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DESCRIPCION
Procedimientos para determinar los prondsticos y las intervenciones terapéuticas para los carcinomas de ovario.
Campo de la invencion

La invencion se refiere de forma general a la determinacion del pronéstico y las intervenciones terapéuticas en los
carcinomas de ovario y, mas especificamente, a la utilizacion de la expresion de la homeoproteina Six1l para
determinar el prondstico y las intervenciones terapéuticas en los carcinomas de ovario.

Derechos gubernamentales

La presente invencioén se llevo a cabo con el apoyo del Gobierno de los EE.UU con los nimeros de concesion RO1
CAQ095277 y K12 CA086913 concedidos por los US National Institutes of Health. El Gobierno de los EE.UU. posee
algunos derechos sobre esta invencion.

Antecedentes de la invencion

El carcinoma de ovario es el cancer maligno ginecolégico mas mortal y una de las principales causas de muertes por
cancer entre las mujeres. Debido a que el cancer de ovario se diagnostica frecuentemente cuando la enfermedad
ha alcanzado un estadio avanzado, la mayoria de pacientes requieren un tratamiento adicional después de la
extracciéon quirdrgica del tumor y muchas de estas pacientes incluso mueren después debido a la enfermedad.
Aunque un porcentaje superior al 70% de las pacientes con cancer de ovario avanzado responden a la quimioterapia
primaria, a la larga desarrollan resistencia, lo que conduce a un total de supervivencia a 5 afios inferior al 20%. Por
este motivo se estan buscando nuevos enfoques para solventar la quimiorresistencia y desarrollar terapias mas
eficaces.

Actualmente, se estan considerando las terapias biolégicas como un nuevo enfoque en la lucha contra el cancer de
ovario. Estas terapias presentan el potencial de dirigirse selectivamente a los tumores, minimizar la toxicidad, y
superar la resistencia que se observa frecuentemente con las terapias convencionales. Esta terapia implica la
activacion de la via del ligando inductor de la apdptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TRIAL, Tumor
Necrosis Factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand), que induce selectivamente la apoptosis en las células
tumorales mientras que conserva las células normales. Especificamente, el TRIAL desencadena la apoptosis
rapidamente a través de la via apoptotica extrinseca mediada por los receptores de muerte, DR4 y DR5, en la
membrana celular. Durante la activacién del receptor de muerte por parte del TRIAL mediado por el ligando, su
dominio intracelular de muerte atrae a la molécula adaptadora del dominio de muerte asociado a Fas (FADD), que
ademas capta las caspasas iniciadoras 8 y 10 al receptor de muerte para formar el complejo de sefializacion
inductor de muerte (DISC). Este proceso resulta finalmente en la activacion de las caspasas efectoras terminales 3,
6 y 7, lo que conduce, por consiguiente a la muerte celular. Es de gran importancia destacar que los experimentos
con cultivos celulares y en ratones xenoinjertados han demostrado que el TRIAL puede ejercer una actividad
citotdxica selectiva frente a las células del carcinoma de ovario con efectos limitados en las células normales.

El TRIAL ha estado implicado en varios aspectos de la tumorigénesis que incluye la vigilancia inmunolégica innata
frente a los tumores, la inhibicién del inicio del tumor y la metastasis, y en la respuesta a la quimioterapia
convencional. Por ejemplo, los ratones deficientes en TRIAL muestran una susceptibilidad superior a tumores en
respuesta al carcindgeno quimico metilcolantreno, y un aumento de la metastasis experimental y espontanea.
Ademas, las mutaciones en los receptores del TRAIL se han asociado al cancer de mama metastasico. Por
consiguiente, la activacion de la via TRAIL clinicamente podria inducir una muerte celular y evitar la enfermedad
metdastasica, y estos tumores que crean mecanismos para escapar la apoptosis mediada por TRAIL podrian ser mas
metastasicos.

Estas observaciones proporcionan las bases para el desarrollo de agonistas de la via TRAIL (TRAIL y anticuerpos
agonistas de receptores de TRAIL) para los ensayos cinicos que se realizan en la actualidad. Sin embargo, estos
ensayos son obstaculizados por el escaso conocimiento sobre las bases subyacentes de la susceptibilidad del tumor
a una muerte inducida por la via TRAIL. Por consiguiente, sigue existiendo la necesidad de identificar los
determinantes de la sensibilidad a la via TRAIL en los tumores de ovario, y en otros canceres, para mejorar nuestra
capacidad para utilizar agonistas de la via TRAIL que estan en desarrollo clinico por separado o en combinacién con
quimioterapia.

Sumario de la invencion

La presente invencion se dirige a la utilizacion de la expresion de la homeoproteina Six1 para determinar las
intervenciones terapéuticas en canceres. La presente invencion se dirige también especialmente a los
procedimientos para la determinacion del pronéstico y las intervenciones terapéuticas para los carcinomas de ovario
y para la utilizacién de la expresion de la homeoproteina Six1 para determinar el prondstico y las intervenciones
terapéuticas para los carcinomas de ovario.
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La presente invencidn se basa, por lo menos en parte, en la demostracién de que la expresion de la homeoproteina
Six1 esta relacionada con la tumorigenicidad del carcinoma de ovario y que no sé6lo provoca un aumento de la
proliferacién celular del carcinoma de ovario, sino que también protege a las células del carcinoma de ovario de la
apoptosis mediada por TRAIL. Ademas, ya que se ha observado una sobreexpresion de Six1 en muchos canceres
que incluyen, pero no se limita a estos, cancer de mama, rabdomiosarcoma, carcinoma hepatocelular, y tumores de
Wilms, la utilizacién de reactivos de TRAIL en terapias para estos y otros canceres puede resultar ineficaz si no tiene
como diana la expresion de Six1.

Una forma de realizacién ejemplificativa de la presente invencién incluye un procedimiento para determinar la
intervencion terapéutica para el cancer de ovario que incluye las etapas de obtenciéon de una muestra biologica del
sujeto que presenta cancer el cancer de ovario, de determinacion de si la muestra bioldgica presenta una
sobreexpresion de Six1, y la seleccion de un agente TRAIL para terapia cuando Six1 no esta sobreexpresada. La
muestra bioldgica puede ser una muestra de tumor, que incluye una muestra de tumor de ovario.

Otra forma de realizacion ejemplificativa de la presente invencién incluye un procedimiento para determinar la
intervencion terapéutica para el carcinoma de ovario que incluye las etapas de obtencion de una muestra de tumor
de ovario de un sujeto, de determinacion la cantidad o por lo menos una de las proteinas Six1 y ARNm de Six1 en la
muestra del tumor de ovario, la determinacion si la cantidad de proteina Six1 o ARNm de Six1 esta sobreexpresada
en la muestra del tumor de ovario en comparacion con el control, y la seleccion de un agente TRAIL para terapia si
Six1 no estd sobreexpresada. Alternativamente, en lugar de seleccionar un agente TRAIL para la terapia, el
procedimiento para la determinacion de la intervencion terapéutica para el carcinoma de ovario puede incluir la etapa
de seleccion una terapia que no incluye TRAIL si Six1 esta sobreexpresada.

La presente invencion incluye también un procedimiento para la determinaciéon del prondstico de un sujeto que
padece carcinoma de ovario que incluye las etapas de obtencidon de una muestra de un tumor de ovario de un
sujeto, la determinacion de la cantidad de proteina Six1 o ARN Six1 expresada en la muestra del tumor de ovario, y
la elaboracion de un pronéstico en base a la cantidad de proteina Six1 o Six1 ARN. El pronéstico se puede realizar
comparando la cantidad de proteina Six1 o del ARN Six1 expresado en la muestra del tumor de ovario con la de un
control y realizando un prondstico de aumento de la mortalidad si los niveles de expresion de Six1 en el tumor de
ovario son superiores a 300 fg/ng rARN.

Breve descripcién de la figuras
La Fig. 1 muestra la secuencia completa de cADN y la secuencia de aminoacidos deducida de Six1 humano.

Las Figuras 2-7 muestran que Sixl esta sobreexpresada en las lineas celulares de carcinoma de ovario en
comparacioén con las células epiteliales normales de la superficie del ovario. La Figura 2 muestra el qRT-PCR para
Six1 en tres lineas celulares de carcinoma de ovario (OCC) en comparacion con cinco lineas celulares normales de
la superficie epitelial del ovario (OSE). La Figura 3 muestra los analisis con Transferencia Western de los extractos
nucleares de las mismas células que se muestran en la Figura 2. Las Figuras 4 y 7 muestran la sobreexpresion de
ARNmM de Six1 en células CaOV3 transfectadas con Six1. La qTR-PCR demuestra una sobreexpresién de 2-5 veces
del ARNm de Six1 en clones transfectados de CaOV3-Six1 en comparacion con las células CaOV3-CA T controles.
La Figura 5 muestra el andlisis con Transferencia Western de lisados de células totales para la proteina Six1 en los
clones de CaOV3-Six1. (Destacar que no se observan proteinas Sixl endogenas en los lisados de las células
completas de células CaOV3 aunque si se pueden observar en los extractos nucleares de los mismos tipos
celulares- Figura 3). La Figura 6 muestra un andlisis Transferencia Northern de extractos nucleares de las mismas
células que se muestran en la Figura 2.

Las Figuras 8-11 muestran que Six1 aumenta la proliferacion concominante OCC con la induccion de Ciclin Al. Las
Figuras 8 y 11 muestran el nimero de células en células CaOV3-Six1 y en controles transfectados con CAT. En la
Figura 8 se observa un namero de células superior de células en los dias 3 y 5 después de la incubacion en las
células CaOV3 (p<0,001). Linea negra continua: Six1-A, linea discontinua: Six1-B, linea de puntos CAT-A, linea gris:
CAT-B. La Figura 9 muestra las células positivas Ki-67 en clones de CaOV3-Six1 en comparacion con los controles
CAT. El porcentaje de células positivas en Six1-A y en Six1-B combinado es de 56% + 16% en comparacion con
CAT-A y CAT-B combinadas que es de 41% + 8%; P= 0,04. La Figura 10 muestra el analisis Transferencia Western
de la expresion de la proteina ciclina A1 (CycAl) en CaOV3-Six1 transfectadas y en los controles de CaOV3-CA T.

Las Figuras 12-13 muestran que la sobreexpresion de Six1 conduce a una disminucién de la apoptosis basal y a una
resistencia al TRAIL. La Figura 12 muestra el porcentaje de células con nlcleos condensados en los clones de
CaOV3-Six1 en comparacion con las células CaOV3-CAT. La Figura 13 muestra el efecto a las 40 horas de TRAIL
en CaOV3 en la sobreexpresion de Six1 y los controles CAT transfectados. Se midié la citotoxicidad utilizando el
ensayo MTS.

Las Figuras 14-15 muestran que la inhibicion de Six1 sintetiza OCC para la apoptosis mediada por TRAIL. Las
células SKOV3 se transfectaron transitoriamente con plasmidos que expresan secuencias ARNSsi frente a Six1 y
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luciferasa (Luc) como se indica en los procedimientos. La Figura 14 muestra un analisis representativo de
Transferencia Western en SIX1 que demuestra la eficacia de la inhbicion con constructos de ARNSi; sélo el
constructo Six1 C inhibe eficazmente la expresién de Sixl. Se realizaron analisis Transferencia Western de
confirmacion para cada experimento y mostraron resultados similares. La Figura 15 muestra el efecto de TRAIL en
células transfectadas con un constructo control (Luc, linea discontinua), un constructo Six1 C eficiente que tiene
como diana Sicl (linea negra continua) y un constructo ineficaz (ver Transferencia Western) Six1 F que tiene como
diana Six1 (linea discontinua).

Las Figuras 16-17 muestran que el ARNm de Six1 esta sobreexpresado en carcionomas de ovario en comparacion
con los ovarios normales y esta asociado con un malo pronéstico en canceres en estadios avanzados. La Figura 16
muestra la qRT-PCR para Six1 en un ovario normal (n=5), cistadenoma (n=7), estadio temprano (estadio 1)
carcinomas de ovario (n=5) y carcinomas de ovario (n=19) metastasicos en estadios avanzados (estadios Il-1V). La
linea de puntos discurre a través del grafico a 100 fg Sixl/ng ARNm. La Figura 17 muestra las curvas de
supervivencia para pacientes con tumores con niveles de Six 1 > 300 fg/ng ARNr (la media alcanza los 17 meses,
Log del Rango p=0,02).

La Figura 18 muestra el efecto en Fasl de la sobreexpresién de Six1 en CaOVa3.

La Figura 19 es una tabla con el listado de secuencias de ARNm que son dianas de los vectores SRNA pSUPER.
La Figura 20 muestra el efecto sobre FASL de la inhibicién de Sixlen SKOV3.

La Figura 21 muestra una lista de cebadores especificos de Six1 y sondas tagman utilizadas para el analisis.

La Figura 22 muestra unas células de tumor de ovario de un paciente con unos niveles diferentes de expresion de
Six 1y sus diferencias en la sensibilidad a TRAIL.

La Figura 23 muestra que el tratamiento con TRAIL no consigue la regresion en las células tumorales in vivo que
presentan Six1.

Descripcion detallada

La tumorigénesis puede presentarse debido a la activacion inadecuada de genes del desarrollo en tejidos maduros.
La presente invencién se basa, por lo menos en parte, en el descubrimiento de que el regulador del desarrollo Six1
esta sobreexpresado en la lineas celulares del carcinoma de ovario (OCC) en comparacion con el epitelio normal de
la superficie del ovario (OSE), y que su expresion se correlaciona con un fenotipo mas maligno. Como se ha
observado en otros canceres, la sobreexpresion de Six1 en OCC conduce a un aumento de la expresion de la ciclina
de tipo A y a un aumento de su proliferacién. La invenciéon se basa también, por lo menos en parte, en el
descubrimiento de que la sobreexpresion de Six1 da como resultado unas OCC resistentes a la apopotosis
medidada por el ligando inductor de la apoptosis relacionado con TNF (TRAIL), pero no a la apoptosis mediada por
Fasl, y la inhibiciéon de Six1 en la linea del carcinoma de ovario agresivo SKOV3 resistente a TRAIL sensibiliza de
forma destacada las células a TRAIL. Debido a que la inactivacién de la respuesta a TRAIL se ha asociado a la
metdastasis, y puesto que la activacién de la via apdptotica de TRAIL se encuentra actualmente en fase de ensayos
clinicos frente al carcinoma de ovario, se llevo a cabo el cribaje de muestras de ovarios normales y con carcinomas
en busca de ARNm de Six1. Six1 estaba sobreexpresada en el 60% de los carcinomas en estadio temprano y en el
68% de los carcinomas en estadio avanzado examinados, en los carcinomas metastasicos que expresan niveles de
ARNmM de Six1 3 veces mas elevados en comparacion con los tumores en estadio temprano (no metastasico). Y mas
importante, en pacientes que presentaban metastasis, la expresion elevada de Six1 se asociaba con una reduccion
significativa de la supervivencia (p=0,02).

La presente invencion se refiere al descubrimiento de que la homeoproteina reguladora del desarrollo Six1 es un
modulador de la via TRAIL. Six1 se expresa durante la embriogénesis pero se pierde en la mayoria de tejidos
diferenciados y ha estado implicada en la etiologia de muchos canceres incluyendo el cancer de mama,
rabdomiosarcoma, carcinoma hepatocelular, y tumores de Wilms. Durante el desarrollo normal, Six1 estimula la
proliferacién y la supervivencia de las células progenitoras, y cuando se expresa fuera de contexto, Six1l puede
promover de forma aberrante la proliferacion, contribuyendo a la tumorigénesis. La presente invencion se refiere al
descubrimiento de que la expresion de Six1 esta relacionada con la tumorigenicidad del carcinoma de ovario, y que
no so6lo aumenta la proliferacion celular del carcinoma de ovario, sino que también protege las células del carcinoma
de ovario contra la apoptosis mediada por TRAIL. Este descubrimiento presenta implicaciones importantes para el
uso de reactivos de TRAIL en terapias de cancer de ovario y otras terapias de cancer.
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Procedimientos

Lineas celulares y cultivos celulares. Las lineas de OCC CaOV3 y SKOV3 se obtuvieron de la ATCC (Rockville, MD).
La linea celular SNU251 (44) la proporcion6 el Dr.Jeff Holt. Las lineas celulares se mantuvieron en DMEM (CaOV3)
0 McCoy 5-a (SKOV3) o RPMI-1640 + 1% Insulina-Transferrina-Selenio A (SNU251), todas con un 10% de SBF a
3JDC y 5% de CO2. Se extrajo el OSE de pacientes que se sometian a ooforectomia. Se comprobé el origen
epitelial mediante tincién para pancitoqueratina.

Transfeccion para la sobreexpresion y inhibicion de Six1. Se transfectaron ADNc de Six1 de longitud completa
[SIXFL, (22)] o plasmidos control pcADN3,1 (CAT) en células a una concentracion de 1 x 10° CaOV3 0 SNU251
utilizando Superfect segun las especificaciones del fabricante (Qiagen, Valencia, CA). Se seleccionaron los
transfectantes con 400 pg/ml G418. Aproximadamente 2 semanas después, se aislaron los clones individuales y se
propagaron. La expresion de Six1 se comprobd mediante gRT-PCR, Transferencias Northern y Western.

Se realizaron transfecciones transitorias para los experimentos de ARN de interferencia corto (ARNsi) mediante la
resuspension de células SKOV3 a 3x10° células/ml de tampon de electroporacion (Hepes 2 mM pH 7,2,
Kz2HPO4/KH2PO4 15 mM, pH 7,2, manitol 250 mM, MgCl, 1 mM). Se afiadieron 800 pl de solucién de células a 16 ug
de ADN- pSUPER Six1C, o pSUPER Six1F, 6 pSUPER luciferasa (ver Figura 19 para la descripcion de los
constructos). Después, las células se sometieron a electroporacion en cubetas de electroporacion con ranuras de 4
mm a 250V, con una duracion de 2 ms, en intervalos de 1,5 s, 15 veces, y se transfirieron a placas con DMEM +
10% FBS caliente. Se confirmé la inhibiciéon de Six1 mediante Transferencia Western de los extractos del nicleo en
el momento de la colocacion en las placas para el ensayo de TRAIL (ver a continuacion) y en el momento de la
finalizacion del ensayo de TRAIL. Se ensay0 la funcionalidad del constructo de la pSUPER Luciferasa mediante la
cotransfeccién con un constructo que expresaba para el promotor de luciferasa D1 (CD1-Luc, un obsequio amable
de Justin Lamb y Mark Ewen), seguido de un analisis de la actividad de la luciferasa.

El analisis cuantitativo en tiempo real RT-PCR (qRT-PCR) y analisis Nothern blot. Se extrajo el ARN total de las
lineas celulares cultivadas o de muestras de pacientes guardados en ARN utilizando después la extraccién estandar
con TRIzol (InVitrogen Life Technologies). Se comprobaron la pureza, la concentracion y la integridad del ARN total
utilizando un espectrofotémetro y también en un ensayo con ARN 6000 Nano (Agilent technologies, Palo Alto, CA) y
la visualizacion de las bandas de ARNr a los 18s y a los 28s. El andlisis con Transferencia Northern se realizé como
se ha descrito anteriormente utilizando 15 pug de ARN de gran calidad por muestra y se estandarizé con 13-actina y
tincion de Bromuro de Etidio (EtBr). Para la qRT-PCR, se analizé 1 ug de ARN extraido mediante amplificacién del
ARNr para verificar la integridad del ARN. Después, se analizaron muestras de gran calidad para los niveles de Six1
ARNm utilizando el sistema de deteccion de secuencia ABI Prism” 7700 (Applied Biosystems, Foster City, CA) y los
cebadores especificos de Six1l y sondas TagMan (los cebadores y las sondas se detallan en la Figura 21). Se
generaron curvas estandar de Six1 ADNc y ARNr de control en cada experimento. Los resultados se describen
como fg Sixl/ng 18S ARNr. Los experimentos se repitieron por triplicado y se muestran experimentos
representativos.

Aislamiento de la proteina y transferencias Western. Para los lisados celulares totales, las muestras se lisaron con
hielo en un tampdén RIPA. Los extractos nucleares se realizaron mediante el procedimiento Digman. La
concentracion de proteinas se determind mediante el procedimiento Lowry. Se cargaron 30 ug de cada muestra de
proteina en un gel de poliacrilamida al 12% SDS y se transfirieron a PVDF. Las membranas se marcaron con
anticuerpos para Six1 y para Ciclina A 1 (BD Biosciences), y se normalizaron para la actina 13 (Sigma- Aldrich
Corporation).

Ensayos de proliferacion. Se sembraron 10.000 células/pocillos en placas de 6 pocillos. Las células se contaron con
tincién por exclusion con azul tripan los dias 1, 3y 5. Los recuentos se describieron como medias de los 3-6 pocillos.
Cada ensayo de crecimiento celular se repitié por lo menos una vez, por lo menos por triplicado. Para la evaluacién
del porcentaje de células en el ciclo celular que utiliza tincion Ki67 (Dako Corporation), se realizé inmunocitoquimica
en las secciones 5-8 um de bloques celulares de cultivos celulares embebidos en parafina y fijados con formalina.
Las secciones se desarrollaron utilizando el procedimiento ABC (Vector Laboratories) y la tinciéon se contrarresté con
hematoxilina. Se analizaron visualmente por un observador ciego tres campos/tiras de 160X seleccionados
aleatoriamente, y se cuantificé y analizo el porcentaje de células tefiidas.

Andlisis de crecimiento de tumores en ratones SCID: todos los experimentos que implicaban animales fueron
aprobados por el UCDHSC Animal Care Use Comittee. Se inyecté subcutdneamente a ratones hembra de la cepa
CB-17 SCID (Taconic) de 3-4 semanas de edad en ambos lados con 1 x 10’ células SKOV3 6 CaOV3 /lado. Se
observaron los ratones diariamente. Se registré el tiempo de desarrollo del tumor y los tumores se midieron
diariamente después de que aparecieran. Los ratones se sacrificaron antes de que los tumores alcanzaran un
diametro de 2 cms.

Deteccion de muerte celular apoptética. Se colocaron lineas celulares en portaobjetos con compartimentos por

duplicado en por lo menos dos experimentos por separado. Cuando las células alcanzaron una confluencia de 70%,
se fijaron con 40g/l de formaldehido tamponado en PBS al 4% durante 20 minutos y después se tifieron con Hoechst
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33258 (10mg/l). Después, se examinaron los portaobjetos utilizando un microscopio de fluorescencia. Se definieron
la células apoptoéticas en base a la morfologia condensada del nicleo.

Se contaron seis campos aleatorios por portaobjeto a un aumento de 100x por un observador ciego, y se registraron
las cantidades de células apoptéticas/nicleos totales.

Curvas dosis-respuesta para TRAIL e inhibicién de crecimiento mediado por el ligando Fas. Para los transfectantes
CaOV3 y SNU251, se sembraron 5.000 células en cada pocillo de una placa de 96 pocillos y se trataron con varias
concentraciones de recombinante soluble TRAIL de longitud total (rhTraill de R&O Biosystems, Ligando fas
(Alexis/Axxora), o Medio +OMSO durante 40 horas. Se evalud la viabilidad celular utilizando un ensayo MTS
(Promega). Para las células SKOV3 en las que Six1 se habia inhibido, se colocaron 1000 células/pocillo como antes
de las 48 después de la electroporacion. El resto del ensayo se realizé como se ha indicado para las células CaOV3
y SNU251. Se describen medias de seis pocillos y los experimentos se repitieron por lo menos una vez por
sextuplicado. Se muestran las curvas dosis-respuesta representativas.

Muestras de pacientes. Se obtuvieron muestras frescas de tejido bajo aprobacion del protocolo IRB inmediatamente
después de la evaluacion por un patélogo y se guardaron en un tampdén de estabilizacion de ARN (Qiagen, Valencia,
CA). Se realiz6 una estadificacion mediante uno o dos autores (KB o0 SD). Se mont6 una porcion de cada muestra en
un compuesto OCT, se congelé mediante inmersion en nitrégeno liquido y se guardd a una temperatura de -80°C y
otra porcion se fijo en formalina y se embebié en parafina. Se cortaron secciones de 5-8 ym y se verificaron
utilizando tinciéon de hematoxilina y eosina.

Analisis estadistico. Los resultados se compararon utilizando la prueba t de Student y ANOVA de un factor para las
variables distribuidas normalmente y X2, prueba Exacta de Fisher y prueba de Mann-Withney-U para las variables
no paramétricas. Los datos de supervivencia se analizaron utilizando el procedimiento Kaplan.Meier con analisis de
significancia a través de la prueba Long-rank. Se utilizé el software de andlisis de datos SPSS (SPSS, Inc., Chicago,
IL).

Resultados y descubrimientos

La Six1 se expresa en las lineas celulares epiteliales del carcinoma de ovario pero no en las células epiteliales de la
superficie del ovario. El gen de homeosecuencia de Six1 esta sobreexpresado en varios canceres, que incluyen
cancer de mama, rabdomiosarcomas, carcinoma hepatocelular y tumor de Wilm. En relacion a la presente invencién,
se ha encontrado que Six1 también esta sobreexpresada en el carcinoma de ovario. Se examiné la expresion de
Six1 en varias lineas celulares del carcinoma de ovario (OCC) y en células epiteliales normales de la superficie del
ovario (OSE). ElI ARNm de Six1, medido mediante analisis por Nothern blot (Figura 6) y RT-PCR cuantitativa (QRT-
PCR) (Figura 2), estd aumentado en OCC (CaOV3, SKOV3 y SNU251) en comparacién con OSE. La Figura 3
muestra que la expresion de la proteina Six1 sigue el mismo patron con niveles elevados observados en la linea
celular SKOV3.

Se ha descrito que las células SKOV3, que expresan niveles de Six1l mas elevados que las células CaOV3, son casi
3,5 veces mas resistentes a tratamiento con cisplatino que las células CaOV3, y también son mas resistentes a una
apoptosis mediada por TRAIL, lo que sugiere que son una linea de OCC mas agresiva. Se realizaron ensayos con
agar blando en tres lineas OCC (SKOV3, CaOV3, SNU251) para comparar su potencial tumorigénico. Tanto las
células CaOV3 como las células SKOV3 crecieron en agar blando mientras que las células SNU251 no formaron
colonias en agar blando (no se muestra). Por consiguiente, las células SNU251 son las menos tumorigénicas de las
tres lineas OCC. Se inyectaron diez millones de células tanto de las lineas celulares CaOV3 como de las SKOV3
subcutdneamente en ratones SCID para evaluar su potencial tumorigénico in vivo. Los tumores crecieron en 4/6
(66%) y 24/24 (100%) de los animales inyectados con células CaOV3 y SKOV3 respectivamente, con una latencia
media de 7 semanas para las células CaOV3 en comparacién con las 4 semanas para las células SKOV3. Estos
datos, conjuntamente con los informes que demuestran que las células SKOV3 muestran un aumento de la
resistencia tanto a la apoptosis mediada por TRAIL como a los agentes quimioterapéuticos, demuestran que el
aumento de la expresion de Six1 esta relacionado con el aumento del potencial tumorigénico en las células del
carcinoma de ovario.

La sobreexpresién de Six1 promueve un fenotipo proliferativo y antiapoptético en las células del carcinoma de
ovario. La Six1 estaba sobreexpresada tanto en las células CaOV3 como en las SNU251, ambas expresando Six1
enddégenamente pero con unos niveles significativamente mas bajos que en la linea celular SKOV3. Se generaron
transfectantes estables para Six1 y control CAT (cloranfenicol acetil transferasa) y se examinaron para ARNm de
Six1 y la proteina como se muestra en las Figuras 4, 5y 7. Se escogieron dos clones que sobreexpresaban Six1
estable y dos clones de control CAT de cada linea para unos analisis adicionales. Los niveles de sobreexpresion de
Six1 (fg/ng ARNr) alcanzados en los clones de CaOV3 y SNU 251 fueron inferiores o equivalentes al nivel de
expresion de Six1 enddgena en las células SKOV3 determinado mediante gRT-PCR (nivel de expresién medio en
clones de SNU 251-Six1= 262 fg/ng ARNr, clones de CaOV3-Six1= 395 fg/ng ARNr, SKOV3= 437 fg/ng ARNr). Por
consiguiente, el gen estaba sobreexpresado en los niveles fisioldgicos expresados en OCC agresivas.
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La Six1 promueve la proliferacion de las células precursoras en el desarrollo normal y contribuye a la proliferacion
celular del cancer de mama y rabdomiosarcoma. Se comparé el crecimiento de las células CaOV3-Six1 y SNU251-
Six1 con las células control CaOV3-CAT y SNU251-CAT. Las células que sobreexpresan Sil aumentaron en nimero
y a una velocidad superior a las células control CAT en ambos tipos de células (Figuras 8 y 11). Se midi6 el indice
proliferativo de los transfectantes CaOV3 utilizando la tincion Ki-67 para determinar si la sobreexpresiéon de Six 1
influye sobre la proliferacién en las células OCC per se de modo opuesto a una apoptosis que sencillamente es
decreciente. En los clones de CaOV3-Six1, el 56% * 16% de las células (media de dos clones) fueron positivas para
la tincién Ki-67, en comparacion con el 41% + 8% de las células CaOV3-CAT (media de dos clones); un aumento
que es estadisticamente significativo (p= 0,04) (Figura 9). De modo coherente con los resultados previos en las
células de cancer de mama en las que los aumentos en la proliferacion dependiente de Six1 estan mediados por la
ciclina A1, la sobreexpresion de Six1 en OCC condujo a una sobrerregulacion de la ciclina Al (Figura 10).

Los drganos en ratones con genes inactivados para Six1 han mostrado una disminucion de la proliferacion asi como
un aumento de la apoptosis, lo que sugiere que la proteina Six1 puede proporcionar ventajas tanto proliferativas
como de supervivencia. Sin embargo, no se ha establecido el papel de Six1 en la supervivencia de las células
cancerosas. La tincion de Hoechst para la condensacion de la cromatina nuclear revel6 por lo menos una
disminucion de 3 veces en la apoptosis basal en las células que sobreexpresaban Six1 en comparacion con los
controles CAT (Figura 12, p= 0,02), lo que sugirie que la sobreexpresion de Six1 en OCC hace aumentar la cantidad
neta de células mediante la disminucion de la apoptosis ademas de la estimulacion de la proliferacién.

La resistencia al TRAIL en lineas celulares que sobreexpresan Six1. Como muestra la Figura 13, la sobreexpresion
de Six1 en las células CaOV3 hace disminuir la sensibilidad a TRAIL desde una Clso ~ 3ng/ml TRAIL en los clones
de CaOV3-CAT a una Clsp ~ 11 ng/ml TRAIL en los clones de CaOV3-Six1. Se obtuvieron resultados similares en
las células SNU251 en las que Clsp fue - 7 ng/ml TRAIL en los clones de SNU251-CAT y -15 ng/ml en SNU251-Six1.
Por otra parte, la sobreexpresién de Six1 no confirié resistencia al ligando de Fas (FasL) (Figura 18).

La Six1 fue inhibida en las células SKOV3 utilizando ARNSsi que tiene como diana determinar si los niveles elevados
de Six1 en las células SKOV3 son responsables de la resistencia a la apoptosis mediada por TRAIL. Dos
constructos de ARNSsi en base a pSUPER que tienen como diana Six1 se transfectaron en las células SKOV3 (Six1
C y Six1 F). Ademas, se transfectd un constructo pSUPER que tiene como diana la luciferasa (Luc), que esta
implicado en la maquinaria del ARNSsi pero que no afecta a los niveles de Six1, en células SKOV3 como control. Ver
la Figura 19 para las secuencias diana de ARNm por los vectores pSUPER ARNs. Cuando se examiné después de
finalizar el ensayo TRAIL (5 dias después de la transfeccion), la proteina Six1 estaba ausente casi por completo en
las células SKOV3 transfectadas con el constructo pSUPER Six1 C; sin embargo, el constructo pSUPER Six1 F,
cuando tenia como diana Six1, fue ineficaz, lo que proporciona un segundo control para los efectos de expresion de
Six1 (Figura 14). La pSUPER Luc ARNSsi no tuvo ningun efecto sobre los niveles de Six1 (Figura 14). Las células
SKOV3 transfectadas con pSUPER Six1 C, en el que Six1 se habia inhibido eficazmente, fueron casi 100 veces mas
sensibles al TRAIL (Clso ~9 ng/ml TRAIL) en comparacién con las células SKOV3 transfectadas con pSUPER Six1 F,
gue no inhibian Six1, o con el control pSUPER luc (Clsgs tanto para Six1 F como para luc ~ 900 ng/ml TRAIL) (Figura
15). Por el contrario, Six1 inhibida en las células SKOV3 dio como resultado solo una ligera sensibilizacion (inferior a
2 veces) a FasL (Figura 20). Estos resultados demuestran que Six1 inhibe especial y significativamente la apoptosis
mediada por TRAIL.

La Six1 esta sobreexpresada en los carcinomas de ovario. El descubrimiento de que Six1 modula la respuesta de
las células del cancer de ovario para el TRAIL presenta implicaciones significativas tanto para el pronéstico del
cancer de ovario como para las intervenciones terapéuticas. Para determinar si la sobreexpresién de Six1 es
frecuente en los carcinomas de ovario, y si su expresién esta relacionada con la supervivencia al cancer, se aislé el
ARN de ovarios normales, cistoadenomas, carcinomas de ovario en estadios tempranos (estadio |) y avanzados
(estadios I, 11l y IV, todos metastaticos localmente o distantes) y se realizé una gRT-PCR para examinar los niveles
de Six1 ARNm. Utilizando un punto de corte de 100 fg Sixl/ng ARNr, 0/5 (0%) de ovarios posmenopausicos
normales, 1/17 (14%) cistoadenomas, 3/5 (60%) canceres en estadio temprano (estadio 1), y 13/19 (68%) canceres
metastaticos (estadios II-1V) mostraron que sobreexpresaban Six1 (Figura 16). Six1 ARNm esta elevada en los
tumores de ovario en el estadio temprano en comparacion con ovarios normales (expresion relativa media 140 + 53
fg/ng ARNr vs. 14 + 12 fg/ng ARNr, p= 0,06) y en tumores metastaticos en comparacién con tumores en estadio
temprano (expresion relativa media 369 + 129 vs. 140 + 53, P= 0,06). Los numeros adquieren significancia
estadistica cuando los tumores metastaticos se comparan con los ovarios normales (p= 0,003). Estos datos
demuestran que Six1 ARNm esta sobreexpresada en el carcinoma de ovario, y sugiere que la expresion de Six1
contribuye a un fenotipo mas maligno.

Experimentos adicionales para establecer la viabilidad. Se examinaron tres lineas celulares derivados de pacientes y
se ensayaron para observar si las diferencias en los niveles de Six1 ARm estaban relacionados con la respuesta al
TRAIL. Se aislaron las células de tumores de primarios pacientes y se mantuvieron en cultivo. Se midieron los
niveles de ARNm de Sixl mediante RT RT-PCR cuantitativo mostrando unos niveles de expresion variables y
después se trataron con concentraciones aumentadas de TRAIL y se ensay6 para la apoptosis. Dos lineas celulares
(pacientes numero 1y 2) expresaron unos niveles elevados de Six1 mediante gRt qRT.PCR y uno (paciente nimero
3) expres6 unos niveles bajos. (Ver Figura 22). Las células del paciente nimero 3 que expresaban niveles bajos de
Six1 ARNm eran notablemente mas sensibles a TRAIL en el ensayo de dosis dosis-respuesta.
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En otro experimento, se establecieron los tumores con lineas celulares diferentes y después se trataron los animales
durante cinco dias empezando el dia 0. Tres lineas celulares con Six1 bajo (lineas celulares 1, 2 y 3) mostraron una
regresion del tumor mientras que dos lineas celulares con Six1 elevada (lineas celulares 4 y 5) no mostraron
regresion en respuesta al tratamiento con TRAIL y siguieron creciendo. (Ver Figura 23). Por consiguiente, se puede
trabajar con las lineas celulares de tumor primario para probar su sensibilidad al TRAIL y otros agonistas y para
probar si los niveles de Six1 ARNm y los niveles de proteina estan relacionados con los efectos funcionales de la
sefial del receptor de TRAIL.

La relacion entre los niveles de Sixl ARNm en pacientes con cancer de ovario metastatico y la supervivencia se
determin6 para examinar si la sobreexpresién de Six1 puede contribuir a un fenotipo mas maligno. Apoyando una
funcién de Six1 en la progresién del tumor, los pacientes con cancer de ovario metastatico que expresaban niveles
elevados de Six1 (superior a 300 fg/ng 18s ARNr) mostraron una supervivencia media significativamente mas corta
en un seguimiento completo de 17 meses que los pacientes con cancer de ovario metastatico con niveles mas bajos
de sobreexpresién de Six1. De 6 pacientes con cancer de ovario con Six1 > 300 fg/ng ARNr, cuatro fallecieron con
una supervivencia media de 17 meses, uno vive y presenta la enfermedad y uno fallecié sin enfermedad después de
un seguimiento de 19 meses. Por el contrario, los 13 pacientes con cancer de ovario en estadio avanzado que
mostraban unos niveles de Six1 inferiores a 300 fg/ng ARNTr, estan todos vivos con un seguimiento medio de 16
meses y 9/13 no presentan la enfermedad. Los efectos en la supervivencia observados son independientes del
estadio, de la histologia, de la extensién de la extirpaciéon o de la sensibilidad a la quimioterapia. Por consiguiente,
niveles elevados de sobreexpresion de Six1 estan significativamente asociados con un resultado clinico pobre (p=
0,02) (Figura 17).

La descripcion anterior es un ejemplo de una forma de realizaciéon de la presente invencion. Se debe apreciar que la
descripcion anterior no pretende limitar: mas bien, las formas de realizacion descritas en la presente memoria tan
solo describen ejemplos de aplicaciones del objeto de la presente invencion.

1 GGTAGCAGCA TCCACCGGGC GGGAGGTCGG AGGCAGCAAG GCCTTAAAGG
CTACTGAGTG

61 - CGCCOGGLCOT TCCGTGTCCA GAACCTCLCC TACTCCTCCG CETTCTCTTC
CTTGGLCCGCC :

121 CACCGCCAAG TTCCGACTCC GGTTTTCGCC TTTGCAAAGC CTAAGGAGGA
GGTTAGGAAC

181 AGCCGLGCIC CCCTCCCTGC GGLCGLLGCC CCCTQCCTC COGCTCTOOT
CCCTGLLGCG

241 TGCGLCTGLG CCOGTGLEGCCC . CGGCAGGLGC CAGCCATGTC GATGCTGCCG
TCGTTTGGCT .

301 TTACGCAGGA GCAAGTGGLG TGCGTGTGLG AGGTTCTGCA GCAAGGCGGA
AACCTGGAGC .

361 GCCTGGGCAG GTTCCTGTGG TCACTGCCCG CCTGCGACCA CCTGCACAAG
AACGAGAGCG - .

421 TACTCAAGGC CAAGGCGGTG GTCGCLTTCC ACCGCGGCAA CTTCCGTGAG
CTCTACAAGA

481 TCCTGGAGAG CCACCAGTYC TCQUCTCACA ACCACCCCAA ACTGCAGCAA
CTGTGGLCTGA

541 AGGCGCATTA CGTGGAGGCC GAGAAGCTGC GCGGCCGACC © CCTGGGCGCC
GTGGGCAAAT

601 ATCGGGTGCG CCGAAAATTT CCACTGLCOC GCACCATCTO GGACGGCGAG
GAGACCAGCT

661 ACTGCTTCAA GGAGAAGTCG AGGGGTGTCC TGCGGGAGTG GTACGCGCAC
AATCCCTACC

721 CATCGCCGCG TGAGAAGCGG GAGCTGGCCG AGGCCACCGG CCTCACCACC
ACCCAGGTCA

781 GCAACTGGTT | TAAGAACCGG AGGCAAAGAG ACCGGGLCGC GGAGGCCAAG
GAAAGGGAGA .

B41 ACACCGAARA CAATAACTCC TCCTCLAACA AGCAGAACCA ACTCTCTCCT
CTGGAAGGGG .

9501 GCAAGCCGCT CATGFCCAGC TCAGAAGAGG AATTCTCACC TCCCCAAAGT
CCAGACCAGA

961 ACTCGGTCCT TCTGCTGCAG GGCAATATGG GCCACGLCAG GAGCTCAAAL
TATTCTCTCC : :

1021 CGGGCTTAAC AGCCTCGCAG CCCAGTCACG GCCTGCAGAC CCACCAGCAT
CAGCTLCAAG

1081 ACTCTCTGLT CGGLCCCCTC ACCTCCAGTC TGOTGGACTT GGGGTCCTAA
GTGGGGAGGG

1141 ACTGGGOCLT CGAAGGGATT CLTGGAGCAG CAACCACTGC AGCGACTAGS
GACACTTGTA :
1201 AATAGAAATC AGGAACATTT TTGCAGCTTG TTTCTGGAGT TGTTTGCGLA
TAAAGGAATG

1261 GTGGACTTTC ACAAATATCT TTTTAAAAAT CAAAACCAAL AGCGATCTCA
AGCTTAATCT .

1321 CCTCTTCTLCT CCAACTCTTT CCACTTTIGC ATTTTCCTTC CCAATGCAGA
GATCAGGG

1 MSMLPSFGFT QEQVACVCEV LQQGGNLERL GRFLWSLPAC . DHLHKNESVL
KAKAVVAFHR

6 GNFRELYKTL ESHQFSPHNH - PKLQQLWLKA HYVEAEKLRG RPLGAVGKYR
VRRKFPLPRT .

121 IWDGEETSYC FKEKSRGVLR EWYAHNPYPS PREKRELAEA TGLTTTQVSN
WFKNRRQRDR ) .

181 AAEAKERENT ENNNSSSNKQ NQLSPLEGGK PLMSSSEEEF SPPQSPDONS
VLLLQGNMGH

241 ARSSNYSLPG LTASQPSHGL QTHQHQLQDS LLGPLTSSLV DLGS
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar la intervencion terapéutica para el carcinoma de ovario que comprende que las
etapas que consisten en:

determinar si una muestra biol6gica de un sujeto que padece carcinoma de ovario presenta una sobreexpresion de
una proteina que resiste al ligando inductor de la apoptosis relacionado con el factor de la necrosis tumoral
(TRAIL), en el que la proteina que resiste el TRAIL es Six1;y

seleccionar un agente no TRAIL para la terapia que no presenta resistencia cruzada a la quimioterapia cuando la
muestra biolégica presenta una sobreexpresion de Six1, o

seleccionar un agente TRAIL para terapia si Six1 no esta sobreexpresada.
2. Procedimiento segln la reivindicacion 1 en el que la muestra biolégica es una muestra de un tumor.
3. Procedimiento segun la reivindicacion 2 en el que la muestra de un tumor es una muestra de un tumor de ovario.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 3 que es un procedimiento para determinar la intervencion terapéutica
para el carcinoma de ovario que comprende las etapas que consisten en:

determinar una cantidad de proteina Six1 o ARNm de Six1 expresada en una muestra de tumor de ovario;

determinar si la cantidad de proteina Six1 o ARNm de Six1 esta sobreexpresada en la muestra del tumor de ovario
en comparacion con un control; y

seleccionar un agente TRAIL para la terapia si Six1 no esta sobreexpresada.

5. Procedimiento para determinar el pronéstico de un sujeto con un carcinoma de ovario que comprende las etapas
que consisten en:

determinar la cantidad de proteina Six1 o ARN de Six1 expresada en una muestra de un tumor de ovario; y
formar un pronéstico basandose en la cantidad de proteina Six1 o ARN de Six1.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5 en el que la etapa de formacién del pronéstico comprende las etapas
que consisten en:

comparar la cantidad de proteina Six1 o ARN de Six1 expresada en la muestra del tumor de ovario con un control;
y

formar el pronéstico basandose en la cantidad de proteina Six1 o0 ARN de Six1 expresada en la muestra del tumor
de ovario en comparacion con el control.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 5 en el que la etapa de formacién del pronéstico basandose en la cantidad
de proteina Six1 o ARN de Six1 expresada en la muestra del tumor de ovario comprende la formacion de un
pronéstico de la mortalidad aumentada cuando los niveles de expresion de Six1 en el tumor de ovario son superiores
a 300 fg/ng ARNr.
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PORCENTAJE DE CONTROL DEL

CRECIMIENTO (X 100)

PORCENTAJE DE NUCLEOS CONDENSADOS
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CEBADOR / SONDA SECUENCIA (5'A 3)
SENTIDO CAC CTC CCC AAA GTC CAG AC
ANTISENTIDO CCT GGC GTG GCC CAT A
SONDA CGG TCC TTC TGC TGEC AGG GCA T
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