptdticas observadas con ausencia de CT-

Figura 9. Anélisis del efecto de la CT-1 sobre

proliferacién celular medido por incorpora-
cién de [3H]timidina. Los resultados mues-
tran el porcentaje de incremento (ordena-
das) de proliferacién en las células tratadas
con CT-1 (CT-1) respecto a células contro-
les sin tratar (C=Control).

Figura 10. Inmunodeteccién de proteinas de se-

nalizacién fosforiladas (Jak-1-Y, Stat-3-Y-
705, y AKT-Ser-475) en lisados celulares
H35 tomados a distintos tiempos (minutos)
después de incubar las células con CT-1.

Inmunoprecipitacién de lisados celulares
con anticuerpos especificos frente a Jak-1.
Posteriormente mediante Western blot con
anticuerpos especificos frente a tirosinas fos-
foriladas se observa fosforilacién de la mo-
lécula Jak-1 a los 5 minutos.

B.) Western blot con anticuerpos especificos fren-

te Stat-3 fosforilada (Stat-3-Y-705) donde
se observa positividad a los 5 minutos de
tratamiento.

C.) Inmunoprecipitacién de la fraccién citosdlica

con anticuerpos anti-AKT donde posterior-
mente, mediante Western blot con anticuer-
pos especificos para la forma AKT fosforila-
da en serina 475 (AKT-Ser-475) se observa
induccién a los 15 y 30 minutos.

Figura 11. Estructura del vector pET-14b.
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REIVINDICACIONES

1. Uso de cardiotrofina-1 (CT-1), o de una
fraccién activa de CT-1, o de un derivado poli-
peptidico con actividad CT-1, o de una secuencia
polinucleotidica que codifica y expresa para CT-
1, para una fracciéon activa de CT-1 o para un
derivado polipeptidico con actividad CT-1, para
la fabricacién de una composicion util para esti-
mular la regeneracién hepatica.

2. Uso de cardiotrofina-1 (CT-1), o de una
fraccién activa de CT-1, o de un derivado poli-
peptidico con actividad CT-1, o de una secuencia
polinucleotidica que codifica y expresa para CT-1,
para una fraccién activa de CT-1 o para un de-
rivado polipeptidico con actividad CT-1, para la
fabricaciéon de una composicién tutil como agente
hepatoprotector.

3. Uso segun la reivindicacién 1, para la fa-
bricaciéon de una composicién 1util para estimu-
lar la regeneracién hepatica tras hepatectomia
quirdrgica.

4. Uso segun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 y 2 para la fabricaciéon de una composiciéon
util para el tratamiento de enfermedades hepati-
cas crénicas de cualquier etiologia.
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5. Uso segtun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1, 2 y 4 para la fabricacién de una composicién
atil para el tratamiento de la hepatitis aguda, su-
baguda, fulminante o crénica de causa viral, me-
tabdlica o toxica.

6. Uso segun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1, 2 y 4 para la fabricacién de una composicién
util para el tratamiento de la cirrosis hepatica.

7. Uso segun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 y 2 para la fabricacién de una composicién
util para el tratamiento de la funcién hepatica del
higado trasplantado.

8. Uso segun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 y 2 para la fabricacién de una compo-
sicién 1til para el tratamiento de tumores intra-
hepaticos.

9. Uso segun cualquiera de las reivindicacio-
nes 1 a 8 para la fabricaciéon de una composiciéon
que comprende un vector viral portador de una
secuencia polinucleotidica que codifica y expresa
para CT-1, para una fracciéon activa de CT-1 o
para un derivado polipeptidico con actividad CT-
1.

10. Uso segun la reivindicacién 9 donde el vec-
tor viral es un adenovirus.
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