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DESCRIPCION
Uso de AIMP2DX2 para el diagndstico y tratamiento del cancer
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a una variante de AIMP2 que carece de exdén 2, denominada como AIMP2DX2, que
se expresa especificamente en las células cancerosas y su uso para el diagndstico y tratamiento del cancer.

Descripcion de la técnica relacionada

La tasa de mortalidad debida al cancer contintia creciendo en el mundo. A pesar de los estudios colectivos acerca
del cancer es una de las principales causas de mortalidad en todo el mundo.

Se necesita un procedimiento capaz de diagnosticar cancer en forma simple y rapida para aumentar los efectos de
los procedimientos de tratamiento tales como cirugia, radioterapia, quimioterapia o terapia convencional.

Se requiere el desarrollo de marcadores especificos para determinados canceres a fin de diagnosticar cancer asi
como también aplicar una terapia efectiva para el cancer especifico. La terapia citotdéxica se ha usado ampliamente
para tratar los canceres durante los ultimos 50 afios tras haber sido usada en primer lugar como un agente
anticancer. La terapia tiene efectos secundarios serios, por ejemplo, ya que actda en forma inespecifica en las
células de otro 6rgano que tiene una velocidad de division celular rapida en comparacién con las células cancerosas,
lo que produce fuerte toxicidad. Para superar los efectos secundarios y la tolerancia de tales agentes anticancer
conocidos, se han realizado varios estudios para desarrollar medicamentos anticancer que se activen
especificamente en las células tumorales con el marcador especifico de cancer que se forma en la tumorigénesis de
la célula normal al cancer. En muy importante hallar genes especificos para las células cancerosas en la terapia
dirigida al cancer que se representa como un procedimiento para minimizar la toxicidad del agente anticancer.

En tales circunstancias, los presentes inventores han realizado una investigacion intensiva para desarrollar una
nueva especie molecular especifica del cancer y como resultado, descubrieron que una variante de AIMP2 que
carece del exdn 2, AIMP2DX2 se expresa especificamente en las células cancerosas y se puede usar como un
marcador para diagnosticar cancer que proporciona resultados mas confiables. Ademas, los presentes inventores
han descubierto que el anticuerpo especifico para la proteina de AIMP2DX2, o ARNSsi y oligonucleétido antisentido
especifico para el ARNm de AIMP2DX2 se puede aplicar para un procedimiento de tratamiento especifico para las
células cancerosas.

Descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencidon proporciona una proteina de AIMP2DX2 que comprende (a) una
secuencia de aminoacidos de AIMP2 en la que esta suprimida la regién del exén 2 de la secuencia de aminoacidos
de AIMP2, en la que AIMP?2 tiene la secuencia:

1 mpmyavkpyh ggoaplrvel ptemyr lpnv horsygpapg aghvaeesnl sigalesrgd

61 dilkrlyelk aavdglskmi gipdadldvt niigadeptt lttnaldins vigkdygalk

121 divinanpas ppislivihr |lcehfrvlis tvhthssvks vpenl Ikcfg eankkgprad

181 valgftliwk nvpktamkfs iqtmcpiege gniarflfsl fgakhnavna tiidswvdia

241 1fqlkegssk ekaavirsmn salgkspwia gneltvadvy Iwsvlagigg csvivpanva
301 rwmrscenla pl.

o (b) la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2.

En un segundo aspecto, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto. La molécula de acido nucleico
puede comprender la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID NO:1.

En un tercer aspecto, la presente invencion proporciona un vector recombinante, que comprende una molécula de
acido nucleico del segundo aspecto.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona una célula huésped que se transforma con el vector
recombinante del tercer aspecto, en el que la célula es una célula no humana o es una célula humana aislada que
no es una célula madre embrionaria humana.

En un quinto aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para producir la proteina de AIMP2DX2
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del primer aspecto, que comprende cultivar la célula del cuarto aspecto.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona un anticuerpo especifico para la proteina de AIMP2DX2 del
primer aspecto.

En un séptimo aspecto, la presente invencidon proporciona un kit diagndstico para céncer, que comprende un
anticuerpo del sexto aspecto.

En un octavo aspecto, la presente invencidon proporciona un procedimiento para seleccionar la proteina de
AIMP2DX2 como un marcador de cancer, que comprende las etapas de:

(a) proporcionar una muestra para analizar; y

(b) detectar en dicha expresion de la muestra de una molécula de acido nucleico del segundo aspecto, en la que la
deteccioén de la expresion de la molécula de acido nucleico es indicativa de cancer. La deteccion en la etapa (b) se
puede llevar a cabo por el contacto de dicha muestra con un anticuerpo del sexto aspecto. En forma alternativa, la
deteccion en la etapa (b) se puede llevar a cabo por una reaccién de amplificaciéon o una reaccioén de hibridacién. La
reaccion de amplificacion se puede llevar a cabo por RT-PCR (reaccién en cadena de polimerasa — transcripcion
inversa) mediante un cebador capaz de diferenciar un ARNm de AIMP2DX2 del primer aspecto de un ARNm de
AIMP2. La reaccion de hibridacién se puede llevar a cabo por medio de una sonda capaz de diferenciar un ARNm
del AIMP2DX2 del primer aspecto a partir de un ARNm de AIMP2, en el que AIMP2 tiene la secuencia:

1 mpmyagvkpyh gggaplrvel ptemyr !pav hgrsygpapg aghvaeesn! sigalesrqd

61 dilkrlyelk aavdglskmi gtpdadldvt niicadeptt lttnaldins vigkdygalk

121 divinanpas ppislivihr |lcehfrvls tvhthssvks vpenl|kcfg eankkgprad

181 valgftliwk nvpktomkfs igtmcpiege gniarflfsl fggkhnavna tiidswvdia

241 (fqlkegssk ekaavirsmn salgkspwla gneltvadvy IwsviggiQg csvivpanva
301 rwmrscenla pl.

La secuencia del cebador puede comprender las SEQ ID Nos.5y 6,7y 8 0 16 y 6. La secuencia de la sonda puede
comprender las SEQ ID No. 8 0 16.

En un noveno aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID No.3. 4, 5,6,7,8 0 16.

En un décimo aspecto, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico de ARNsi especifica para
el ARNm de la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto, en el que dicha molécula de acido nucleico de los ARNsi
comprende ARN sentido y antisentido que codifica la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID Nos. 9y 10, SEQ ID
Nos. 11y 12 0 SEQ ID Nos. 13 y 14.

En un undécimo aspecto, la presente invencidn proporciona un oligonucleétido antisentido que es complementario
con una regién de unioén entre los exones 1y 3 de un ARNm de la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto.

En un duodécimo aspecto, la presente invenciéon proporciona una composicion farmacéutica para tratar cancer que
comprende la molécula de acido nucleico de ARNsi del décimo aspecto, o el oligonucleétido antisentido del
undécimo aspecto.

En un decimotercero aspecto, la presente invenciéon proporciona la molécula de acido nucleico de los ARNsi del
décimo aspecto, o el oligonucleétido antisentido del undécimo aspecto para su uso en el tratamiento del cancer.

En un decimocuarto aspecto, la presente invencién proporciona el uso de la molécula de &cido nucleico de ARNSsi
del décimo aspecto, o el oligonucledtido antisentido del undécimo aspecto en la fabricacion de un medicamento para
el tratamiento del cancer.

En un decimoquinto aspecto la presente invencidon proporciona un procedimiento para seleccionar un agente
anticancer que inhibe la formaciéon de un heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto y la
proteina de AIMP2, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una sustancia de ensayo con una composicién que comprende la proteina de AIMP2DX2 del
primer aspecto y la proteina de AIMP2; y
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(b) determinar si la sustancia de ensayo inhibe la formacion de heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 del
primer aspecto y la proteina de AIMP2,

en el que la sustancia de ensayo para inhibir la formacién de heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 del
primer aspecto y la proteina de AIMP2 se evalua como un agente anticancer, y en el que AIMP2 tiene la secuencia:

1 mpmyqvkpyh gpgap|rvel ptemyrlpnv hgrsygpapg aghvaeesn! slgalesrqd

61 dilkriyelk aavdg!skmi qtpdadldvt niigadeptt Ittnaldins vigkdygalk

121 divinanpas ppls!ivihr Tlcehfrvls tvhthssvks vpenl lkefg eankkqgprad

181 yqlgft!iwk nvpktamkfs iqtmcpiege gniarflfsl fgagkhnavna tlidswvdia

241 ifalkegssk ekaavirsmn salgkspwla gneltvadvvy Iwsviqaigg csvtvpanvg
301 rwmrscenla pf.

El procedimiento se puede realizar por un ensayo doble hibrido en levadura o ensayo de interaccion in vitro.

En un decimosexto aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento de seleccionar un agente
anticancer que inhibe la expresion del gen que codifica la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto, o promueve la
alteracion de la proteina de AIMP2DX2 del primer aspecto, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una sustancia de ensayo con las células que expresan el gen de AIMP2DX2; y

(b) determinar si la sustancia de ensayo inhibe la expresién del gen AIMP2DX2 o promueve la alteracion de la
proteina de AIMP2DX2,

en el que la sustancia de ensayo para inhibir la expresion del gen de AIMP2DX2 se evalua como un agente
anticancer. El procedimiento se puede realizar por RT-PCR o transferencia Western.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1a-1e representan la importancia funcional del AIM2 en la sefializacion del TGF-f y su interaccion con
Smad2/3. AIMP2 ** y AIMP2/-MEF se compararon en el efecto de TGF-B sobre la proliferacion celular (Fig. 1a),
formacion de colonia (Fig. 1b), progresion del ciclo celular (Fig. 1c), y translocacion nuclear de Smad2 y Smad3 (Fig.
1d). En la Fig. 1a, las células se incubaron con las concentraciones indicadas (0, 2 y 4 ng/ml) de TGF-1 durante 6
horas. La incorporacién de timidina en las células no tratadas se tomd como 1 y los valores son los promedios de
cuatro experimentos independientes. En la Fig. 1b, AIMP2*"* y AIMP2/-MEF (14,5 dias) se cultivaron en presencia de
TGF-B (2 ng/ml) durante 4 dias, se fijaron con paraformaldehido, y las colonias se visualizaron con coloracion de
Giemsa. En la Fig. 1¢, los MEF se trataron con TGF-$ durante 24 horas y la porcion de las células en fase GO/G1 se
determind por citometria de flujo. En la Fig. 1d, MEF se trataron con TGF-B (2 ng/ml) durante 1 hora. Smad2 y
Smad3 se hicieron reaccionar con sus anticuerpos especificos y se visualizaron con anticuerpo conjugado con FITC
(verde). Los nucleos se tifieron con Pl (rojo). En la Fig. 1e, las interacciones de AIMP2 con Smad2 y Smad3
analizaron por co-inmunoprecipitacion con anticuerpos contra Smad2 y Smad3.

Las Fig. 2a-2f representan el mecanismo de accién de AIMP2 en la sefializacion de TGF-(. En la Fig. 2a, las células
A549 se recolectaron en los tiempos indicados después del tratamiento de TGF- (2 ng/ml) y las proteinas extraidas
se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-Smad2 o Smad3, y la coprecipitacion de AIMP2 se determind con
anticuerpo anti-AIMP2. WCL representa las transferencias Western de las proteinas de los lisados celulares
completos. En la Fig. 2b, la expresién de los genes blanco de TGF-8, p15, p21 y -PAl=I se determind por RT-PCR en
el control y DU145 transfectado por AIMP2. La Fig. 2c demuestra el efecto de AIMP2 sobre la fosforilacion de Smad2
en AIMP2/-MEF. En la Fig. 2d, lo diferentes dominios de Smad2 (Mad-dominio de homologia, MH1, MH2 y ligador)
se expresaron como proteinas de fusidén LexA y se analizaron para determinar la interaccién con AIMP2 fusionado
con B42 por la formacion de colonias azules en el medio de levaduras que contiene X-gal. En la Fig. 2e, la
interaccion dependiente de TGF- de Smad2 con el receptor de TGF-B se determind por coinmunoprecipitacion. Los
MEF se trataron con TGF-B a 37°C y se incubaron 8°C antes de la inmunoprecipitacion. La asociacion de receptor
de TGF-B con Smad2 se controld por la inmunotransferencia con anticuerpo anti-TPRI. La Fig. 2f muestra el curso
del tiempo del Smad2 total, niveles de Smad2 (p-Smad2) y AIMP2 fosforilados en AIMP2** y AIMP2/- MEFs
después del tratamiento con TGF.

Las Fig. 3a-3f representan la expresion diferencial de AIMP2 y la generacién de su forma con supresién del exon 2.
Los niveles de AIMP2 se compararon en varias lineas de células cancerosas por el andlisis de transferencia Western
(Fig. 3a) y citometria de flujo (Fig. 3b). A549, NCI-H460, -H322, y H290 son lineas celulares de cancer de pulmon
mientras que DU145 y HCT116 son lineas celulares de cancer de préstata y colon, respectivamente. En la Fig. 3b,
"negativo" indica que DU145 solo se tratd con anticuerpo secundario. Se analizaron 2000 células para cada linea
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celular. En la Fig. 3c, el nivel de transcripto de AIMP2 se comparé por RT-PCR con diferentes pares de cebadores.
Los exones que abarcan los transcriptos 3-4 y 1-3 fueron generados con los pares de cebadores de 6/7 y 1/5 (ver
Fig. 8b), respectivamente. GAPDH es un control de carga. Se observa la generacion de un transcripto menor de
AIMP2 desde el par cebador para el transcripto del exén -1-3. Este transcripto mas pequefio es la forma de empalme
alternativo de AIMP2 que carece del exén 2 (AIMP2DX2). Este transcripto se produjo solamente a partir de las lineas
celulares AIMP2 bajas por RT-PCR con el cebador DX2-F y el otro especifico para la secuencia de union entre el
exon 1y 3 (DX2-B) (ver Fig. 8b). En la Fig. 3d, la induccidon dependiente de TGF-B y la translocacién nuclear de
AIMP2 se examinaron por tincién con inmunofluorescencia después de la incubacion con TGF- durante 2 horas. En
la Fig. 3e, el efecto de TGF- se compard con la proliferacion de las células indicadas por incorporacion de timidina
[3H] (n=9). En la Fig. 3f, la induccién dependiente de TGF-$ de los genes blanco, p21 y PAI-1, se compard por RT-
PCR después de la incubacién con TGF-$ durante 2 horas.

Las Fig 4a-4h demostraron el efecto de AIMP2DX2 sobre la estabilidad celular del AIMP2. En la Fig. 4a, DX2 se
transfecté en DU145 no tratado o tratado con TGF-B durante 2 horas y el nivel de AIMP2 se determind por
transferencia Western. La expresién de c-Myc, DX2 y GAPDH (control) se controlé por RT-PCR. En la Fig. 4b, DX2 o
el vector vacio se transfecté en DU145, y su efecto sobre la inhibicion del crecimiento celular dependiente de TGF-f
se control6 por incorporacion de timidina (n=4). En la Fig. 4c, la interaccion entre AIMP2F y -DX2 se determiné por el
ensayo de doble hibrido en levadura que se describié previamente (Rho, S.B. et al., PNAS. USA, 96:4488-93(1999)).
En la Fig. 4d, AIMP2F y -DX2 se sintetizaron por la traduccion in vitro en presencia de [*°S]metionina, mezclada con
GST-AIMP2F o -CDK2 (control), y se precipitd con glutation-Sefarosa. Las proteinas precipitadas se separaron por
SDS-PAGE y se detectaron por autorradiografia. En la Fig. 4e, la interaccion of AIMP2F o -DX2 con proteina de
unién a FUSE (FBP; Kim, M.J. et al., Nat. Genet. 34:330-336:2003)) y Smad2 se determin6é by ensayo de doble
hibrido en levadura. En la Fig. 4f, ele efecto del inhibidor de proteasoma, ALLN (50 uM durante 4 horas) sobre los
niveles de (F) de longitud completa y DX2 de AIMP2 se controlé en las células H322 generadoras de DX2 por
transferencia Western con anticuerpo anti-AIMP2. La forma DX2 se confirmé por su comigracién en gel con su
contraparte sintetizada in vitro. En la Fig. 4g, el aumento de AIMP2 por el tratamiento of ALLN (20 yM durante 2
horas) también se demostr6é por inmunofluorescencia con el anticuerpo anti-AIMP2 en las células H322. En la Fig.
4h, DX2 marcada con myc se transfecté a DU145 que se traté con ALLN. Posteriormente, AIMP2 inmunoprecipitd
con el anticuerpo anti-AIMP2, y las moléculas de AIMP2 ubiquitinadas se controlaron por inmunotransferencia con
anticuerpo anti-ubiquitina (Ubi).

Las Fig. 5a a 5e representan el efecto disruptivo de AIMP2DX2 sobre el control del crecimiento celular y la
sefalizacion de TGF-B. En la Fig. 5a, DX2 (o vector vacio) se transfecté en los MEFs y se control6 su efecto sobre el
crecimiento celular. Las células y colonias se visualizaron por microbio a la luz (parte superior) y coloraciéon de
Giemsa (parte inferior), respectivamente. La Fig 5b muestra las secuencias de nucleétidos que codifican los ARNsi
especificos para DX2. En la Fig 5c, cada uno de los vectores que expresan 3 de los ARNsi se construyeron,
transfectaron a las lineas celulares H322 y H460, y se evallo su efecto sobre el nivel de AIMP2 y fosforilacion de
smad2. En la Fig 5d, ARNsi de No4 o No5 se transfecté a H322, y se midié su efecto sobre la muerte celular
(izquierda) y detencién del ciclo celular (derecha) por el TGF-B. En la Fig. 5e, se introdujo ARNSsi dirigido a
AIMP2DX2 (si-DX2) en H322 y se determind su efecto supresor sobre el transcripto de DX2 por RT-PCR (parte
superior). El si-DX2 no afecté el transcripto de AIMP2 de longitud completa mostrado por RT-PCR del transcripto
para el exon 3-4. El efecto de si-DX2 sobre la fosforilacion de Smad2 y la expresion de AIMP2 también se determind
por transferencia Western (parte inferior). El efecto de si-DX2 sobre la restauracion de la sefalizacion de TGF-
también se determiné por tincién con inmunofluorescencia de p-Smad2 (Fig. 5f), Ensayo indicador dependiente de
TGF-B bajo el promotor 3TP (Fig. 5g) y detencién del crecimiento (Fig. 5h) por medio de las células H322. En la Fig.
5f, p-Smad2 y los nucleos se tifieron con anticuerpo secundario conjugado con FITC (verde) y Pl (rojo),
respectivamente, 30 min después del tratamiento TGF-#. Cabe mencionar que p-Smad2 estaba aumentada y
localizado en el nucleo por la transfeccién de si-DX2.

Las Figs. 6a a 6f representan la asociaciéon de AIMP2 con la formacién de cancer de pulmén. En la Fig. 6a, la
formacion del tumor pulmonar se controlé en intervalos de tiempo después de la administracion intraperitoneal de
benzo(a)pireno en los ratones AIMP2 +/- y AIMP2 +/-. "N" significa el nimero de ratones sacrificados. En la Fig. 6b,
los ARN totales se aislaron de las regiones normales y tumorales del paciente con cancer de pulmén, y se
sometieron a RT-PCR con el cebador especifico de DX2. Los tejidos normales y tumorales de los mismos pacientes
(indicados por el niumero de codigo) se sometieron a RT-PCR por medio de anticuerpo anti-AIMP2 (Fig. 6c). La Fig.
7 representa la determinacion del dominio de Smad2 involucrado en la interaccion con AIMP2. Nosotros ligamos los
ADNCc que codifican AIMP2 o CDK2 a los sitios EcoRI y Xhol del pGEX4T-1 para expresarlos en E. coli BL21 (DE3)
como las proteinas de fusién de GST y se los purifica siguiendo la instruccidon del fabricante. Los diferentes
fragmentos de supresion de Smad2 se sintetizaron por traduccion in vitro en presencia de [3581 metionina por medio
del kit de traduccion acoplado a TNT (Promega). Las proteinas de fusion de GST unidas a las perlas de glutation
Sefarosa se incubaron con los fragmentos de Smad2 marcados con metionina [*°S] en el buffer de union del buffer
PBS (pH 7,4) que contiene 0,5 mM de EDTA, 0,5 mM de fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF), y 1% de Triton X-100. La
mezcla de unién se incubd toda la noche a 4°C con rotaciéon y se lavé cuatro veces con el buffer de uniéon que
contiene 0,5% de Triton X-100. Después de la adicion del buffer de muestra SDS, las proteinas unidas se eluyeron
por ebullicién y se separaron por electroforesis en gel SDS. La presencia de los fragmentos de Smad2 se determiné
por autorradiografia.
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Las Fig. 8a y 8b muestran la disposicion del exdn del gen de AIMP2 humano y las ubicaciones del cebador en el
ADNCc de AIMP2. En la Fig. 8a, el gen de AIMP2 esta compuesto de cuatro exones que codifican los polipéptidos del
tamano indicado. La Fig. 8b es la representacion esquematica para las ubicaciones de los cebadores usados para
generar los ADNC que abarcan regiones diferentes de AIMP2 y sus secuencias.

Las Fig. 9a a 9d demuestran la reduccion de expresién de AIMP2, y la generacién de AIMP2DX2 en las lineas de
células cancerosas. En la Fig. 9a, para comparar los niveles de AIMP2 entre las células positivas DX2 y negativas,
nosotros cultivamos células DU145 y H460 en una placa, y realizamos la tincion con inmunofluorescencia con el
anticuerpo anti-AIMP2 (verde). Las dos lineas celulares se distinguieron por la tincion con inmunofluorescencia de
p53 (rojo) ya que las células DU145 expresan p53 a alto nivel debido a su mutacion, mientras que las células H460
que contienen el p53 tipo salvaje lo mantienen en nivel bajo. Las células se trataron con TGF-B durante 2 horas, y se
fijaron con metanol. En la Fig. 9b, para dirigir el efecto de AIMP2DX2 sobre la expresion de AIMP2, el nivel de
AIMP2 se controlé por citometria de flujo. Se transfectaron 2 pug/ml de vector vacio o DX2 en las células DU145, y se
incubaron durante 24 horas. Las células posteriormente se fijaron con 70% de etanol y reaccionaron con el
anticuerpo anti-AIMP2, y posteriormente el anticuerpo secundario conjugado con FITC. En la Fig. 9c, el efecto de
AIMP2DX2 sobre la detencion del ciclo celular dependiente de TGF- se compard por citometria de flujo. Si bien la
porcion de las células de la fase GO/G1 se aumentd en las células DU145 transfectadas con el vector vacio, pero no
en las células transfectadas en DX2. Las lineas negras y azules indicaron las células no tratadas y tratadas con
TGF-B, respectivamente. En la Fig. 9d, nosotros comparamos los niveles de AIMP2 en las células H460 no tratadas
(control) o tratadas con 10 uM de ALLN durante 2 horas. "Negativo" indica las células incubadas solo con anticuerpo
secundario conjugado con FITC.

Las Fig. 10a y 10b muestran la generacion de AIMP2DX2 y la supresion de AIMP2 en tejidos del cancer de pulmoén.
En la Fig. 10a, los pulmones se aislaron de ratones AIMP2*"* y AIMP2+/- inyectados con benzopireno y los ARN se
aislaron de cada pulmén para RT-PCR para determinar la generacién de AIMP2DX2. Todos los pulmones que
generan DX2 mostraron la formacion del tumor en el pulmén (marcado +).

Las Fig. 11a y 11b representan la expresion de AIMP2DX2 en varios tejidos cancerosos y lineas de células
cancerosas. En la Fig 11a, se realizé la RT-PCR para determinar la expresion de AIMP2DX2 en tejidos de cancer
hepatico. La Fig. 11b muestra la expresion de AIMP2DX2 en varias lineas de células cancerosas.

La Fig.12 muestra una indicacién de cancer en ratones deficientes (AIMP2+/-) en comparacién con un ratén salvaje
que expresa normalmente AIMP2. Fig. 12a, la mutacion en el gen de AIMP2 se determind por transferencia
Southern y analisis de PCR. El fragmento de PCR de 1223 pb se generd de la regién del intron | del gen de raton de
AIMP2 con los cebadores f3 y r2, y se usaron como una sonda para la hibridacién de los fragmentos Sacl de ADN
genomico de ratdon. La mezcla de los cebadores, 6, r6 y pKOf2, se usé para el analisis PCR. El alelo tipo salvaje y
mutado genera aproximadamente productos de PCR de 1,2 y 1,9 kb, respectivamente. El efecto de la mutacion
sobre la expresion de p AIMP2 se determind por transferencia Northern con la sonda de ADNc de AIMP2 y la
transferencia Western con anticuerpo de conejo policlonal originado contra AIMP2 purificado humano. La misma
cantidad de actina se detecté en cada calle de la transferencia Northern (datos no mostrados). - y -I-
representan los ratones tipo salvaje, heterocigota y homocigota. La ubicacion de la insercién de la trampa del gen se
determino por la secuenciacién del ADN gendmico del alelo mutado. La Fig 12b muestra la velocidad de formacion
del tumor en ratones AIMP2+/- y ratones tipo salvaje. La Fig. 12c muestra el numero promedio de tumores por raton
AIMP2+/- y ratdn tipo salvaje. La Fig 12d muestra papilomas desarrollados en ratones AIMP2+/- y ratones tipo
salvaje.

La Fig. 13 muestra el vector de expresion que porta el gen AIMP2DX2. En la Fig. 13, las abreviaturas, pCMV, BGH
pA, f1 ori, neomicina, ampicilina, SV40, SV40 pA, Co1E1, T7, y Sp6 indican el promotor inmediato-temprano
citomegalovirus humano, sefial de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovino, origen de replicacién 1, gen
de resistencia a neomicina, origen de replicacion SV40 del gen de resistencia a ampicilina, sefial de poliadenilacion
de SV40, origen de replicacion ColE1, promotor viral T7 y promotor viral Sp6, respectivamente.

Descripcion detallada de la invencién

La AIMP2 (proteina multifuncional 2 que interactiua con ARS), denominada como AIMP2/JTV-1 o AIMP-2 es una de
las proteinas relacionadas con la formacion de aminoacil-ARNLt sintetasa.

Los presentes inventores dilucidaron que la alteracion genética de AIMP2 para inducir la sobreexpresion de c-myc
causa letalidad neonatal en los ratones mediante la sobreproliferacion de las células epiteliales alveolares y el factor
de crecimiento transformante B (TGF-B) induce la expresién de AIMP2 y promueve su translocacién en los nucleos
para la regulacién por disminucién de c-myc (M. J. Kim, et al., Nat. Genet. 34:330-336(2003)).

Después de la investigacion previa, los presentes inventores han revelado que AIMP2 es un nuevo supresor de
tumor, que cumple una funcién Unica en la sefializacion de TGF- por medio de la interaccién directa con Smad2/3.
Ademas, nosotros hemos descubierto que la variante aberrante de AIMP2 que carece del exén Il (AIMP2DX2) se
expresa especificamente en las lineas de células y tejidos cancerosos. La existencia de AIMP2 que carece de exén
Il (AIMP2DX2) se verificd por RT-PCR por medio de combinaciones de cebadores especificos de AIMP2. Cuando los
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cebadores se usaron para generar ADNc de AIMP2 que abarca el exén 3 y 4, no se observé la disminucion del
transcripto de AIMP2 en las células que muestran la reduccion del nivel de AIMP2 en el analisis de transferencia
Western. Cuando nosotros usamos los cebadores que generan el transcripto del exén 1 a 3, nosotros obtuvimos no
solo el transcripto del tamafio esperado, sino también uno mas pequefio. El analisis del secuenciacion de este
transcripto pequefio revelé que carece del exén 2 que codifica 69 residuos de aminoacidos de AIMP2. El andlisis de
RT-PCR por medio del cebador que se dirige a la secuencia de union del exén 1y 3 mostré que las lineas celulares
que expresan menor nivel de AIMP2 generaron el transcripto menor, lo que confirma la generacion de AIMP2DX2
como variante de AIMP2.

Ademas, los inventores observaron que el nivel de AIMP2 se redujo drasticamente independientemente del TGF-8
en la célula transformada con AIMP2DX2, que demuestra que la generacion de AIMP2DX2 produce pérdida de la
actividad de AIMP2. Ademas de esto, la introduccion de AIMP2DX2 en una célula elevd la expresion de c-myc y
redujo el la detencion del crecimiento por TGF-B. Nosotros hallamos que AIMP2DX2 forma un heterodimero
inactivado con AIMP2 y esté estrechamente asociado con tumorigénesis por la induccion de la disminucion del nivel
de AIMP2. Los estudios in vivo proporcionan evidencia adicional para verificar que AIMP2DX2 esta fuertemente
relacionada también con el cancer de pulmén, cancer de higado, cancer de piel, cancer de mamas, cancer renal y
osteosarcoma.

La proteina de AIMP2DX2 es una variante de supresion de AIMP2 que carece del exdn 2. La secuencia de
aminoacidos de la proteina de AIMP2 se halla en varias bases de datos (version 312aa: Num de acceso.
AAC50391.1 o GI:1215669; version 320aa: Num de acceso. AAH13630.1, Gl: 15489023 y BC013630.1 disponibles
en GenBank) y publicaciones (version 312aa: Nicolaides, N.C., Kinzler,K.W. y Vogelstein, B. Analysis of the 5’ region
of PMS2 reveals heterogeneous transcripts and a novel overlapping gene, Genomics 29 (2):329-334 (1995); version
320 aa: Generation and initial analysis of more than 15,000 full-length human and mouse cDNA sequences, Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S.A. 99 (26): 16899-16903(2002)). La secuencia de aminoéacidos de la proteina de AIMP2DX2
comprende, preferentemente, consiste en AIMP2 que carece de la region del exon 2 como las secuencias conocidas
descriptas anteriormente. La solicitud de patente de Corea. No. 10-2004-0078035 desvela la eficacia de la terapia
del cancer de la proteina de AIMP2.

La proteina de AIMP2DX2 incluye variantes con exén 2 suprimido de los equivalentes de AIMP2, por ejemplo,
equivalentes funcionales provenientes de la substitucion, supresion, inserciéon o sus combinaciones de AIMP2 que
exhiben actividad sustancialmente idéntica a la de AIMP?2 tipo salvaje, o derivados funcionales con modificaciones
para alterar las propiedades fisicas y/o bioquimicas de AIMP2 tipo salvaje que exhiben actividad sustancialmente
idéntica a la de AIMP2 tipo salvaje.

La supresion del exén 2 en AIMP2 como se describe en la presente significa que la secuencia de aminoacidos que
abarca la region del exdn 2 en AIMP2 (correspondiente a los aminoacidos 46-114) esta suprimida en forma parcial o
completa para generar una variante por supresion de AIMP2 capaz de formar un heterodimero con AIMP2 para
inhibir la funciéon normal de AIMP2 y promover la degradacion de AIMP2. Por consiguiente, la proteina de AIMP2DX2
de la presente invencién puede incluir cualquier variante de AIMP2 con supresion total o parcial del exén 2 en la que
el ex6n 1, 3 y/o 4 es natural o modificado por sustitucién, supresion o insercion de aminoacidos, siempre que la
variante sea capaz de formar un heterodimero con AIMP2 para inhibir la funcién normal de AIMP2. Preferentemente,
la proteina de AIMP2DX2 comprende una supresion completa del exén 2 y exén 1, 3 y 4 intactos. Mas
preferentemente, la proteina de AIMP2DX2 comprende una secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO:2.

La proteina de AIMP2DX2 puede comprender sus secuencias de aminoacidos naturales y variantes que tienen
secuencias modificadas también, siempre que las variantes retengan la actividad de la proteina de AIMP2DX2
descripta anteriormente. Las variantes de la proteina de AIMP2DX2 se refieren a proteinas que tienen secuencias
diferentes de su secuencia de aminoacidos natural preparadas por la supresion, insercion, substitucion no
conservador o conservadora o sus combinaciones. La alteracion silente de los residuos de aminoacidos que no
altera sustancialmente su actividad proteica es bien conocida por los expertos en la técnica (H. Neurath, R.L. Hill,
The Proteins, Academic Press, New York, 1979). Tal alteracion de aminoacidos incluye Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu,
Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y
Asp/Gly, pero no se limita a esto.

Ademas, la proteina de AIMP2DX2 puede comprender modificaciones pos-traduccionales tales como fosforilacion,
sulfatacion, acrilacion, glicosilacién, metilacion y farnesilacion.

La proteina de AIMP2DX2 y sus variantes se pueden obtener por el aislamiento de las fuentes naturales, sintesis
(Merrifleld, J, Amer. Chem. Soc.. 85: 2149-2156(1963)) o tecnologia de ADN recombinante (Joseph Sambrook, et al.,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.(2001)).
Cuando se aplica una tecnologia de ADN recombinante, las células huésped se transforman con un vector de
expresion que porta una molécula de acido nucleico que codifica AIMP2DX2 y posteriormente se cultiva, seguido por
la recuperacion del AIMP2DX2 expresado.

Como se describioé previamente, la proteina de AIMP2DX2 de la presente invencion se expresa especificamente en
una variedad de células cancerosas que incluyen cancer de mamas, cancer de pulmén, cancer de higado, cancer
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sanguineo, cancer de piel, cancer renal y osteosarcoma, lo que demuestra que la proteina de AIMP2DX2 puede
actuar como un marcador diagnéstico de cancer.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona una molécula de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de AIMP2DX2 descripta anteriormente. La secuencia de
nucleétidos anterior que codifica la proteina de AIMP2DX2 incluye variante con exén 2 suprimido de los equivalentes
de AIMP2, por ejemplo, equivalentes funcionales resultantes de la sustitucion, supresién, insercion o sus
combinaciones de AIMP2 que exhibe actividad sustancialmente idéntica a la de AIMP2 tipo salvaje. La proteina de
AIMP2DX2 de la SEQ ID NO: 2 preferentemente esta codificada por la molécula de acido nucleico que comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1. La molécula de acido nucleico de la presente invenciéon puede ser
ADN de cadena simple o doble (ADNc y ADNg) o ARN de cadena simple (ARNm).

La molécula de acido nucleico que codifica la proteina de AIMP2DX2 se puede preparar por el aislamiento de
fuentes naturales, sintesis o tecnologia de ADN recombinante. La molécula de acido nucleico de AIMP2DX2 se
puede incluir en un vector adecuado para proporcionar la proteina de AIMP2DX2.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un vector recombinante que comprende una molécula
de acido nucleico que comprende una secuencia de nucledétidos que codifica la proteina de AIMP2DX2.

El término "vector recombinante" que se usa en la presente se refiere a un portador genético para expresar una
proteina o ARN de interés en una célula huésped adecuada, que comprende una correspondiente secuencia extrafa
unida operativamente a una secuencia control de expresion del acido nucleico (tal como un promotor, secuencia
sefial y matriz de los sitios de union del factor de transcripcion).

El término "operativamente unido" usado en la presente se refiere a una unién funcional entre una secuencia control
de expresion del 4cido nucleico y una segunda secuencia de acido nucleico de interés, en que la secuencia control
de expresion afecta la transcripcion y/o traduccién del acido nucleico correspondiente a la segunda secuencia. El
vector de la presente invencién se puede construir de acuerdo con la tecnologia de ADN recombinante convencional
en que se realizan la escision y el ligamiento de ADN especifico del sitio por medio de las enzimas disponibles en el
comercio.

Los vectores de la presente invencioén incluyen plasmido, cosmido, bacteriéfago y vectores virales, pero sin limitacion
a estos. El vector puede comprender los elementos de control de expresion tal como promotor, operador, codones
de inicio y detencién, sefial de poliadenilacion y potenciador asi como secuencias sefial o lider para el
direccionamiento o secrecion de la membrana. El promotor usado en los vectores pueden ser constitutivos o
inducibles. Ademas, el vector puede portar un marcador de seleccidn para seleccionar células huésped que albergan
el vector y un origen de replicacion.

La secuencia sefal del vector incluye, pero sin limitacion, las secuencias sefial PhoA y OmpA para las células
huésped de Escherichia, secuencias sefial de a-amilasa y subtilisina para las células huésped de Bacillus,
secuencias sefial de MFa y SUC2 secuencia para las células huésped de levaduras, e insulina, secuencias sefal de
interferén a y molécula de anticuerpo para las células huésped de animales.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona una célula huésped aislada que se transforma
con el vector recombinante de la presente invencion descripta anteriormente.

La transformacién se puede llevar acabo de acuerdo con cualquier procedimiento conocido para transformar las
moléculas de acido nucleico en el organismo, célula, tejido u 6rgano, que incluye, pero sin limitacién electroporacion,
fusion protoplasmatica, precipitacion con CaPOs, precipitacion con CaCl,, agitacion mediante fibra de carbamida de
silicio, transformacion mediada por Agrobacterium, PEG, sulfato de dextrano y lipofectamina. Un procedimiento de
transformacion adecuado se puede seleccionar sobre la base del tipo de célula huésped.

Una célula huésped adecuada se decide generalmente en consideracion del nivel de expresion y modificacion pos-
traduccion. Las células huésped incluye, pero sin limitacidn, células procariéticas tales como Escherichia coli, Bacilus
subtilis, Streptomyces, Pseudomonas, Proteus mirabilis y Staphylococcus, hongos (por ejemplo, Aspergillus),
levaduras (por ejemplo, Pichia pastoris, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces y Neurospora crassa),
células de insectos, células vegetales y células de mamiferos.

En otro aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un proceso para preparar la proteina de
AIMP2DX2 por el cultivo de las células huésped descriptas previamente. El cultivo de las células huésped se lleva a
cabo por procedimientos convencionales conocidos por los expertos en la técnica en condiciones adecuadas para
expresar la proteina de AIMP2DX2 de interés.

La proteina de AIMP2DX2 expresada se puede purificar por procedimientos convencionales, por ejemplo,
precipitacion (por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio y fosfato de sodio), precipitacion con solvente (por
ejemplo, fraccionamiento de proteina por medio de acetona o etanol), didlisis, filtracion en gel, cromatografia en
columna de fase inversa, intercambio idnico, ultrafiltracion o sus combinaciones (Maniatis et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1982): Sambrook et al., Molecular
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Cloning: A Laboratory Manual, 3rd Ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press(2001); y Deutscher, M., Guide to
Protein Purificacién Procedimientos, Enzymology, vol. 182. Academic Press. Inc., San Diego, CA (1990)).

En otro aspecto de la presente invencion, se proporciona un anticuerpo especifico para la proteina de AIMP2DX2.

El término "anticuerpo” usado en la presente significa una molécula proteina dirigida especificamente hacia un sitio
antigénico. El anticuerpo de la presente invencion se refiere a los anticuerpos para reconocer especificamente
AIMP2DX2 y discriminar de AIMP2, que incluyen anticuerpos policlonales y monoclonales.

Los anticuerpos contra la nueva proteina, AIMP2DX2, se pueden preparar de acuerdo con tecnologias
convencionales conocidas por los expertos en la técnica.

Los anticuerpos policlonales se pueden preparar de acuerdo con procesos conocidos en que la proteina de
AIMP2DX2 se inyecta como inmundgeno en los animales y posteriormente se recolecta antisuero. Los animales
inmunizados incluyen, pero sin limitacion, cabra, conejo, oveja, mono, caballo, cerdo, ganado vacuno y perro.

Los anticuerpos monoclonales se pueden preparar de acuerdo con un procedimiento de fusiéon (Kohler y Milstein,
European Journal of Inmunology, 6 ; 511-519(1976)), un procedimiento de ADN recombinante (USP 4,816,567) o
una biblioteca de anticuerpo del fago (Clackson et al, Nature, 352:624-628(1991); y Marks et al, J. Mol, Biol., 222:58,
1-597(1991)).

Los anticuerpos contra la proteina de AIMP2DX2 pueden ser una molécula de inmunoglobulina intacta que tiene dos
cadenas livianas de longitud completa y dos cadenas pesadas de longitud completa o sus fragmentos que contienen
el sitio de unién al antigeno tal como F(v), Fab, Fab’ y F(ab’)2.

Los anticuerpos especificos para AIMP2DX2 de acuerdo con la presente invencién se pueden usar para diagnosticar
y tratar cancer por la supresion de la actividad de AIMP2DX2. Cuando se usan los anticuerpos como un agente
terapéutico, se pueden acoplar a los agentes terapéuticos convencionales de manera directa o indirecta (a través de
un ligador).

El agente terapéutico acoplado a los anticuerpos de la presente invencion incluye, pero sin limitacion, radionuclidos
(por ejemplo, 1311, 90Y, 105Rh, 47Sc, 67Cu, 212Bi, 211At, 67Ga, 125], 186Re, 188Re, 177Lu, 153Sm, 1231 y
111In), farmaco (por ejemplo, metotrexato y adriamicina), linfoquina (interferdn), toxina (ricina, abrina y difteria) y
anticuerpo heterofuncional que forma un complejo con otro anticuerpo para poseer una capacidad de unién
bifuncional para las células cancerosas y células efectoras (por ejemplo, células citolitica T).

El anticuerpo de la presente invencion se puede administrar per se o en la forma de una composicién farmacéutica.

La composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo se puede formular con un portador farmacéuticamente
aceptable. La forma de la composicion farmacéutica varia de acuerdo con el modo de administracién. Normalmente,
la composicién comprende uno de los tensioactivos para facilitar la administracion de transmembrana. Tal
tensioactivo incluye los compuestos derivados de esteroides, lipidos catidnicos tales como cloruro de N-[1-(2,3-
dioleoiloxi)propil]-N,N,N-trimetilamonio (DOTMA), hemisuccinato de colesterol y fosfatidil glicerol.

La composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de la presente invencion se administra en una cantidad
farmacéuticamente efectiva para tratar cancer o prevenir la metastasis del cancer. La composicién farmacéutica se
puede administrar en un régimen de dosis Unica o multiple. El modo de administracién de la composicion
farmacéutica incluye administracion parenteral, subcutanea, intraperitoneal, intrapulmonar, intranasal, y local. La
administracion parenteral incluye inyeccion subcuténea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intrabursa,
intrasternal, intratecal e intraperitoneal. La composicion farmacéutica se formula generalmente en un intervalo de pH
de 4-8 para estabilidad (estabilidad quimica y fisica) y seguridad del anticuerpo. Ademas, la composicién
farmacéutica se puede formular en una forma de dosis oral. La dosis tipica se optimiza por medio de técnicas
clinicas estandares.

Ademas, el anticuerpo de la presente invencion se puede administrar en una forma de la molécula de acido nucleico
para inducir en la produccién del anticuerpo in vivo (WO 96/07321).

En otro aspecto més de la presente invencidn, se proporciona un kit diagndstico para el cancer, que comprende un
anticuerpo especifico para la proteina de AIMP2DX2.

El kit del diagnostico del cancer de la presente invencion puede comprender el anticuerpo especifico para
AIMP2DX2 asi como instrumentos y reactivos generales para el inmunoensayo que incluye portador, marca
generadora de sefial detectable, agente de disolucidn, agente de lavado, buffer y estabilizador. Cuando se usa una
enzima como una marca, se pueden incluir su sustrato y activador de la reaccién. Los ejemplos no limitantes del
portador incluye portadores sdlidos, por ejemplo, buffer fisiologicamente aceptable conocido en la técnica (por
ejemplo PBS), portadores insolubles, por ejemplo, poliestireno, polietileno, polipropileno, poliéster, poliacrilonitrilo,
resina de fluor, dextrano reticulado, polisacaridos, polimeros tales como microparticulas magnéticas hechas de latex
recubierto con un metal, papel, vidrio, metales, agarosa y sus combinaciones.
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Los ejemplos no limitantes del sistema de ensayo util en el kit de diagndstico de cancer de la presente invencion
incluyen placas de ELISA, dispositivos de tiras reactivas, tiras de prueba inmunocromatografica y dispositivos de
inmunoensayo de particion radial y dispositivos de flujo continuo.

El término "marcador de cancer" usado en la presente se refiere a una sustancia que proporciona informacién para
evaluar la probabilidad, aparicion o desarrollo del cancer por el examen cuantitativo o cualitativo de su expresion en
tejidos o células. Preferentemente, el término significa una biomolécula organica (por ejemplo, proteina, ADN y ARN)
que se expresa en las células cancerosas en un diferente patron de las células normales. El gen o proteina de
AIMP2DX2 de la presente invencion se expresa especificamente en las células cancerosas pero no en células
normales, lo que permite diagnosticar con precision el cancer. Preferentemente, el diagnostico del cancer por medio
de la expresion de AIMP2DX2 se realiza en el nivel de ARNm y/o proteina. Los anticuerpos de la presente invencion
son Utiles para diagnosticar cancer tal como cancer de pulmoén, cancer de higado, cancer de mamas, cancer de piel,
cancer renal y osteosarcoma.

En el aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un procedimiento para seleccionar la proteina de
AIMP2DX2 como un marcador diagndstico de cancer, que comprende las etapas de: (a) proporcionar una muestra
para ensayar; y (b) detectar en la muestra una expresion de una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
de AIMP2DX2, en la que la deteccion de la expresion de la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de
AIMP2DX2 es indicativa de cancer.

La expresidon 'muestra para ensayar’ usada en la presente invencién incluye cualquier muestra bioldgica tal como
tejido, célula, sangre entera, suero, plasma, saliva, semen, orina, liquido sinovial y espinal se puede pretratar para el
ensayo.

En la presente invencion, una expresién de una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de AIMP2DX2 en
la muestra se puede llevar a cabo en el nivel de la proteina o ARNm. Cuando el procedimiento se realiza para
detectar la proteina de AIMP2DX2, se usan anticuerpos para reconocer especificamente la proteina de AIMP2DX2 y
la deteccion se lleva a cabo por el contacto de la muestra con el anticuerpo especifico para la proteina de
AIMP2DX2 y la evaluacion de la formacion del complejo antigeno-anticuerpo.

La expresion “complejo antigeno-anticuerpo” usada en la presente invencion se refiere a una combinacion entre la
proteina de AMIMP2DX2 y un anticuerpo especifico para este en una muestra bioldgica. La evaluaciéon de la
formacion del complejo antigeno-anticuerpo se puede realizar por medio de tincidn inmunohistoquimica,
radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA), transferencia Western, ensayo de
inmunoprecipitacién, ensayo de inmunodifusion, ensayo de fijacion del complemento, FACS y ensayo del chip de
proteina. La evaluaciéon de la formacién del complejo antigeno-anticuerpo se puede realizar en forma cualitativa o
cuantitativa, en particular, por la medicién de una sefial de una marca de deteccion.

La marca para generar una sefial medible para la formacion del complejo antigeno-anticuerpo incluye, pero sin
limitacion, enzimas, fluoréforos, ligando, lumindforo, microparticulas, moléculas redox y radioisétopos. La marca
enzimatica incluye, pero sin limitacion, [B-glucuronidasa, [B-D-glucosidasa, [B-D-galactosidasa, ureasa, peroxidasa,
fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa, glucosa oxidasa, hexoquinasa, GDPasa, ARNasa, luciferasa,
fosfofructoquinasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa, fosfenolpiruvato decarboxilasa, B-
lactamasa. La marca fluorescente incluye, pero sin limitacion, fluoresceina, isotiocianato, rodamina, ficoeritrina,
ficocianina, aloficocianina, o-ftalato y fluorescamina. El ligando que actia como una marca incluye, pero sin
limitacion, los derivados de biotina. Los ejemplos no limitantes de la marca luminiscente incluyen éster de acridinio,
luciferina y luciferasa. Las microparticulas como marca incluyen oro coloidal y latex coloreado, pero no se limitan a
estos. Las moléculas redox para marcacion incluyen pero sin limitacién, ferroceno, compuesto complejo de lutenio,
violégeno, quinona, ion Ti, ion Cs, diimida, 1,4-benzoquinona, hidroquinona, K4sW(CN)s, 1[QOs(bpy)s]zJ', [Ru(bpy)3]2+ y
[Mo(CN)8]4'. Los radioisétopos incluyen 3H, 14C, 32P, %3, 36CI, 51Cr, 57Co, %8Co, nge, S0y 125 131y y ! 6Re, pero no se
limitan a estos.

Cuando el presente procedimiento se realiza para detectar el ARNm de AIMP2DX2, la etapa de deteccién se puede
llevar a cabo por una reaccién de amplificacién o una reaccion de hibridacién bien conocida en la técnica.

La frase "deteccion del ARNm de AIMP2DX2" que se usa en la presente se refiere a analizar la existencia o cantidad
del ARNm de AIMP2DX2 como un marcador diagnéstico del cancer en las células por el uso de un cebador o sonda
que se hibrida especificamente con el ARNm de AIMP2DX2.

El término "cebador" usado en la presente significa un oligonucleétido que tiene un grupo hidroxilo 3’ libre, ya sea
producido en forma natural como en un digesto de restriccion purificado o producido en forma sintética, que es
capaz de formar pares de bases con un molde complementario, y que actia como un punto de iniciacién de la
sintesis, cuando se coloca en condiciones en las cuales se induce la sintesis de un producto de extension del
cebador que es complementario con una cadena de acido nucleico. El término "sonda" usado en la presente se
refiere a un oligémero lineal de mondmeros o uniones naturales o modificados, que incluyen desoxirribonucledétidos,
ribonucledtidos y similares, que es capaz de hibridarse especificamente con una secuencia de nucleétidos blanco,
sea natural o producida sintéticamente. La sonda usada en el presente procedimiento se puede preparar en la forma
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de sonda de oligonucleétido, sonda de ADN de cadena simple, sonda de ADN de cadena doble y sonda de ARN. Se
puede marcar con biotina, FITC, rodamina, DIG y radiois6topos. Por ejemplo, la secuencia de nucledtidos de la SEQ
ID No. 8 o 16 se puede usar como sonda.

El procedimiento para detectar el ARNm de AIMP2DX2 por medio del uso de un cebador o sonda incluye, pero sin
limitacion, secuenciaciéon de ADN, RT-PCR (reaccidon en cadena de polimerasa -transcripcion inversa),
procedimiento de extensién del cebador (Nikiforov, T.T. et al., Nucl Acids Res 22, 4167-4175(1994)), andlisis del
ligamiento de oligonucledtidos (OLA) (Nickerson, D.A. et al., Pro Nat Acad Sci USA, 87, 8923-8927(1990)), PCR
especifico del alelo (Rust, S. et al., Nucl Acids Res, 6, 3623-3629 (1993)), escision de error de apareamiento de
RNasa (Myers R.M. et al., Science, 230, 1242-1246(1985)), polimorfismo de la conformaciéon de cadena simple-
(SSCP; Orita M. et al., Pro Nat Acad Sci USA, 86, 2766-2770(1989)), analisis simultaneo de SSCP y heteroduplex
(Lee et al., Mol Cells, 5:668-672(1995)), electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion (DGGE; Cariello
NF. et al., Am J Hum Genet, 42, 726-734 (1988)) y cromatografia liquida de alto rendimiento de desnaturalizacion
(D-HPLC, Underhill PA. et al., Genome Res, 7, 996-1005 (1997)).

Preferentemente, el procedimiento por la reaccién de amplificacién se lleva a cabo por RT-PCR por medio de un
cebador capaz de diferenciar un ARNm de AIMP2DX2 de un ARNm de AIMP2. El proceso de RT-PCR sugerido por
P. Seeburg (1986) para la investigacién del ARN involucra la amplificacion de PCR del ADNc obtenido de la
transcripcion inversa de ARNm. Para la amplificacién, se usa un par cebador fusionado especificamente a
AIMP2DX2. Preferentemente, el cebador se disefia para generar dos bandas de tamafo diferente en la elec-
troforesis en la que una es especifica para el ARNm de AIMP2 y la otra para el ARNm de AIMP2DX2. En forma
alternativa, el cebador se disefia para generar solo una banda de electroforesis especifica para el ARNm de
AIMP2DX2. El par cebador para generar dos bandas de tamario diferente para el ARN de AIMP2 y ARNm de
AIMP2DX2 se prepara para amplificar una region correspondiente al exén 2. La secuencia de nucleétidos de tales
cebadores no esta limitada; pero es, con maxima preferencia, un conjunto cebador que consiste en las SEQ ID
NOs:5 y 6. Para observar solo una banda de electroforesis especifica para el ARNm de AIMP2DX2, uno de los
cebadores se disefia para comprender la secuencia de union entre C-terminal del exén 1 y N-terminal del exén 3. En
los Ejemplos que se describen a continuacién, para la RT-PCR el cebador de la SEQ ID NO:8 fusionado a la
secuencia de unién se usa junto con el cebador de la SEQ ID NO:7 o el cebador de la SEQ ID NO:16 fusionado a la
secuencia de unidn se usa en conjunto con el cebador de la SEQ ID NO: 6. El analisis de RT-PCR es conveniente
en el sentido que el diagndstico del cancer se logra por la observacion del patron de banda de electroforesis para
evaluar la expresion del ARNm de AIMP2DX2.

Los sintomas del cancer que incluyen cancer de pulmon, cancer de higado, cancer de mamas, cancer de piel,
cancer renal y osteosarcoma se pueden diagnosticar a partir de las diferencias significativas de la expresion de
AIMP2DX2 entre una muestra y un control.

De acuerdo con un aspecto preferible de la presente invencion, se proporciona una molécula de ARNsi (ARN de
interferencia corto) especifica para un ARNm de AIMP2DX2.

El término "ARNsi" usado en la presente se refiere a un duplex de ARN corto para el fendmeno de ARNiI
(interferencia de ARN) a través de la escision del ARNm. El ARNsi consiste en una cadena de ARN sentido
correspondiente a un ARNm blanco y una cadena de ARN antisentido complementaria con un ARNm blanco. Los
ARNSsi para inhibir la expresion de un gen blanco proporcionan el procedimiento de inactivacién génica o
procedimiento de terapia génicos efectivos.

El ARNsi de la presente invencion no esta restringido a un duplex de ARN cuyas dos cadenas estan completamente
apareadas y pueden comprender una porcion no apareada tal como porcion mal apareada con bases no
complementarias y masa sin bases opuestas. La longitud completa del ARNsi puede ser 10-100 nucleétidos,
preferentemente, 15-80 nucledtidos, y mas preferentemente, 20-70 nucleétidos. EI ARNsi puede comprender tanto
un extremo romo como cohesivo siempre puede silenciar la expresion de AIMP2DX2 debido al efecto del ARNi. El
extremo cohesivo se puede preparar con una estructura con proyeccion del extremo 3’ o estructura con proyeccion
del extremo 5. Las bases de la proyeccion no tiene limitaciones en su longitud, por ejemplo, 1-8 nucleétidos,
preferentemente, 2-6 nucledtidos. La longitud completa como se describe en la presente se expresa como el total de
la longitud de la porcién de doble cadena central y la porcidon de proyeccion de cadena simple terminal. Ademas,
siempre que el ARNsi de AIMP2DX2 sea capaz de mantener su efecto de silenciamiento génico sobre el gen blanco,
puede contener un ARN de peso molecular bajo (que puede ser una molécula de ARN natural tal como ARNt, ARNr
o ARN viral, o una molécula de ARN artificial), por ejemplo, en la porciéon de la proyecciéon en cualquiera de sus
extremos. No es necesario que ambos extremos del ARNsi de AIMP2DX2 tengan una estructura de escision. El
ARNSsi de AIMP2DX2 de la presente invencién puede comprender una estructura de horquilla en la que cualquier
extremo (cabeza o cola) esta conectado por medio de un ligador. La longitud del ligador no esta limitada a menos
que altere el apareamiento de bases de la estructura del tallo.

El término "especifico" usado en la presente tiene por objeto expresar la inhibicion de la expresion del gen blanco
son la influencia de otros genes. El ARNsi de la presente invencion es especifico para el gen de AIMP2DX2.
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Se prefiere que el ARNsi de la presente invencion comprenda una cadena sentido que contiene una secuencia
correspondiente a una secuencia de unién entre los exones 1 y 3 y una cadena antisentido que contiene una
secuencia complementaria.

La frase "inhibicion de la expresion del gen" significa que el nivel de ARNm y/o proteina generado a partir del gen
blanco esta inactivado o reducido, que esta inducido por la interferencia de ARN por medio de la existencia de la
escision del ARNm.

El ARNsi de la presente invencién se puede sintetizar in vitro y posteriormente introducir en las células por medio de
la transfeccion. Ademas, se puede transfectar en las células en la forma de un vector de expresion de ARNsi o un
casete de expresion de ARNsi derivado de PCR. Los procedimientos de preparacion y transfeccién adecuados se
pueden determinar en consideracion del objetivo del experimento y la funcién del gen blanco. Las secuencias y la
longitud del ARNsi no estan limitadas siempre que sean capaces de suprimir especificamente el ARNm de
AIMP2DX2. Los vectores de expresion del ARNsi ilustrativo 3 para silenciar AIMP2DX2 se hallan en los Ejemplos
que se describen a continuacién, suprimen el nivel celular de AIMP2DX2 y restauran la funcion del AIMP2 y la
transduccion de la sefial de TGF-(.

El ARNsi preferible de la presente invencion comprende una secuencia correspondiente a la secuencia de union
entre los exones 1 y 3 del ARNm de AIMP2DX2. Mas preferentemente, el ARNsi de la presente invencién es un
duplex de ARN descripto como (i) ARNsi NUm.3 que consiste en dos moléculas de ARN expresadas a partir de las
secuencias de nucledtidos de la SEQ ID NOs: 9 y 10, (ii) ARNsi NUum. 4 que consiste en dos moléculas de ARN
expresadas a partir de las secuencias de nucleétidos de la SEQ ID Num:11 y 12, o (iii) ARNsi Num. 5 que consiste
en dos moléculas de ARN expresadas a partir de las secuencias de nucledtidos de las SEQ ID Num:13 y 14. El
ARNSsi que consiste en dos moléculas de ARN expresadas a partir de las secuencias de nucleétidos de la SEQ ID
Num:11 y 12 es el de maxima preferencia. Se puede usar el tipo Unico o mixto de las moléculas de ARNsi.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un oligonucleétido antisentido que es
complementario a una regiéon de un ARNm de la proteina de AIMP2DX2.

El término "oligonucledtido antisentido" usado en la presente tiene por objeto referirse a los acidos nucleicos,
preferentemente, ADN, ARN o sus derivados, que son complementarios a las secuencias base de un ARNm blanco,
caracterizado porque ellos se unen al ARNm blanco e interfiere en su traduccién a la proteina. El oligonucleétido
antisentido de la presente invencion significa secuencias de ADN o ARN complementarias y unién al ARNm de
AIMP2DX2, que sean capaces de inhibir la traduccion, translocacion, maduracién u otras funciones bioldgicas del
ARNm de AIMP2DX2. El acido nucleico antisentido es preferentemente 6-100, o preferentemente, 8-60, o mas
preferentemente, 10-40 nucleétidos de longitud.

El oligonucleétido antisentido puede tener al menos una modificacién en su base, azucar o esqueleto para su
eficacia de inhibicion mas alta (De Mesmaeker et al., Curr Opin Struct Biol., 5(3):343-55 (1995)). El esqueleto de
acidos nucleicos modificados comprende fosforotioato, fosfotriéster, fosfonato de metilo, alquilo de cadena corta o
uniones interazucar de cicloalquilo o uniones heteroatémicas o heterociclicas de cadena corta. El oligonucleétido
antisentido también puede contener uno o mas restos de azucar sustituidos. El acido nucleico antisentido pueden
incluir una o mas bases modificadas, por ejemplo, hipoxantina, 6-metiladenina, 5-me pirimidinas (en particular, 5-
metilcitosina), 5-hidroximetilcitosina (HMC), glicosii HMC y gentobiosil HMC, 2-aminoadenina, 2-tiouracilo, 2-
tiotimina, 5-bromouracilo, 5-hidroximetiluracilo, 8-azaguanina, 7-deazaguanina, N6(6—aminohexil)adenina y 2,6-
diaminopurina. Otra modificacion de los oligonucleétidos de la invencion involucra la unién quimica al oligonucleétido
de uno o mas restos o conjugados que aumentan la actividad o captacion celular del oligonucleétido. Tales restos
incluyen pero sin limitacion restos lipidicos tales como un resto de colesterol, un resto de colesterilo, acido cdlico,
tioéter, tiocolesterol, una cadena alifatica, fosfolipido, poliamina, cadena de polietilenglicol, acido adamantano
acético, resto palmitilo, octadecilamina, resto hexilamino-carbonil-oxicolesterol. Los oligonucleétidos que
comprenden restos lipdfilos, y procedimientos para preparar tales oligonucleétidos son conocidos en la técnica, por
ejemplo, Patentes U.S. Pat. Nros. 5.138.045, 5.218.105 y 5.459.255. Las modificaciones descriptas antes mejoran la
estabilidad contra la degradacion de la nucleasa y aumentan la afinidad del oligonucleétido antisentido hacia su
ARNmM blanco.

Se prefiere que el oligonucledtido antisentido especifico para AIMP2DX2 comprenda una secuencia complementaria
a una region de union entre los exones 1y 3 del ARNm de AIMP2DX2.

La molécula de ARN antisentido se sintetiza convencionalmente in vitro y posteriormente se transmite a las células.
Ademas, se produce en forma intracelular por transcripcion de la secuencia extrafia. La sintesis in vitro involucra la
ARN polimerasa I. La transcripcion in vivo para preparar el ARN antisentido usa un vector que tiene un origen de la
region de reconocimiento (MCS) en orientaciéon opuesta. EI ARN antisentido preferentemente comprende un codon
de detencion de traduccion para la inhibir la traduccion a un péptido.

En otro aspecto de la presente invencidn, se proporciona una composicion farmacéutica para tratar cancer, que
comprende (a) el oligonucledtido antisentido o ARNsi especifico para ARNm de AIMP2DX2 como un ingrediente
activo; y (b) un portador farmacéuticamente aceptable.
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También se describe en la presente un procedimiento para tratar el cancer en un paciente, que comprende
administrar al paciente una composicion farmacéutica que comprende (a) el oligonucleétido antisentido o ARNsi
especifico para ARNm de AIMP2D X2 como un ingrediente activo; y (b) un portador farmacéuticamente aceptable.

La composicion farmacéutica que comprende al menos uno de los ARNsi de AIMP2DX2 u oligonucleotidos
antisentido puede contener un agente adicional para suprimir la proliferacion de células tumorales y para facilitar la
transduccion de ARNsi o acido nucleico antisentido, por ejemplo, liposoma (Patentes U.S. Num. 4.897.355,
4.394.448, 4.235.871, 4.231.877, 4.224.179, 4.753.788, 4.673.567, 4.247.411 y 4.814.270), o portador lipdfilo que
incluye esteroles tales como colesterol, colato y acido deoxicélico. Ademas, el ARNsi o acido nucleico antisentido se
pueden conjugar a los péptidos que absorben células tales como hormonas peptidicas, antigenos y toxinas
peptidicas (Haralambid et al, WO 89/03849; Lebleu et al., EP 0263740).

Cuando la composicién farmacéutica se formula para la administracién oral con un portador farmacéuticamente
aceptable, puede contener aglutinante, lubricante, desintegrante, diluyente, solubilizante, agente dispersante,
estabilizante, agente de suspensién, pigmento y edulcorante. Cuando la composicion farmacéutica se formula para
inyeccion, puede contener buffer, conservante, analgésico, solubilizante, agente de tonicidad y estabilizante. Para la
administracion topica, la composicion farmacéutica puede contener un sustrato, diluyente, lubricante y conservante.
La formulacién de la composicién farmacéutica se puede preparar por la formulacion con los portadores
farmacéuticamente aceptables descriptos anteriormente. Para la administracion oral, la composicién farmacéutica
puede estar en forma de un comprimido, pastilla, capsula, elixir, suspensién, jarabe y agua. La composicion
inyectable se puede formular en una amplia dosis unitaria o forma de dosis multiple.

La dosis correcta de las composiciones farmacéuticas de la presente invencidon que comprende ARNsi de
AIMP2DX2 u oligonucleétido antisentido variara de acuerdo con la formulaciéon particular, el modo de aplicacion,
edad, peso corporal y sexo del paciente, dieta, tiempo de administracion, condicién del paciente, combinaciones
farmacoldgicas, sensibilidades de reaccion y gravedad de la enfermedad. Se entiende que los médicos expertos
podran determinar y prescribir facilmente una dosis correcta de las composiciones farmacéuticas.

El modo de administracion de la composicion farmacéutica incluye oral y parenteral tal como inyecciones
subcutanea, intradérmica, intramuscular, intravenosa, intrabursa, intraesternal, intratecal e intraperitoneal.

En un aspecto adicional de la presente invencién, se proporciona un procedimiento de seleccionar un agente
anticancer que inhibe la formacién de un heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 de acuerdo con la
reivindicacion 1 y proteina de AIMP2, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto una sustancia de ensayo
con una composicion que comprende la proteina de AIMP2DX2 y la proteina de AIMP2; y (b) determinar si la
sustancia de ensayo inhibe la formacién de heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 y la proteina de AIMP2, en
el que la sustancia de ensayo para inhibir la formacion del heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 y proteina
de AIMP2 se evalua como un agente anticancer.

La formacién del heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 y la proteina de AIMP2 se asocia con cancer como
se demuestra en los Ejemplos que se describen a continuaciéon en la presente. En consecuencia, una sustancia
capaz de inhibir la formacion de heterodimero se evalia como un candidato para el agente anticancer.

Un procedimiento de seleccionar una formacion de un heterodimero incluye, por ejemplo un ensayo de doble hibrido
de levadura y un ensayo de interaccion in vitro.

En una ensayo de doble hibrido de levadura desarrollado en primer lugar por Field & Song (1989), la proteina de
AIMP2DX2 y la proteina de AIMP2 se pueden usar como "cebo" o "presa" (ver, por ejemplo, Patente U.S. 5.283.317;
Zervos et al., Cell 72, 223-232(1993); Maduraetal., J. Biol. Chem. 268, 12046-12054(1993); Bartel et al.,
BioTechniques 14, 920-924(1993); lwabuchi et al., Oncogene 8,1693-1696(1993); y Brent WO 94/10300), para
identificar las sustancias que inhiben la interaccion de AIMP2DX2 con AIMP2 para formar un heterodimero. El
sistema de doble hibrido se basa en la naturaleza modular de mas factores de transcripcién, que consisten en
dominios de unién de ADN vy activacion separables. En breves palabras, el ensayo utiliza dos constructos de ADN
diferentes. Por ejemplo, en un constructo, un polinucleétido que codifica la proteina de AIMP2DX2 se puede fusionar
a un polinucledtido que codifica el dominio de unién al ADN de un factor de transcripcion conocido (por ejemplo Lex).
En otro constructo una secuencia de ADN que codifica la proteina de AIMP2 se puede fusionar a un polinucleétido
que codifica el dominio de activaciéon del factor de transcripcion conocido (por ejemplo B42). Si la sustancia de
ensayo que trata las células que expresan el sistema de doble hibrido es capaz de inhibir la interaccion entre la
proteina de AIMP2DX2 y proteina de AIMP2, los dominios de union y activacion del ADN del factor de transcripcion
no estan en proximidad cercana. Esta proximidad permite la transcripcion de un gen indicador (por ejemplo lac Z),
que esta unido operativamente a un sitio regulatorio de transcripcion que responde al factor de transcripcion. La
expresion del gen indicador se puede detectar facilmente.

En un formato de ensayo de interaccion in vitro, el gen de AIMP2DX2 y gen de AIMP2 se pueden usar como cebo o
presa. Por ejemplo, en un constructo para el cebo, la proteina de AIMP2 se fusiona a una proteina que permite que
la proteina de AIMP2 se una a un soporte sélido. Por ejemplo, las proteinas de fusion de glutation-S-transferasa
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(GST) se pueden adsorber en las perlas de sefarosa glutatién o placas de microtitulacion derivado de glutation. En el
otro constructo para la presa, la proteina de AIMP2DX2 es sintetizada por un sistema de traduccién in vitro (por
ejemplo, lisado de reticulocitos) por medio de ¥, La proteina de AIMP2DX2 radiactiva se afiade a la GST-proteina
de AIMP2 unida a perlas de sefarosa y glutation junto con la adicién de la sustancia de ensayo. La mezcla de
reaccion se lava y se eluyen las proteinas unidas a las perlas de Sefarosa, seguido por electroforesis.

Si la sustancia de ensayo afadida a la mezcla de reaccién es capaz de inhibir la interaccion entre la proteina de
AIMP2DX2 y proteina de AIMP2, el resultado de la electroforesis no muestra banda.

En un aspecto adicional de la presente invencion, se proporciona un procedimiento de seleccidon para un agente
anticancer que inhibe la expresién del gen de AIMP2DX2, que comprende las etapas de: (a) poner en contacto una
sustancia de ensayo con las células que expresa el gen de AIMP2DX2; y (b) determinar si la sustancia de ensayo
inhibe la expresion del gen de AIMP2DX2 o promueve la alteracion de la proteina de AIMP2DX2, en la que la
sustancia de ensayo inhibe la expresién del gen de AIMP2DX2 o promueve la alteracién de la proteina de
AIMP2DX2 se evalua como un agente anticancer.

En el presente procedimiento, la expresion del gen de AIMP2DX2 se evalda en el nivel de ARNm o proteina. Cuando
el presente procedimiento se lleva a cabo para detectar el ARNm de AIMP2DX2 expresado, preferentemente se
realiza por RT-PCR mediante los cebadores especificos de AIMP2DX2 descriptos anteriormente en la presente.
Cuando el presente procedimiento se lleva a cabo para detectar la proteina de AIMP2DX2 expresada,
preferentemente se realiza con una variedad de procesos de inmunoensayo tales como transferencia Western por
medio de anticuerpos especificos de AIMP2DX2 como se describié anteriormente.

Los siguientes ejemplos especificos estan destinados a ilustrar la invencion y no se deben interpretar como
limitacion del alcance de la invencién que se define con las reivindicaciones anexas.

EJEMPLOS
Procedimientos
Cultivo celular, medicion de productos quimicos y ciclo celular

Las células se mantuvieron en RPMI-1640 que contiene 10% de FBS. Los fibroblastos embrionarios de ratén (MEF)
se aislaron de embriones de 12,5-14,5 dias y se cultivaron en DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco) que
contiene 20% de FBS. Para evaluar el efecto de TGF-8 en el ciclo celular, las células se incubaron con 2 ng/ml de
TGF-B en medio libre de suero o que contiene 1% de FBS durante 24 horas )é se recolecto para el analisis de FACS.
La proliferacién celular también se determiné por incorporacién de timidina [*H]. Las células se incubaron en medio
libre de suero con o sin TGF-f durante 20 horas, y posteriormente en presencia de 1 uCi/ml de [3H] timidina durante
4 horas. La timidina incorporada se cuantifico por centelleo liquido como se describié previamente (Kim, M. J. et al.,
Nat. Genet. 34, 330-336(2003)). El TGF-B se adquirié del sistema R&D y los anticuerpos anti-Smad2 y anti-Smad4
de Santa Cruz. El anticuerpo anti-AIMP2 se preparé de la siguiente manera: 500 ug de la proteina de AIMP2 aislada
mezclada con 500 ul de adyuvante completo (Sigma, 1 mg/ml) se inyectd por via subcutanea en conejo (macho,
Nueva Zelanda). Después de 7 dias, 500 ug de la proteina de AIMP2 aislada mezclada con 500 ul de adyuvante
completo (1 mg/ml) se inyectaron en conejo, y posteriormente se realizaron las pruebas de inyeccién 2 veces en un
intervalo de 7 dias. Después de 3 dias, el Ab anti-AIMP2 se aislé de sangre del conejo.

Inmunotransferencia e inmunoprecipitacion

Las células se trataron con TGF-§ durante los tiempos indicados y se extrajeron las proteinas con el buffer RIPA que
contiene proteasa, se separaron con 10-12% de SDS-PAGE, y se inmunotransfirieron con los anticuerpos
especificos por medio del sistema ECL. Para la inmunoprecipitacion, los lisados celulares se aclararon por la
preincubacién con IgG y proteina A conjugada con agarosa. Después de la centrifugacion, los sobrenadantes se
incubaron con el anticuerpo especifico, y la proteina A conjugada con agarosa durante 2 horas. Después del lavado
con PBS frio en hielo y RIPA una vez, las proteinas unidas precipitaron el anticuerpo especifico, eluyeron y se
sometieron al analisis de transferencia Western.

RT-PCR

Los ARN totales se aislaron siguiendo el protocolo del fabricante (Qiagen). En breves palabras, los tejidos recién
preparados (3 x 3 x 3 mm) se cortaron en trozos pequefios, se mezclaron con 350 pl de tampdn de lisis y se
homogenizaron por medio del homogenizador o jeringa. Después de anadir 350 pl de 70% de etanol, los lisados se
invirtieron varias veces, se cargan en la columna, se centrifugaron a 13.000 RPM durante 15 sec. Después del
lavado de la columna con el tampdn de lavado dos veces, los ARN se eluyeron con 40 yl de DW libre de ARNasa.
Para la transcripcion inversa, se us6 1 ug del ARN aislado como molde con el cebador especifico de AIMP2 (Fig.
8b). Después de la reaccion, la mezcla se diluyé 3 veces con DW y 1 ul de su alicuota se usé para 30 ul de la
reaccion de PCR que contiene 0,5 pyl de dNTP (2,5 mM cada uno), 0,5 pl de los cebadores indicados (cada uno 10
uM), 1,5 pyl de DMSO y 0,1 pl Taqg polimerasa (5 U/pl).
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Supresion de AIMP2DX2 con ARN-si

Para suprimir la expresion de AIMP2DX2, se prepararon ARNsi contra AIMP2DX2. Se disefid la secuencia que
codifica ARNsi contra AIMP2DX2 u se clond en el sitio Sall y Xbal del sistema del vector 16 IMG-700 (Imgenex),
seguido por la secuenciacion del ADN para confirmar la secuencia clonada. Las células H322 se transfectaron con 2
ug del vector de expresion si-DX2. Después de 3 horas de incubacion con complejo de ADN-liposoma en 1 ml de
medio libre de suero, las células H322 se trataron con 1 ml de RPMI-1640 que contiene 20% de FBS.
Posteriormente, las células se incubaron en medio libre de suero con o sin TGF-f3 durante 20 horas.

Analisis de doble hibrido de levadura

Los ADNc que codifican AIMP2 y Smad2 humano (y sus fragmentos de supresion) se obtuvieron por PCR por medio
de cebadores especificos. Los productos de PCR de Smad2 y AIMP2 se digirieron con EcoRI y Xhol, y se ligaron en
los mismos sitios de pEG202 (LexA) y pJG4-5 (B42), respectivamente (Gyuris, J et al., a human G1 and S fase
protein fosfatase that associates with Cdk2. Cell 75, 791-803(1993)). Las interacciones entre los fragmentos Lex-
Smad2 y B42-AIMP2 se analizaron en cuanto a su capacidad para crecer en medio de levadura que contiene X-gal
descripto previamente (Rho, S. B. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 96, 4488-93. (1999)).

Construccion de las células que generan en forma estable AIMP2DX2

Los MEF tipo salvaje se transfectaron con pcDNA-AIMP2DX2 o pcADN mismo y los transfectantes se seleccionaron
en medio DMEM que contiene 400 pg/ml de G418. Después de eliminar las células no transfectadas, los
transfectantes se cultivaron en el medio normal sin G418 durante 3 dias, se fijaron con 2% de PFA y se tifieron con
Giemsa.

Inmunotincién y analisis histolégico

Los portaobjetos con tejido congelado se fijaron con 2% de paraformaldehido y se lavaron co PBS frio en hielo.
Después del bloqueo y la permeabilizacion con PBS que contiene 0,2% de Triton X-100 (PBST) y 1% de BSA, los
portaobjetos se incubaron con anticuerpo anti-AIMP2 durante 2 horas. Después de lavar con PBS, también se
incubaron con IgG-FITC de cabra anti-conejo y yoduro de propidio (50 pg/ml) durante 1 hora, se lavaron con PBS, se
montaron y observaron bajo un microscopio confocal.

Construccion del vector de expresion de AIMP2DX2

Para construir el vector de expresion de AIMP2DX2, el ADNc de AIMP2DX2 se clond en pcDNA3.1-myc. Primero,
AIMP2DX2 del ADNc de H322 se amplificd por medio de los cebadores con el ligador para EcoRI y Xhol y se cloné
en pcDNA3.1-myc (Invitrogen) por medio de EcoRI y Xhol. El vector de pcDNA3.1-myc/AIMP2DX2 para expresar
AIMP2DX (Fig. 12) se introdujo en E. coli DH5a, que fue depositada el 25 de octubre de 2004 en la Autoridad de
Depdsito Internacional, la Korean Collection for Type Cultures (KCTC) y se le dio el nimero de acceso KCTC
10710BP.

Generacion y caracterizacion de ratén deficiente

La mutacion del ADN gendmico de un ratdn se generé por un procedimiento de captura génica (Zambrowicz et al,
Nature, 9, 608-611, 1998). El vector de captura génica se usd para generar la biblioteca de mutantes aleatoria
(OmniBank library, Lexicon Genetics, USA) de las células madre embrionarias derivadas de ratén 129/SvEvBrd. En
la biblioteca, se identificaron los clones de OST7994 en los que se alter6 el gen de AIMP2DX2. Por medio del uso
del clon anterior, se generaron ratones heterocigotas C57/BL6 siguiendo el protocolo estandar de Lexicon Genetics.
Los ratones heterocigotas posteriormente se cruzaron para obtener ratones mutantes homocigotos. Los embriones
de ratén aislados de 13,5 dias se cortaron con hoja de afeitar, se tripsinizaron y sembraron en placa de petri para el
cultivo.

La mutacién se confirmo por los analisis de transferencia Southern y PCR por medio de los ADN gendmicos aislados
de células de fibroblastos embrionarios de ratéon (MEF). La expresion de AIMP2 se determind por los analisis de
transferencia Northern y Western. La ubicacién de la insercion de la trampa génica se determind por la
secuenciacion del ADN genémico. Para la transferencia Southern, el ADN gendmico se aislé de la cola del raton y se
digiri6 con Sacl. Los fragmentos de ADN escindidos se separaron por la electroforesis en gel desnaturalizante y se
hibridaron con el producto de PCR de 1,2 kb marcado radiactivamente del gen de AIMP2 con los cebadores, SEQ
NOs 17 y 18. Las bandas hibridadas se detectaron por medio del analizador phosphorimage. EI ADN gendémico
aislado también se usé para el analisis de PCR con los pares de cebadores especificos, SEQ NOs 19 y 20, SEQ
NOs 20 y 21.

Para el analisis Northern, se preparé el ARN celular total de las células de fibroblastos embrionarios de ratén por
medio del uso del kit RNeasy Midi (QIAGEN) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los ARN aislados (30
ug) se separaron por electroforesis en geles de 1,2% de agarosa/2,2 M de formaldehido, se transfirieron a
membranas Hybond N (Amersham) y posteriormente se fijaron en la membrana por irradiacion UV. Los ARN de la
membrana se hibridaron con las sondas especificas generadas por PCR del ADNc de AIMP2 por medio de la

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2371479 T3

solucion de hibridacion de ExpressHyb (CLONTECH). Las proteinas se extrajeron de las células de fibroblastos
embrionarios de ratéon (MEF), se separaron por SDS-PAGE y se sometieron a transferencia Western con anticuerpo
policlonal anti-AIMP2 descripto (Park et al, 274, 16673-16676, 1999; Kim et al, J Biol Chem, 275, 21768-21772,
2000).

Formacion de cancer de pulmoén

+/+

Se usaron 32 ratones AIMP2+/- (19 ratones macho y 13 hembras) y 25 ratones AIMP2™" (14 ratones macho y 11
hembras) para el experimento. Nosotros indujimos el cancer de pulmén mediante la inyeccion intraperitoneal del
carcinégeno quimico, benzo-(a)-pireno (BP, 100 mg/kg) en ratones AIMP2 i y AIMP2 +/-, y se control6 la formacion
del tumor en el pulmén. Como grupo control, se inyectaron 3 ratones AIMP2*"* (2 macho y 1 hembra) y 5 ratones
AIMP2+/- (4 macho y 1 hembra) con solucién bical (10% de DMSO y 35% de PEG 40 en solucién salina).

Modelo de cancer de piel por medio de ratéon deficiente

33 ratones de tipo salvaje (WT) y deficientes en AIMP2 (KO) de ambos secos se dividieron en los siguientes grupos:
grupos de macho WT control (3), macho WT tratado (6), hembra WT control (2), hembra WT tratada (6), macho KO
control (2), macho KO tratado (6), hembra KO control (3), y hembra KO tratada (5).

Se aplicod topicamente una sola dosis (0,2 pmol/0,2 ml de acetona) de 7,12-dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) a los
lomos afeitados de los ratones pertenecientes a los grupos tratados, mientras que los ratones de los grupos control
se trataron con solo acetona. Después de una semana, los ratones iniciados con DMBA se trataron con 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA, 10 nmol/0,2 ml de acetona) dos veces por semana durante 21 semanas. Los
animales control se trataron con acetona solo a lo largo del estudio. A partir de 1 semana del tratamiento con
promotor, se contaron los tumores de al menos 1 mm de diametro cada semana. Después de 21 semanas se
sacrificaron los ratones y las muestras de tumor se corrigieron para el posterior analisis bioquimico.

Ejemplo 1

Importancia funcional y modo de trabajo de AIMP2 en la sefalizaciéon de TGF-3

++

Para observar la importancia del AIMP2 en la sefalizacion de TGF-, comparamos las respuestas de AIMP2 ™ y
AIMP2/-MEF a la detencién celular inducida por TGF-, translocacion nuclear de Smad2/3 e interaccion de AIMP2
con Smad2/3. Si bien el crecimiento de las células tipo salvaje fue suprimido por TGF-B, las células deficientes
AIMP2 no respondieron a la sefal, determinado por la incorporaciéon de timidina, formacién de colonia y citometria
de flujo (Fig. 1a, 1b y 1c, respectivamente). Cuando los MEF se trataron con TGF-B, Smad2 y Smad3 se
translocaron al nucleo en las células normales, pero no en las células AIMP2/- (Fig. 1d). Todos estos resultados
sugieren la importancia funcional de AIMP2 en la sefializacion de TGF-B por medio de Smad2 y Smad3. La posible
interaccion de AIMP2 con Smad2 y 3 se examind por coinmunoprecipitacion. AIMP2 mostré la interaccién con
Smad2/3 que fue aumentada por TGF-B (Fig. 1e). La interaccion directa de AIMP2 con dos R-Smads también se
confirmé con los ensayos de doble hibrido en levadura y de interaccion in vitro (Figs. 2 y 7). La cantidad de AIMP2
unido a Smad2/3 aumento de acuerdo con la induccion de AIMP2 por TGF-B (Fig. 2a) cuando el nivel de AIMP2
aumento por transfeccion, la expresion de los genes blanco de TGF- aumentd, lo que sugiere su papel estimulador
en la sefalizacion de TGF-B (Fig. 2b). Debido que AIMP2 se une a Smad2 y 3, nosotros esperamos que actue en
estos dos R-Smads de manera similar y de este modo se centre en su relacién con Smad2 en mas detalle. La
fosforilacién dependiente de TGF-f de Smad2 se suprimié en los MEF deficientes en AIMP2, pero se restaurd
cuando se introdujo AIMP2 en las células AIMP2/- (Fig. 2c). El dominio de Smad2 involucrado en la interaccion con
AIMP2 se determiné por el ensayo de hibrido doble de levadura (Fig. 2d) y de interaccion in vitro (Fig. 7). Los dos
experimentos revelaron que la interaccion involucra el dominio MH2 del Smad2.

Para determinar el modo de accion de AIMP2 en la sefalizacion de TGF-B, la asociacion inducida por TGF-3 de
Smad2 con el receptor de TGF-f se comparé en las células normales y deficientes en AIMP2. Las células se
trataron con TGF-B y la asociacion de Smad2 y el receptor se controld por coinmunoprecipitacion del receptor tipo |
con Smad2 en intervalos de tiempo. Si bien se observé la unién de Smad2 inducida por TGF-$ al receptor de TGF-B
en un punto de tiempo temprano y disminuy6 en las células de tipo salvaje, el receptor unido a Smad2 se acumuld
en la etapa tardia después del tratamiento con TGF-B en las células deficientes en AIMP2 (Fig. 2e). En la
fosforilacién inducida por TGF- de Smad2, el Smad2 fosforilado aumentd gradualmente en las células tipo salvaje,
pero se suprimié severamente en las células AIMP2-/- (Fig. 2f). Estos resultados demuestran que AIMP2 cumple un
papel critico en la fosforilacion inducida por TGF- de R-Smads por medio de su interaccion directa con R-Smad2.

Ejemplo 2
Supresion de AIMP2 y generacién de su variante por supresion en las células cancerosas

Para explorar la posible asociacion de AIMP2 con la formacién de cancer, se observé la variacion del nivel de AIMP2
en diferentes lineas de células cancerosas [A549 (carcinoma epitelial de pulmén), DU145 (carcinoma de préstata),
HCT116 (carcinoma colorrectal humano), H460 (carcinoma pulmonar de células grandes), H322 (carcinoma
bronquioalveolar de pulmén) y H290 (linea celular cancerosa de mesotelioma) disponibles en ATCC]. Tres de las
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seis lineas celulares analizadas mostraron menor nivel de AIMP2 en los analisis de transferencia Western (Fig. 3a) y
FACS (Fig. 3b). Todas las lineas celulares con bajo nivel de AIMP2 expresaron el nivel normal del receptor de TGF-
B tipo Il y retuvieron su actividad de quinasa, lo que implica que el nivel bajo de AIMP2 no proviene de la mala
funcionalidad del receptor. Para determinar si la variacién del nivel de AIMP2 provino de la diferencia de la
transcripcion, se realizé la RT-PCR con diferentes combinaciones de cebadores especificos de AIMP2. El gen de
AIMP2 consiste en cuatro exones (Fig. 8a). Cuando los cebadores de las SEQ ID Nos. 3 y 4 se usaron para generar
ADNc de AIMP2 que abarca el exén 3 y 4, la disminucién del transcripto de AIMP2 no se observé en las células que
muestran el nivel reducido del AMP2 (Fig. 3c, primera hilera), lo que sugiere que no resulta de la menor
transcripcion. Cuando se usaron los cebadores de las SEQ ID Nos. 5 y 6 que generan el transcripto del exén 1 a 3,
se obtuvieron no solo el transcripto del tamafio esperado, sino también uno menor (Fig. 3c, segunda hilera). El
analisis de secuenciacion de este pequefio transcripto revelo que carece del exén 2 que codifica 69 aa del AIMP2
(Fig. 8b). Para confirmar la generacion de este transcripto menor, se disefié el cebador de la SEQ ID No.8 (Fig. 8b,
cebador DX-B) se dirige a la secuencia de unidn del exén 1 y 3 que se genera por la supresion del exén 2, y se
realizé la RT-PCR con el cebador de la SEQ ID No.7. Las lineas celulares que expresan menor nivel de gen de
AIMP2 generaron el transcripto menor (designado DX2, Fig. 3c, segunda y tercera hilera).

Los analisis de transferencia Western con el anticuerpo anti-AIMP2 detectaron solo AIMP2 de longitud completa,
pero no DX2 (Fig. 2a), lo que implica que DX2 puede ser muy inestable en el nivel de proteina. La tincién con
inmunofluorescencia también demostré el menor nivel de AIMP2 en H460, H322 y H290 (Fig. 3d). Para excluir la
posibilidad de tefir artefacto, las células H460 y DU145 se cocultivaron en la misma placa y se tifieron con AIMP2.
Nuevamente, la intensidad de la tincién de AIMP2 en H460 fue mucho mas débil que la de DU145 (Fig. 9a).
Ademas, la localizacién nuclear dependiente de TGF-8 de AIMP2 no se observé en las células con baja expresion
de AIMP2 (Fig. 3d, hilera inferior). Para establecer la relacién entre el nivel de AIMP2 y funcionalidad del TGF-,
medimos la supresion del crecimiento por TGF- en estas lineas celulares. Si bien el crecimiento de las células A549
y DU145 fue suprimido por TGF-B, las células con bajo nivel de AIMP2 no respondieron a TGF-B (Fig. 3e). Este
resultado es compatible con los informes previos de que A549 es sensible mientras que H460 es resistente a la
sefial TGF-B (Osada, H. et al. Cancer Res. 61, 8331-8339 (2001); Kim, T. K. et al., Cancer de pulmén 31, 181-
191(2001)). Ademas, los genes blanco se indujeron con TGF- en A549 y DU145, pero no en H322 y otras dos
lineas celulares con bajo AIMP2 (Fig. 3f).

Ejemplo 3
La variante por supresion inactiva forma un complejo con AIMP2 funcional

Para abarcar la relacion causal de la generacién de DX2 y la supresiéon de AIMP2, se examiné el cambio del nivel de
AIMP2 después de la transfeccién de DX2 en DU145. AIMP2 se redujo en las células transfectadas con DX2, que se
demuestra por analisis de transferencia Western (Fig. 4a, primera hilera) y FACS (Fig. 9b). Ademas, la expresion del
blanco AIMP2, c-myc, se elevé por la introduccion de DX2 (Fig. 4a, tercera hilera). DX2 también redujo la detencion
del crecimiento por TGF-f (Figs. 4b y 9c). Nosotros investigamos posteriormente como DX2 puede afectar el AIMP2
funcional (AIMP2F). Debido a AIMP2 tiene un potencial para formar un homodimero (Quevillon, S. et al., J. Mol. Biol.
285, 183-195(1999); y Kim, J. Y. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99, 7912-7916(2002)), examinamos si AIMP2 DX2
puede interactuar con AIMP2F con el ensayo de doble hibrido en levadura. AIMP2DX2 mostré la interaccion con
AIMP2F, pero no con si mismo (Fig. 4c). En un ensayo de interaccién in vitro, los AIMP2F y -DX2 sintetizados
radiactivamente, peor no DX2, se co- purificaron con GST-AIMP2F (Fig. 4d), lo que demuestra la interaccion directa
entre AIMP2F y -DX2. Para observar si DX2 es activa en la sefializacion de TGF-f3, analizamos su interaccion con
Smad2 con el ensayo de doble hibrido en levadura. Si bien AIMP2 interactud con Smad2 asi también como FBP que
es el blanco conocido de AIMP2 (Kim, M. J. et al., Nat. Genet. 34, 330-336(2003)), DX2 no se unié a ninguna de
estas proteinas, lo que sugiere que puede ser funcionalmente inactiva (Fig. 4e).

Para entender cémo la formacién del heterodimero puede suprimir AIMP2, examinamos si el nivel de AIMP2 esta
controlado por el proceso de degradacion dependiente del proteasoma. Las células H322 productoras de DX2 se
trataron con el inhibidor del proteasoma, ALLN (Zhou, M., et al., J. Biol. Chem. 271, 29769-24775 (1996)) y se
analizé si el nivel de AIMP2 aumenta con el bloqueo del proteasoma. El nivel de AIMP2 fue aumentado
significativamente por el tratamiento de ALLN como se muestra por transferencia Western (Fig. 4f), tincion con
inmunofluorescencia (Fig. 4g) y citometria de flujo (Fig. 9d), lo que sugiere que su nivel celular se puede controlar
por la degradacion dependiente del proteasoma. Ademas, también se detecté la forma AIMP2DX2 por la inhibicion
del proteasoma (Fig. 4f), lo que confirma la nocién de que DX2 puede ser inestable debido a la rapida degradacion
dependiente del proteasoma. La baja intensidad de AIMP2DX2 parece resultar de su transcripcion mas baja en
comparacion con AIMP2 normal, demostrado por el analisis de RT-PCR (Fig. 3c) y/o reconocimiento menos eficiente
por el anticuerpo anti-AIMP2. Debido a que la degradacion de AIMP2 esta mediada por el proteasoma, analizamos si
su ubiquitinacion esta promovida por DX2. Cuando AIMP2 inmunoprecipitd del control y las células transfectadas
con DX2 se trataron con ALLN Yy transfirieron con el anticuerpo anti-ubiquitina, se observé una mayor cantidad de
AIMP2 ubiquitinada de las células transfectadas con DX2 en comparacion con las células control (Fig. 4h). En
conjunto, DX2 parece actuar como una mutante negativa dominante para formar un complejo inactivo con AIMP2
que es conducido rapidamente al proceso de degradacion.

Ejemplo 4
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AIMP2DX2 inactiva la senalizaciéon de TGF-B y promueve el crecimiento celular

DX2 se transfectd en los MEF y se controlé su efecto sobre el crecimiento celular por el analisis microscépico y la
formacion de colonia. El crecimiento celular aumentd significativamente por la introduccion del DX2 (Fig. 5a).
Posteriormente introdujimos ARNSi (si-DX2) que suprime especificamente el transcripto de DX2 y se examina si
puede restaurar el nivel normal de AIMP2 y la sefializacion de TGF-B en las células H322 que expresan DX2.
Cuando la célula H322 se transfecté con el vector que expresa ARNsi de No.4 o No 5, la elevacion de la muerte
celular (izquierda) y la generacion de la detencion del ciclo celular (derecho) por el TGF-B se midieron por FACS
(Fig. 5d). Para analizar si el nivel normal de AIMP2 y la sefalizacion de TGF-f se pueden reparar con el ARNsi, el
vector que genera el ARNsi (si-DX2) de No. 4 que suprime especificamente la expresion especifica de DX2, se
transfectd a las células H322 que expresan DX2. El si-DX2 corté el transcripto de DX2 ((Fig. 5e superior) y recuperé
el nivel normal de AIMP2 vy la fosforilaciéon inducida por TGF-B de Smad2 (Fig. 5e inferior y Fig. 5f), localizacién
nuclear de p-Smad2 (Fig. 5f), expresion del indicador dependiente de TGF-f (Fig. 5g) y detencién celular (Fig. 5h).
Todos estos resultados demuestran el efecto disruptivo de DX2 sobre la sefializacion de TGF-B y el control del
crecimiento celular.

Ejemplo 5
Asociacién de la variante por supresion de AIMP2 con el cancer de pulmén humano

Debido a que la reduccion del AIMP2 se detecta con frecuencia en diferentes lineas de células cancerosas (Figs. 3a,
3b y 3d), y la pérdida de AIMP2 lleva a la hiperproliferacion de las células pulmonares (Kim, M. J. et al., Nat. Genet.
34, 330-336(2003)), examinamos la asociacion de la anormalidad de AIMP2 con la formacién del cancer de pulmén.
Nosotros indujimos el tumor de pulmon a través de la inyeccion intraperitoneal del carcinégeno quimico, benzo-(a)-
pireno (BP, Wang, Y. et al., Cancer Res. 63, 4389-4395 (2003)) en ratones AIMP2** y AIMP2+/-, y se controlo la
formacién tumoral en el pulmoén. A partir de 6 semanas después de la administracién de BP, se observaron tumores
de pulmodn con 50-70% de frecuencia en ratones AIMP2+/-, y a aproximadamente 30% en los comparieros de
camada tipo salvaje (Fig. 6a), lo que implica que los ratones heterocigotas son mas sensibles a la tumorigénesis
inducida por BP. Tres de cuatro pulmones aislados de ratones AIMP2+/- mostraron tumores, mientras que solo uno
desarrollé tumores entre estos tres ratones AIMP2*"* y todos estos tumores generaron DX2 (Fig. 10), lo que respalda
adicionalmente la relevancia de DX2 para la formacion del tumor. Posteriormente comparamos el nivel de AIMP en
los tejidos inflamatorios pero no tumorales y en los tejidos tumorales del pulmén humano. DX2 se generd solo en los
tejidos tumorales (Fig. 6b). Para excluir la posibilidad de que el nivel de formacion de AIMP2 y DX2 pueda variar
segun los diferentes individuos, realizamos los analisis de RT-PCR e inmunofluorescencia en los pares de tejido
normal y tumoral aislados de los mismos pacientes. DX2 no se detecté en un caso que muestra el nivel normal de
AIMP2 en la region del cancer (Figs. 6e y 6f, paciente 22872).

Ejemplo 6
Asociacion de AIMP2, AIMP2DX2 y su variante por supresion

La relacion de AIMP2, AIMP2DX2 y su variante por supresion con cancer se examind en los tejidos humanos y
lineas de células cancerosas.

La formacion de AIMP2DX2 en tejido normal y cancerosos obtenidos del carcinoma hepatocelular se evalué por RT-
PCR. Asimismo, se examind la formacion de AIMP2DX2 en diferentes lineas de células cancerosas (Fig. 11a). Las
células se sembraron en una placa de 6 pocillos a una densidad de 1x10° y se recolectaron 24 horas mas tarde. Las
células recolectadas se lisaron usando el buffer GSS, se mezclaron con 4% de alcohol isoamilico que contiene fenol
acido (pH 4,3) y cloroformo y posteriormente se centrifugaron. El sobrenadante obtenido por centrifugacion se
precipité con isopropanol y se centrifugd nuevamente, y posteriormente se obtuvo el pellet. El pellet se lavd con
etanol y se disolvi6 en DW. El ARN se transcribié en forma inversa a 42 °C durante 1 hora por medio de la
transcriptasa inversa M-MLV (Invitrogen) y posteriormente se realizé la PCR con 38 ciclos de 95°C durante 1 min,
60°C durante 1 min, y 72°C durante 1 min por medio de los cebadores de las SEQ Nos. 16 y 17. AIMP2DX2 se
expresaron en lineas celulares de cancer de pulmén (H226, H460, H322 y H290), lineas celulares renales
embrionarias (293), lineas celulares de osteosarcoma (Sa0S2), lineas celulares de cancer de piel (HaCAT), y lineas
celulares de cancer de mama (MCF7) (Fig. 11b).

Ejemplo 7
Estudio de tumorigénesis usando ratones deficientes en AIMP2
Se observo la sensibilidad al tumor en ratones deficientes en AIMP2DX2 y ratones salvajes.

Como resultado, el numero de ratones que tienen tumores en la piel y el nimero de tumores de ratones aumentoé
significativamente en ratones deficientes en AIMP2DX2. En detalle, cuando la tumorigénesis del ratén se indujo con
DMBA y se promovié con TPA, la tasa de formacion de tumores en los ratones hembra deficientes en AIMP2
aument6 aproximadamente 1,3 veces que en los ratones hembra control WT. Asimismo, la tasa de formacién de
tumor en ratones macho deficientes en AIMP2 aumenté aproximadamente 2 veces respecto del ratén macho control
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WT (Fig 12b). El numero de tumores formados en los ratones hembra deficientes en AIMP2 aumenté
aproximadamente 4 veces respecto de los ratones hembra control WT. El nUmero de tumores formados en los
ratones macho deficientes en AIMP2 aumenté aproximadamente dos veces respecto del ratén macho control WT
(Fig. 12c y Fig. 12d).
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REIVINDICACIONES
1. Una proteina de AIMP2DX2 que comprende

(a) una secuencia de aminoacidos de AIMP2 en que se suprime la region del exén 2 de la secuencia de aminoacidos
de AIMP2, en la que AIMP2 tiene la secuencia:

1 mpmyavkpyh gggaplrvel ptemyr !pnv hgrsygpapg aghvaeesnl sigalesrad

61 dilkrlyelk aavdglskmi gipdadldvt niigadeptt lttnaldins vigkdygalk

121 divinanpas ppislivihr |lcehfrvls tvhthssvks vpenl |kcfg eankkgprad

181 yolgftliwk nvpktaomkfs igtmcpiege gniarflfsl fgakhnavna tlidswvdia

241 [ fqlkegssk ekaavirsmn salgkspwla gneltvadvy lwsviggiQg csvtvpanvag
301 rwmrscenla pl.

o
(b) la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NOs: 2.

2. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la proteina de
AIMP2DX2 segun la reivindicacion 1.

3. La molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2, en la que dicha molécula de acido nucleico comprende la
secuencia de nucledtidos de la SEQ ID NO:1.

4. Un vector recombinante, que comprende una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2 o reivindicacion
3.

5. Una célula huésped que esta transformada con el vector recombinante segun la reivindicacion 4, en la que la
célula es una célula no humana o es una célula humana aislada que no es una célula madre embrionaria humana.

6. Un procedimiento para producir la proteina de AIMP2DX2 segun la reivindicacién 1, que comprende cultivar la
célula segun la reivindicacion 5.

7. Un anticuerpo especifico para la proteina de ATMP2DX2 segun la reivindicacion 1.
8. Un kit diagndstico para cancer, que comprende un anticuerpo segun la reivindicacion 7.

9. Un procedimiento para seleccionar la proteina de AIMP2DX2 como un marcador de cancer, que comprende las
etapas de:

(a) proporcionar una muestra por ensayar; y

(b) detectar en dicha muestra la expresion de una molécula de acido nucleico segun la reivindicacion 2 o
reivindicacion 3, en el que la deteccion de la expresion de la molécula de acido nucleico es indicativa de cancer.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicha deteccion en la etapa (b) se lleva a cabo poniendo en
contacto dicha muestra con un anticuerpo segun la reivindicacion 7.

11. El procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que dicha deteccion en la etapa (b) se lleva a cabo por una
reaccion de amplificacion o una reaccién de hibridacion.

12. El procedimiento segun la reivindicacion 11, en el que dicha reaccion de amplificacion se lleva a cabo por RT-
PCR (reaccion en cadena de polimerasa-transcripcion inversa) usando un cebador capaz de diferenciar un ARNm de
AIMP2DX2 segun la reivindicacion 1 de un ARNm de AIMP2 o dicha reaccion de hibridacion se lleva a cabo por uso
de una sonda capaz de diferenciar un ARNm de AIMP2DX2 segun la reivindicacion 1 de un ARNm de AIMP2, en el
que AIMP2 tiene la secuencia:
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1 mpmygvkpyh gggaplrvel ptcmyripnv hgrsygpapg aghvgeesnl slgalesrqd
61 dilkr lyelk aavdglskmi qipdad!dvt niigadeptt Ittnaldins vigkdygalk
121 divinanpas pelis!ivihr llgehfrvis tvhthssvks vpenilkcfg eankkaprad
181 yalgftliwk nvpkigmkfs iqgtmcpiege gniarflis! fggkhnavna tlidswvdia

241 ifqlkegssk ekaavfrsmn salgkspwla gneltvadvv (wsvigqigg csvtvpanvg

301 rwmrscenla pf.
13. El procedimiento segun la reivindicacién 12, en el que la secuencia de dicho cebador comprende las SEQ ID
Nos.5y 6,7y 80 16y 6; o la secuencia de dicha sonda comprende las SEQ ID No. 8 o 16.

14. Una molécula de acido nucleico que comprende la secuencia de nucleétidos de la SEQ ID No.3, 4, 5,6,7,8 0
16.

15. Una molécula de acido nucleico de ARNsi especifica para el ARNm de la proteina de AIMP2DX2 segun la
reivindicacion 1, en la que dicha molécula de &cido nucleico de ARNsi comprende ARN sentido y antisentido que
codifica la secuencia de nucleétidos de las SEQ ID Nos. 9y 10, SEQ ID Nos. 11y 12 0 SEQ ID Nos. 13y 14.

16. Un oligonucledtido antisentido que es complementario con una region de unién entre los exones 1 y 3 de un
ARNmM de la proteina de AIMP2DX2 segun la reivindicacion 1.

17. Una composicion farmacéutica para tratar cancer que comprende la molécula de acido nucleico de los ARNSsi
segun la reivindicacién 15, o el oligonucleétido antisentido segun la reivindicacion 16.

18. La molécula de acido nucleico de los ARNsi segun la reivindicacién 15, o el oligonucleétido antisentido segun la
reivindicaciéon 16 para su uso en el tratamiento del cancer.

19. El uso de la molécula de acido nucleico de ARNsi segun la reivindicacién 15, o el oligonucleétido antisentido
segun la reivindicacion 16 en la fabricacion de un medicamento para tratar cancer.

20. Un procedimiento de seleccion para un agente anticancer que inhibe la formacion de un heterodimero entre la
proteina de AIMP2DX2 segun la reivindicacién 1 y la proteina de AIMP2, que comprende las etapas de:

(a) poner en contacto una sustancia de ensayo con una composiciéon que comprende la proteina de AIMP2DX2
segun la reivindicacién 1y la proteina de AIMP2; y

(b) determinar si la sustancia de ensayo inhibe la formacion del heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 segun
la reivindicacion 1y la proteina de AIMP2,

en el que la sustancia de ensayo para inhibir la formacion del heterodimero entre la proteina de AIMP2DX2 segun la
reivindicacion 1 y la proteina de AIMP2 se evalia como un agente anticancer, y en el que AIMP2 tiene la secuencia:

1 mpmyavkpyh ggoaplrvel ptemyr !pav harsygpapo aghvaeesn! sigalesrad

61 dilkrlyelk aavdglskmi gipdadldvt niigadeptt lttnaldins vigkdygalk

121 divinanpas ppislivihr |lcehfrvls tvhthssvks vpenl |kcfg eankkgprad

181 yolgftliwk nvpktaomkfs igtmcpiege gniarflfsl fgakhnavna tlidswvdia

241 [fqlkegssk ekaavfirsmn salgkspwla gneltvadvy lwsvlagigg csvivpanva
301 rwmrscenla pl.

21. El procedimiento segun la reivindicacion 20, en el que el procedimiento se realiza por un ensayo de doble hibrido
en levadura o ensayo de interaccion in vitro.

22. Un procedimiento de selecciéon para un agente anticancer que inhibe la expresion del gen que codifica la
proteina de AIMP2DX2 segun la reivindicacién 1, o promueve la alteraciéon de la proteina de AIMP2DX2 segun la
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reivindicacion 1, que comprende las etapas de:
(a) poner en contacto una sustancia de ensayo con las células que expresan el gen AIMP2DX2; y

(b) determinar si la sustancia de ensayo inhibe la expresién del gen AIMP2DX2 o promueve la alteracion de la
proteina de AIMP2DX2,

en el que la sustancia de ensayo para inhibir la expresion del gen de AIMP2DX2 se evalua como un agente
anticancer.

23. El procedimiento segun la reivindicacion 22, en el que el procedimiento se realiza por RT-PCR o transferencia
Western.
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Fig.12a
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Fig.12d
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