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COMPOSICIONES Y MÉTODOS RELACIONADOS CON LA VARIANTE 2 DE DENND1A Y SÍNDROME DE 
OVARIO POLIQUÍSTICO

DESCRIPCIÓN
5

Campo de la invención

La presente invención se refiere en general al síndrome de ovario poliquístico (SOPQ) y más específicamente a
composiciones y métodos para la detección y el diagnóstico de SOPQ.

10
Antecedentes de la invención

SOPQ es trastorno endocrino más común de las mujeres en edad de procrear, que afecta a aproximadamente el 6-
10% de las mujeres en esta población, y es una causa común de esterilidad. SOPQ tiene una incidencia similar 
entre los distintos grupos étnicos y raciales.15

SOPQ se caracteriza por rasgos que incluyen, pero no se limitan necesariamente a, acumulación anómala de
pequeños folículos dentro del ovario, oligomenorrea o amenorrea, acné, acantosis nigricans, alopecia androgénica, 
producción aumentada de andrógenos ováricos, esterilidad/aborto espontáneo en el primer trimestre, hirsutismo, 
hiperinsulinemia/resistencia a la insulina y obesidad. Los criterios clínicos para SOPQ incluyen hiperandrogenemia, 20
niveles aumentados de testosterona total y/o testosterona disponible, oligoovulación, ovarios poliquísticos y menos 
de seis reglas/año. Cuando se intenta diagnosticar SOPQ de manera definitiva, es necesario excluir otras causas de
estos síntomas (por ejemplo, tumores que secretan andrógenos, hiperplasia suprarrenal congénita, síndrome de 
Cushing).

25
Actualmente, el diagnóstico de SOPQ es complejo e implica frecuentemente someter a prueba los niveles
hormonales para descartar hiperplasia suprarrenal congénita de aparición tardía (HSCAT) o hiperplasia suprarrenal 
no clásica (HSNC), y síndrome de Cushing. Frecuentemente, las pruebas realizadas incluyen mediciones de
testosterona, sulfato de deshidroepiandrosterona (DHEAS), 17-hidroxiprogesterona, globulina de unión a hormonas 
sexuales (GUHS), niveles de prolactina, pruebas de función tiroidea y ecografía transvaginal para evaluar la 30
morfología de los ovarios. Por tanto, sigue habiendo desde hace mucho tiempo la necesidad de composiciones y
métodos mejorados que puedan usarse con relación al diagnóstico de SOPQ, para monitorizar intervenciones
terapéuticas/quirúrgicas, y para seleccionar pacientes para enfoques terapéuticos personalizados. La presente 
invención satisface estas y otras necesidades.

35
Sumario de la invención

La presente invención proporciona composiciones y métodos para realizar o para ayudar a realizar un diagnóstico de
SOPQ según las reivindicaciones. En general, el método comprende detectar y/o cuantificar el ARNm de la variante 
2 de DENND1A o la proteína de la variante 2 de DENND1A en una muestra obtenida o derivada de un sujeto.40

La invención es adecuada para someter a prueba muestras de cualquier individuo humano, incluyendo sujetos de 
sexo femenino y masculino de cualquier edad, independientemente del estado médico. Por tanto, en diversas
realizaciones, la invención proporciona un método in vitro que puede usarse para la determinación cómoda y rápida
de la presencia y/o cantidad de ARNm y/o la proteína de la variante 2 de DENND1A en una amplia variedad de45
muestras biológicas, del que se describen adicionalmente ejemplos no limitativos a continuación. Se espera que la 
invención proporcione un diagnóstico más temprano, más fácil y más definitivo de SOPQ que el que estaba 
disponible hasta ahora. En determinadas realizaciones, la invención permite someter a prueba cualquier muestra 
biológica, incluyendo pero sin limitarse a cualquier tejido o líquidos biológicos, de la que los ejemplos no limitativos 
incluyen sangre, orina, plasma, suero o líquido mucoso, incluyendo saliva. La invención incluye someter a prueba50
muestras que contienen exosomas, tales como una muestra de sangre, orina o saliva que contiene o se esperaría 
que contuviese exosomas. En determinadas realizaciones, la invención se realiza con una muestra que se obtiene 
de manera no invasiva del sujeto.

La detección del ARNm y/o la proteína de la variante 2 de DENND1A puede realizarse usando cualquier método. En55
diversas realizaciones, se detecta el ARNm usando un enfoque basado en la reacción en cadena de la polimerasa
(PCR), tal como PCR en tiempo real (RT-PCR). En enfoques alternativos, se detecta ARNm de la variante 2 de 
DENND1A mediante hibridación de una sonda marcada, mediante lo cual se detecta la sonda marcada hibridada. 
Como tal, el método es susceptible de realizarse como parte de un ensayo multiplexado, tal como en un chip o un 
microalineamiento. En realizaciones alternativas, se detecta la proteína de la variante 2 de DENND1A. La 60
detección/cuantificación de la proteína de la variante 2 de DENND1A puede realizarse usando, por ejemplo, 
cualquier mecanismo de detección de base inmunológica. En diversos enfoques, la detección de la proteína de la 
variante 2 de DENND1A se realiza usando anticuerpos o bien policlonales o bien monoclonales de modo que se 
detecta un complejo que comprende proteína de la variante 2 de DENND1A y los anticuerpos.

65
En otro aspecto, la invención proporciona un método in vitro para seleccionar un individuo como candidato para
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terapia para el SOPQ. Esto implica someter a prueba una muestra de un individuo para determinar el ARNm de la 
variante 2 de DENND1A y/o la proteína de la variante 2 de DENND1A, y de manera posterior a la 
detección/cuantificación del ARNm o la proteína de la variante 2 de DENND1A en la muestra, designar al individuo
como candidato para la terapia de SOPQ (o no designarlo así, si la muestra no contiene ARNm o proteína de la 
variante 2 de DENND1A, o contiene menos de cualquiera en comparación con una referencia). En determinadas 5
realizaciones, el método descrito en el presente documento puede implicar tratar al individuo para SOPQ de manera 
posterior a la detección/cuantificación del ARNm o la proteína de la variante 2 de DENND1A en una muestra del 
individuo.

La invención también proporciona un producto para su uso en la realización o la ayuda del diagnóstico de SOPQ. El 10
producto puede comprender reactivos, tales como sondas y/o cebadores, en el que al menos una de las sondas y/o
los cebadores pueden hibridarse específicamente con ARNm de la variante 2 de DENND1A. El producto puede 
contener adicionalmente un envase, y material impreso que indica que el producto ha de usarse para detectar
ARNm de la variante 2 de DENND1A como indicador de SOPQ. El material impreso puede incluir instrucciones en 
cuanto a cómo han de usarse los reactivos proporcionados como parte del producto para realizar o ayudar en el 15
diagnóstico de SOPQ.

Breve descripción de las figuras

Las figuras 1A y 1B proporcionan resúmenes gráficos de datos que demuestran conjuntamente que aumentan tanto 20
la producción de DHEA y la acumulación de ARNm de CYP17 tanto basales como estimuladas por AMPc en células 
de la teca con SOPQ propagadas en cultivo a largo plazo. La figura 1A muestra que aumentó significativamente la 
acumulación de ARNm de CYP17 en células de la teca con SOPQ en comparación con células de la teca normales
tratadas en condiciones basales y de estimulación por forskolina (*, P<0,05). La figura 1B muestra que aumentó 
significativamente la biosíntesis de DHEA en células de la teca con SOPQ en condiciones tanto basales como de 25
estimulación por forskolina (*, P<0,05).

La figura 2 proporciona una representación gráfica de los datos obtenidos del análisis de deleción del promotor de
CYP17A1 en células de la teca normales y con SOPQ y demuestra que aumenta la actividad del promotor de
CYP17A1 en células de la teca con SOPQ, en condiciones tanto basales como de estimulación por forskolina (*, 30
P<0,01), en comparación con células de la teca normales para constructos de promotor individuales. 

Las figuras 3A y 3B proporcionan representaciones gráficas de datos que demuestran que la acumulación de ARNm 
de la variante 2 de DENND1A es mayor en células de la teca con SOPQ en comparación con células de la teca 
normales. La figura 3A muestra que la variante 1 de DENND1A no se expresa de manera diferencial en células de la 35
teca normales y con SOPQ. En cambio, la acumulación de ARNm de la variante 2 de DENND1A aumentó 
significativamente en condiciones tanto basales (***, P<0,01) como de estimulación por forskolina (**, P<0,05) en
células de la teca con SOPQ, en comparación con células normales.

Las figuras 4A y 4B proporcionan representaciones gráficas de datos que demuestran que la acumulación de ARNm 40
de la variante 2 de DENND1A precede a la acumulación de ARNm de CYP17 en células de la teca normales y con 
SOPQ. Se examinaron los transcursos temporales de la acumulación de ARNm de la variante 2 de DENND1A
(figura 4A) y CYP17 (figura 4B) en células de la teca normales y con SOPQ tratadas en medio libre de suero durante
0, 4, 8, 16, 24 ó 48 h en presencia y ausencia de forskolina 20 M. Específicamente, tal como se muestra en la 
figura 4A, la acumulación de ARNm de DENND1A.V2 aumenta rápidamente entre 4-8 h y forma una meseta 45
alrededor de las 16-20 h en células con SOPQ (figura 4A). En cambio, la acumulación de ARNm de CYP17 aumenta 
en respuesta al tratamiento con forskolina a lo largo de 8-48 h, con un aumento de ∼2-3 veces del ARNm de CYP17 
estimulado por forskolina en células normales, y un aumento de ∼10-40 veces en células con SOPQ (figura 4B).

Las figuras 5A y 5B proporcionan una representación fotográfica del análisis de inmunotransferencia de tipo Western50
que demuestra que aumenta la expresión de la proteína de la variante 2 de DENND1A en células de la teca con 
SOPQ. La figura 5A representa un análisis de inmunotransferencia de tipo Western representativo que muestra un 
aumento de la variante 2 de DENND1A de 62 kD (DENND1A.V2) en células de la teca con SOPQ. La figura 5B 
muestra que la variante 2 de DENND1A de 62 kD estaba presente en el componente nuclear de células de la teca 
con SOPQ, pero no se detectó la variante 1 de DENND1A de 110 kD en extractos nucleares o de células completas 55
normales o con SOPQ. Estos datos demuestran que la proteína de la variante 2 de DENND1A está presente en el 
núcleo, y puede trasladarse desde la membrana celular en la que se cree que las proteínas DENND1A se asocian 
con clatrina hasta el núcleo para regular una variedad de funciones celulares en la célula de la teca del ovario.

Las figuras 6A, 6B, 6C y 6D proporcionan representaciones gráficas de datos que demuestran que la expresión de la 60
variante 2 de DENND1A en células de la teca normales da como resultado una producción elevada de andrógenos, 
una acumulación aumentada de ARNm de CYP17, y una regulación aumentada del promotor de CYP17A1. La figura 
6A muestra que todas las dosis de adenovirus para DENND1A.V2 aumentaron significativamente la producción de 
DHEA estimulada por forskolina en comparación con adenovirus Null (vacío) de control (*, P<0,05). La figura 6B 
muestra que la infección de células de la teca normales con 3,0 ufp de adenovirus que expresan DENND1A.V2 da 65
como resultado un aumento significativo de la biosíntesis de DHEA estimulada por forskolina en comparación con

E13793446
29-08-2017ES 2 638 944 T3

 



4

células infectadas por virus vacío (*, P<0,05). La figura 6C muestra que tanto 1,0 como 10 ufp de adenovirus para 
DENND1A.V2 aumentó significativamente la acumulación de ARNm de CYP17 en células normales, con y sin
estimulación por forskolina, en comparación con la infección con adenovirus Null (*, P<0,05). La figura 6D muestra
que el adenovirus para DENND1A.V2 aumenta la actividad del promotor de -770 CYP17A1 tanto basal (*, P<0,05)
como estimulada por forskolina (**, P< 0,01) en comparación con el adenovirus Null.5

Las figuras 7A, 7B y 7C proporcionan representaciones gráficas de datos que demuestran que el silenciamiento de
la variante 2 de DENND1A en células de la teca con SOPQ da como resultado una disminución de la regulación del 
promotor de CYP17A1, los niveles de ARNm de CYP17 y la biosíntesis de andrógenos. Tal como se muestra en la 
figura 7A, el plásmido de retrovirus de ARNhp1 y ARNhp2 de DENND1A.V2 inhibió significativamente la 10
acumulación de ARNm de CYP17 tanto basal (*, P <0,05) como estimulada por forskolina (*, P<0,01) en células de 
la teca con SOPQ. Tal como se muestra en la figura 7B, la cotransfección de -235/+44 del promotor de CYP17A1 
fusionado al gen de la luciferasa en un plásmido pGL3 con ARNhp1 y ARNhp2 de DENND1A.V2 dio como resultado 
una inhibición significativa de la actividad de indicador CYP17A1 dependiente de forskolina en células de la teca con 
SOPQ, en comparación con ARNhp reordenado (*, P<0,05). Para evaluar el efecto del silenciamiento de15
DENND1A.V2 sobre la biosíntesis de DHEA, se infectaron células de la teca con SOPQ con un lentivirus para 
DENND1A.V2 de ARNhp de silenciamiento o un lentivirus sin silenciamiento de control en presencia o ausencia de
forskolina durante 72 h. Tal como se muestra en la figura 7C, la infección con lentivirus para DENND1A.V2 de 
ARNhp de silenciamiento inhibió significativamente la biosíntesis de DHEA estimulada por forskolina (*, P<0,05).

20
Las figuras 8A y 8B proporcionan representaciones gráficas de datos que demuestran que DENND1A.V2 potencia 
los cambios dependientes de LH/hCG en la regulación del promotor de CYP17A1 y DHEA. Tal como se muestra en 
la figura 8A, DENND1A.V2 aumentó significativamente la biosíntesis de DHEA tanto basal como estimulada por 
LH/hCG (*, P<0,05). Tal como se muestra en la figura 8B, DENND1A.V2 aumentó significativamente la función del 
promotor de CYP17A1 estimulada por LH/hCG (*, P<0,05).25

La figura 9 proporciona una representación gráfica de datos que demuestran que aumenta el ARNm de la variante 2 
de DENND1A en exosomas de orina aislados de mujeres con SOPQ en comparación con exosomas de orina de 
mujeres normales. En particular, aumenta significativamente el ARNm de la variante 2 de DENND1A en exosomas 
de orina aislados de mujeres con SOPQ (*, P<0,01), en comparación con mujeres con ciclos normales.30

Descripción detallada de la invención

La presente invención proporciona composiciones y métodos que son útiles para, entre otros fines, el diagnóstico de
SOPQ o cualquier otro estado que se correlacione positivamente con la expresión del ARNm y/o la proteína de la 35
variante 2 de DENND1A, tal como se describe adicionalmente en el presente documento según las reivindicaciones.
La invención también es adecuada para determinar si un individuo es un candidato o no para la terapia de SOPQ, 
para el desarrollo de un régimen de tratamiento para un individuo al que se le ha diagnosticado SOPQ, y para
monitorizar la terapia de SOPQ.

40
El método in vitro comprende generalmente someter a prueba una muestra para determinar la presencia o ausencia
de ARNm o proteína de la variante 2 de DENND1A, o para comparar una cantidad de ARNm o proteína de la 
variante 2 de DENND1A con una referencia. En realizaciones de la invención, la determinación de la presencia de
ARNm o proteína de la variante 2 de DENND1A ayuda en los diagnósticos de un estado que se correlaciona
positivamente con la expresión de la variante 2 de DENND1A. En una realización, la determinación de la presencia45
de ARNm o proteína de la variante 2 de DENND1A se considera un diagnóstico de SOPQ.

La variante 1 de DENND1A y la variante 2 de DENND1A también se denominan “isoforma 1 de DENND1A” e
“isoforma 2 de DENND1A” respectivamente, y “DENND1A.V1” y “DENND1A.V2”, respectivamente.

50
La secuencia de ADNc de la variante 2 de DENND1A es: (SEQ ID NO:1):
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La secuencia de aminoácidos de la variante 2 de DENND1A es (SEQ ID NO:2):5

La secuencia de ADNc de la variante 1 de DENND1A es (SEQ ID NO:3):
10
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La secuencia de aminoácidos de la variante 1 de DENND1A es (SEQ ID NO:4):

5

Para cada secuencia de ADNc presentada en el presente documento, la invención incluye el equivalente de ARNm
del ADNc, lo que significa que la invención incluye cada secuencia de ADNc en la que cada T se reemplaza por U. 
En realizaciones, la determinación de los polinucleótidos que comprenden o que consisten en la secuencia de ADNc
o segmentos de la misma se considera que es lo mismo que la determinación del ARNm correspondiente.10

Los presentes experimentos indican que DENND1A.V2 es fundamental para la patogenia de SOPQ debido a su 
papel en el control de la señalización celular, haciendo que sea un potente biomarcador de la enfermedad. La 
presente invención incluye pero no se limita al hallazgo novedoso de que el ARNm y la proteína de la variante 2 de 
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DENND1A están aumentados en células de la teca de ovarios con SOPQ, así como en otros tejidos, incluyendo pero 
sin limitarse necesariamente a exosomas de orina. Por consiguiente, se demuestra en el presente documento que la 
variante 2 de DENND1A aumentada es una característica de SOPQ y puede usarse como marcador de diagnóstico
para SOPQ. Para fomentar la determinación de la relación entre la variante 2 de DENND1A y SOPQ, se presentan
datos que muestran que la presencia de la variante 2 de DENND1A da como resultado un aumento de la producción 5
de andrógenos ováricos, así como una expresión aumentada del gen CYP17A1, esta última debido a una 
transcripción aumentada dirigida por el promotor de CYP17A1. También se demuestra en el presente documento
que la transfección de células de la teca de los ovarios con la variante 2 de DENND1A da como resultado una 
fosforilación disminuida de LKB1 y ERK, que se asocian con la conversión de células normales a un fenotipo de
SOPQ. Por tanto, es probable que la variante 2 de DENND1A actúe como componente de señalización anterior que 10
puede afectar a acontecimientos de señalización posteriores, incluyendo pero sin limitarse necesariamente a actuar 
sobre las rutas de señalización de proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK) y de proteínas cinasas
activadas por LKB1/5’ adenosina monofosfato (AMPK). Se cree que esto da como resultado una producción 
aumentada de andrógenos que concuerda con lo observado en SOPQ. Los datos presentados en el presente 
documento también demuestran que el bloqueo dirigido de la variante 2 de DENND1A mediante la degradación de15
ARNm mediada por iARN puede inhibir los efectos perjudiciales de la variante 2 de DENND1A, al menos con 
respecto a su efecto sobre la expresión de CYP17A1, confirmando de ese modo adicionalmente su papel como 
marcador de diagnóstico, y que es probable que desempeñe un papel sustancial en la etiología de SOPQ. Estos 
resultados también implican a la variante 2 de DENND1A como diana para intervención terapéutica.

20
Aunque la presente invención es susceptible de someter a prueba una amplia variedad de muestras biológicas, los 
inventores han demostrado de forma notable que puede detectarse ARNm de la variante 2 de DENND1A en ARN 
exosómico de orina, y por tanto puede esperarse que pueda detectarse en cualquier otra muestra biológica, 
incluyendo pero sin limitarse a líquidos biológicos. Por consiguiente, en determinadas realizaciones, la invención
proporciona un enfoque no invasivo para detectar la variante 2 de DENND1A en muestras obtenidas de cualquier25
sujeto humano. Por tanto, la invención permite someter a prueba cualquier individuo, independientemente de la 
edad, el sexo, la salud general o el estado patológico. Esto es una preocupación particular cuando se considera el 
diagnóstico en adolescentes o niños en la pubertad en los que las pruebas no invasivas aportarían un gran valor. 
Por tanto, la invención incluye en diversos aspectos herramientas para su uso en un enfoque cómodo y rápido para 
determinar la presencia y/o cantidad de la variante 2 de DENND1A en una amplia variedad de muestras biológicas, 30
de las que se describen realizaciones ilustrativas más adelante. Se espera que estas herramientas faciliten un 
diagnóstico más temprano, más fácil y más definitivo de SOPQ que los enfoques disponibles previamente.

La muestra biológica sometida a prueba según la invención puede ser cualquier muestra biológica que contiene o se 
sospeche que contiene ácidos nucleicos y/o proteína. La muestra puede ser una muestra de tejido, o una muestra35
de un líquido biológico. Los ejemplos no limitativos de tejidos incluyen muestras obtenidas por medio de biopsia, tal 
como una biopsia de tejido ovárico, o una muestra de mucosa. La muestra puede ser una muestra que comprende
células de la teca. En otros ejemplos no limitativos, la muestra puede ser una muestra líquida tal como sangre, orina, 
plasma, suero o líquido mucoso, incluyendo saliva. En determinadas realizaciones, la muestra comprende
exosomas, tales como una muestra de sangre u orina que contiene o se esperaría que contuviese exosomas. En40
otras realizaciones, la muestra puede ser una muestra de tejido reproductor, o exudado tal como exudado ovárico o
tejido o exudado endometrial. En una realización preferida, la muestra es una que se obtiene de manera no invasiva
del sujeto, tal como una muestra que comprende orina, una muestra de mucosa o una muestra de líquido bucal, tal 
como saliva o esputo.

45
En determinados enfoques, la muestra se obtiene del sujeto y se usa directamente en la determinación de la 
presencia o ausencia o cantidad de la variante 2 de DENND1A. En otras realizaciones, la muestra biológica se 
obtiene y se somete a una etapa de procesamiento antes de usarse la muestra biológica en pruebas para detectar la 
variante 2 de DENND1A. En algunos ejemplos, la etapa de procesamiento puede llevarse a cabo para aislar, y/o
purificar y/o amplificar el ARNm de la variante 2 de DENND1A, o para aislar y/o purificar la proteína de la variante 2 50
de DENND1A.

En determinadas realizaciones, la invención es útil para someter a prueba una muestra de un sujeto humano de 
sexo femenino prepuberal o adolescente. En determinados ejemplos, el sujeto de sexo femenino puede tener tan 
sólo ocho años de edad. En determinadas realizaciones la muestra es de un sujeto humano de sexo femenino que55
tiene menos de ocho años de edad, tal como un lactante. En otras realizaciones, la invención es útil para someter a 
prueba una muestra obtenida de un sujeto humano de sexo masculino. A este respecto, se espera que la 
determinación de ARNm o proteína de la variante 2 de DENND1A en una muestra obtenida de un sujeto humano de 
sexo masculino será útil porque se sospecha que existe una implicación de la variante 2 de DENND1A en
determinados estados en sujetos humanos de sexo masculino, tales como trastornos metabólicos que comprenden60
estados que afectan al metabolismo de lípidos, incluyendo pero sin limitarse a hiperlipidemias y estados 
cardiovasculares relacionados con el metabolismo de lípidos. En una realización, el sujeto sometido a prueba según
la invención es un sujeto humano de sexo masculino que tiene una hermana a la que se le ha diagnosticado SOPQ.

Las técnicas adecuadas para determinar la presencia o ausencia o cuantificar ARNm de la variante 2 de DENND1A65
incluyen, pero no se limitan a, hibridación de sondas o cebadores dirigidos con ARNm de la variante 2 de 
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DENND1A, o usando diversas tecnologías en chip, alineamientos de polinucleótidos u oligonucleótidos, y
combinaciones de los mismos. Por tanto, en diversas realizaciones, pueden disponerse y/o fijarse sondas al ARNm 
de la variante 2 de DENND1A o un equivalente de ADN del mismo, sobre un soporte sólido.

Puede someterse a prueba directamente el ARNm de la variante 2 de DENND1A o puede amplificarse5
enzimáticamente in vitro mediante el uso, por ejemplo, de análisis por la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), 
PCR en tiempo real (RT-PCR), incluyendo PCR cuantitativa en tiempo real (QT-RT), o cualquier otro método de
amplificación in vitro. Para reacciones de amplificación, pueden diseñarse cebadores que se hibridan con ARNm de 
la variante 2 de DENND1A, y usarse para obtener productos de amplificación de ácido nucleico (es decir, 
amplicones). Los expertos en la técnica reconocerán cómo diseñar cebadores adecuados y realizar las reacciones 10
de amplificación y/o hibridación con el fin de llevar a cabo diversas realizaciones del método de la invención. En
general, los cebadores deben ser lo suficientemente largos como para ser útiles en reacciones de amplificación, y
generalmente los cebadores que tienen al menos 12 bases de longitud se consideran adecuados para tales fines, 
pero pueden usarse cebadores que tienen sólo 8 bases dependiendo de las condiciones de reacción. Los 
cebadores/sondas usados para detectar ARN de la variante 2 de DENND1A pueden comprender modificaciones, 15
tales como conjugarse con uno o más marcadores detectables, tales como fluoróforos en forma de un colorante 
indicador y/o un resto de extinción para su uso en reacciones tales como PCR en tiempo real (RT-PCR), que
permiten la cuantificación de ADN amplificado a partir de ARN, en el que la cuantificación puede realizarse a lo largo 
del tiempo de manera simultánea a la amplificación. En una realización, la reacción de amplificación comprende al 
menos una sonda de polinucleótido específica para ARNm de la variante 2 de DENND1A, en la que la sonda incluye20
un nucleótido terminal modificado para que incluya una etiqueta fluorescente, y el otro nucleótido terminal modificado 
para que comprenda un resto que extingue la fluorescencia de la etiqueta fluorescente. Por ejemplo, para su uso en
RT-PCR, puede diseñarse una sonda de este tipo de modo que se una con especificidad a una parte de la variante 2 
de DENNDA1 o su complemento que está entre y no se solapa con secuencias con las que se hibridan dos
cebadores para RT-PCR. Usando este diseño, se extinguirá la señal de la etiqueta fluorescente hasta que se 25
degrade la sonda mediante la actividad exonucleasa de la polimerasa durante la amplificación, punto en el que se 
separará el nucleótido fluorescente del resto de extinción y será detectable su señal.

Los expertos en la técnica reconocerán que aunque se proporcionan secuencias de cebadores particulares en el 
presente documento, pueden diseñarse otras secuencias de cebador para detectar el ARNm de la variante 2 de 30
DENND1A. En determinadas realizaciones, se usan al menos dos cebadores oligonucleotídicos sintéticos en una 
reacción de amplificación. Los cebadores en diferentes realizaciones pueden tener desde 8 hasta 100 nucleótidos de 
longitud, inclusive, e incluyendo todos los números enteros entremedias. Los cebadores son de longitud suficiente y
composición de nucleótidos para hibridarse específicamente en condiciones rigurosas con ARNm de la variante 2 de 
DENND1A, y con equivalentes de ADNc del mismo. En ejemplos no limitativos, un primer cebador sintético para su 35
uso en una reacción de amplificación comprende o consiste en una secuencia de polinucleótido que es idéntica a al 
menos 8 nucleótidos contiguos en la secuencia de ARNm de la variante 2, y un segundo cebador comprende o
consiste en una secuencia de polinucleótido que es complementaria a al menos 8 nucleótidos contiguos en la 
secuencia de ARNm de la variante 2. Cebadores de mayor longitud pueden tolerar un número determinado de
nucleótidos con apareamiento erróneo, lo que resultará evidente para el experto en la técnica, y vienen dictados por 40
parámetros tan bien conocidos como la temperatura de fusión y la rigurosidad. Los cebadores pueden diseñarse de 
tal manera que no tengan complementariedad entre sí. En una realización, los cebadores se diseñan para amplificar
el siguiente segmento de la secuencia de ARNm de la variante 2, que comprende una secuencia de 3’-ARNm de la 
variante 2 de DENND1A que es diferente de la secuencia de la variante 1 de ARNm de DENND1A. Este segmento 
en 3’ distinto incluye un codón de terminación y un desplazamiento del marco de lectura que da como resultado un45
ARNm más corto y una secuencia de 33 aminoácidos carboxi-terminal distinta en la variante 2 de DENND1A. El 
mensaje comprende un codón de terminación que acaba en el nt1913 y una secuencia no traducida que comienza 
en el nt1914. El ARNm de la variante 2 de DENND1A tiene una secuencia codificante de ARNm que es distinta de la 
variante 1 de DENND1A desde 1811-1913. La secuencia de la región en 3’ mostrada en el equivalente de ADNc del 
segmento de ARNm de la variante 2 de DENND1A, tal como se indica mediante las posiciones de nucleótido:50

En ejemplos no limitativos, el método implica detectar y/o cuantificar ARNm de la variante 2 de DENND1A
amplificando un segmento del ARNm, en el que los productos de amplificación comprenden SEQ ID NO:5, o un 55
segmento contiguo más corto de la misma, en el que el segmento contiguo puede excluir, por ejemplo, la cola de
poli-A. Por tanto, en una realización, el producto de amplificación puede comprender el marco de lectura abierto en 
3’ de la variante 2 de DENNDA1 distinta (ARNm o ADNc) entre e incluyendo los nucleótidos 1811-1913 y la 
secuencia 3’ UTR desde 1914-2132:
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o un segmento de SEQ ID NO:6 que tiene, por ejemplo, al menos 10 nucleótidos de longitud. Se mantiene la 
numeración de nucleótidos en esta secuencia a partir de la secuencia de ADNc de longitud completa presentada 5
anteriormente. En una realización, los productos de amplificación comprenden un producto que comprende al menos
18 nucleótidos contiguos de SEQ ID NO:6. En una realización, al menos 18 polinucleótidos contiguos están 
presentes en un producto de amplificación que tiene desde 24 hasta 200 pares de bases (pb), inclusive e incluyendo
todos los números enteros entremedias. En una realización, un producto de amplificación de este tipo tiene desde
80-100 pb. Dado el beneficio de la presente divulgación, los expertos en la técnica reconocerán que una sonda y/o10
cebador para su uso en la invención puede ser complementario o idéntico a un segmento contiguo de SEQ ID NO:6. 
En una realización, tal sonda o cebador tiene al menos 18 nucleótidos de longitud. En una realización, tal sonda o
cebador tiene desde 18 hasta 24 nucleótidos de longitud, inclusive, e incluyendo todos los dígitos entremedias. En
determinadas realizaciones, tal sonda o cebador es idéntico o complementario sólo a la parte de ARNm de la 
variante 2 de DENND1A que consiste en SEQ ID NO:6.15

Por consiguiente, la invención proporciona cebadores que pueden amplificar un polinucleótido que comprende o que 
consiste en SEQ ID Neo: o SEQ ID NO:6.

En realizaciones no limitativas, los cebadores que se usan para detectar y/o cuantificar ARNm de la variante 2 de 20
DENND1A son los siguientes: cebador directo (5’-GGGCTGACTTCGCAGTGTGT-3’ SEQ ID NO:7), cebador inverso
(5-ACAGTTCAGGTGATAAGCAGGAAA-3’ SEQ ID NO:8).

En una realización, puede medirse el ARNm de la variante 2 de DENND1A mediante la hibridación de una sonda 
marcada de manera detectable, y la detección de la señal del marcador detectable si la sonda se hibrida con el 25
ARNm, o su equivalente de ADNc. La sonda marcada de manera detectable puede tener la misma longitud y
composición de nucleótidos tal como se describió anteriormente para cebadores, o puede tener mayor longitud. Un
ejemplo no limitativo de una sonda que puede usarse en la detección/cuantificación de ARNm de la variante 2 de 
DENND1A tiene la secuencia: CCAAAGAGC/ZEN/CGG TGT CTGATAATCCCA, (SEQ ID NO:9) en la que “ZEN”
significa la ubicación de un resto de extinción secundario que aumenta la sensibilidad de RT-PCR. El resto “ZEN” se 30
muestra como en la sonda en una ubicación ilustrativa pero puede estar situado en otro lugar en la sonda, según se 
desee. Esta sonda puede usarse como agente para detectar ARNm de la variante 2 de DENND1A o ADNc mediante
hibridación con los mismos, o puede usarse, por ejemplo, como sonda marcada que emite una señal detectable que
se extingue durante un ensayo tal como RT-PCR.

35
En determinadas realizaciones, el método de la invención incluye separar ARNm de la variante 2 de DENND1A de la 
muestra biológica, y mezclar el ARNm separado de la variante 2 de DENND1A en un recipiente de reacción con
reactivos que no se producen de manera natural, incluyendo pero sin limitarse necesariamente a sondas y/o 
cebadores oligonucleotídicos sintéticos. Los reactivos adicionales que pueden añadirse a la mezcla de reacción
incluyen, pero no se limitan a, sales, tampones y similares, una ADN polimerasa recombinante procariota o de 40
bacteriófago, nucleótidos trifosfato libres, etc.

En determinadas realizaciones, someter a prueba una muestra biológica que comprende o que podría comprender
ARNm de la variante 2 de DENND1A incluye la amplificación del ARNm de la variante 2 de DENND1A usando una 
máquina, tal como a termociclador, que somete los ácidos nucleicos en la muestra a tandas sucesivas de 45
calentamiento (fusión) y enfriamiento para facilitar una amplificación basada en PCR del ARNm para dar su ADNc
relacionado, o un segmento del mismo. Por tanto, en determinadas realizaciones, la invención implica crear y/o
someter a prueba un ADNc o un segmento de un ADNc a partir de ARNm de la variante 2 de DENND1A.

En determinadas realizaciones, someter a ensayo la variante 2 de DENND1A se realiza directamente en células o50
tejidos, tal como mediante métodos inmunohistoquímicos o hibridaciones in situ.

En otras realizaciones, la proteína de la variante 2 de DENND1A puede detectarse usando cualquier técnica o
reactivo adecuado, y conllevará generalmente separar la proteína de la variante 2 de DENND1A de la muestra 
biológica y hacer reaccionar la proteína separada con al menos una pareja de unión de la variante 2 de DENND1A55
específica. Tales parejas de unión puede incluir, pero no se limitan necesariamente a, anticuerpos, ya sean
policlonales o monoclonales, y fragmentos de anticuerpo que pueden unirse específicamente a la proteína de la 
variante 2 de DENND1A, tales como fragmentos Fab, fragmentos Fab’, fragmentos F(ab’)2, fragmentos Fd, 
fragmentos Fv y fragmentos scFv. Otras parejas de unión de la variante 2 de DENND1A específicas pueden incluir
aptámeros, diacuerpos, o cualquier otro reactivo que pueda reconocer específicamente la proteína de la variante 2 60
de DENND1A. La detección de un complejo de una pareja de unión específica y la proteína de la variante 2 de 
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DENND1A puede realizarse usando cualquier técnica adecuada, incluyendo inmunotransferencia de tipo Western, y
otros métodos de inmunodetección, tales como ensayo de inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA), una prueba 
de flujo lateral, tal como una tira reactiva de orina o sangre, y similares.

En determinadas realizaciones, la invención incluye el uso de parejas de unión que pueden distinguir la proteína de 5
la variante 2 de DENND1A de la proteína de la variante 1 de DENND1A mediante la detección, por ejemplo, de
estas proteínas después de haberse separado unas de otras basándose en su tamaño y/o movilidad. En una
realización ilustrativa, se usó un anticuerpo monoclonal (AcM) adquirido de Aviva Systems Biology. El AcM es
específico para los extremos N-terminales de las variantes 1 y variante 2 de DENND1A, y por consiguiente puede 
reconocer cada una de estas proteínas, pero puede diferenciar entre ellas cuando se separan basándose en su 10
contenido de aminoácidos respectivo. En particular, la proteína de la variante 1 de DENND1A tiene un tamaño 
aproximado de 110 kD mientras que la proteína de la variante 2 de DENND1A tiene un tamaño aproximado de
62 kD. Por tanto, pueden distinguirse unas de otras usando un AcM en una variedad de métodos de 
inmunodetección, incluyendo pero sin limitarse necesariamente a inmunotransferencia de tipo Western.

15
En otras realizaciones, la invención puede detectar/cuantificar la proteína de la variante 2 de DENND1A usando una 
pareja de unión que se dirige a uno o más epítopos en su extremo C-terminal de 33 aminoácidos único. La
secuencia de 33 aminoácidos que es única entre las variantes 1 y 2 de DENND1A es: 
NTIATPATLHILQKSITHFAAKFPTRGW TSSSH (SEQ ID NO: 10). Se han empleado anticuerpos policlonales que se 
dirigen a un segmento de esta secuencia de aminoácidos C-terminal única de la variante 2 de DENND1A. 20
Específicamente, se usó el anticuerpo policlonal (de conejo) contra la variante 2 de DENND1A dirigido al siguiente
segmento de secuencia de 15 aminoácidos único: QKSITHFAAKFP TRGWTSSSH (SEQ ID NO:11). Se han utilizado 
estos anticuerpos policlonales para detectar la proteína de la variante 2 de DENND1A y se ha detectado la misma
proteína obtenida con el anticuerpo N-terminal descrito anteriormente. Se eligió el segmento de secuencia de 15 
aminoácidos basándose en un análisis de los solicitantes que predijo que era antigénico de forma óptima, y que no 25
era probable que diera como resultado una producción de anticuerpos que tuvieran reactividad cruzada no 
específica con otras proteínas.

Si se desea, la determinación de ARNm y/o proteína de la variante 2 de DENND1A puede compararse con una 
referencia. La referencia con la que pueden compararse los niveles de ARNm y/o proteína de la variante 2 del 30
individuo puede ser cualquier referencia adecuada, cuyos ejemplos incluyen, pero no se limitan a, muestras
obtenidas de individuos que no tienen el estado particular para el que se busca un diagnóstico, tal como SOPQ. 
Tales referencias pueden incluir controles correspondientes (es decir, correspondientes para la edad, el sexo, u 
otros datos demográficos), una(s) curva(s) normalizada(s), y/o controles diseñados experimentalmente tales como
ARN o proteína de entrada conocidos usados para normalizar datos experimentales para la determinación cualitativa 35
o cuantitativa de la variante 2 de DENND1A de la muestra para determinar la masa, molaridad, concentración y
similares. El nivel de la referencia también puede representarse gráficamente como un área en una gráfica. En
determinadas realizaciones, la determinación de ARNm y/o proteína de la variante 2 en una muestra en una
cantidad por encima de una referencia es un diagnóstico de SOPQ, o ayuda al médico en el diagnóstico de SOPQ. 
En determinadas realizaciones, la referencia son células de la teca normales, que se comparan con células de la 40
teca con SOPQ. En otra realización, la referencia es una muestra que contiene exosomas de un individuo que no 
tiene SOPQ.

En determinadas realizaciones, la determinación de un aumento del ARNm de la variante 2 de DENND1A de al 
menos 1,5 veces en una muestra en comparación con una referencia es un diagnóstico de SOPQ o ayuda en el 45
diagnóstico de SOPQ. En determinadas realizaciones, el aumento con relación a una referencia es de al menos 2,0, 
3,0 o 4,0 veces, inclusive, e incluyendo todos los dígitos entremedias, y hasta el primer decimal.

En un aspecto, la invención incluye determinar si un sujeto es un candidato o no para recibir un tratamiento 
profiláctico o terapéutico para un estado que se correlaciona positivamente con la expresión de la variante 2 de 50
DENND1A. En una realización, el estado es SOPQ. El método comprende generalmente someter a prueba una 
muestra del sujeto para determinar la presencia o ausencia o cantidad de la variante 2 de DENND1A. La presencia
de la variante 2 de DENND1A o de una cantidad de la variante 2 de DENND1A por encima de una referencia es
indicativa de que el individuo es un candidato para una intervención profiláctica o terapéutica para SOPQ. El método
puede comprender además tratar al individuo para SOPQ. El individuo puede tratarse con cualquier intervención55
para SOPQ, incluyendo pero sin limitarse a intervenciones quirúrgicas. Ejemplos no limitativos adicionales de
terapias incluyen inducción de ovulación con citrato de clomifeno o gonadotropinas para las mujeres que tratan de 
quedarse embarazadas o píldoras anticonceptivas orales para las mujeres que buscan un alivio sintomático para
manifestaciones de hiperandrogenemia. Puede usarse una pérdida de peso o fármacos como la metformina para 
tratar características metabólicas de SOPQ.60

En otro aspecto, la invención incluye monitorizar el tratamiento del paciente para un estado que se correlaciona 
positivamente con la expresión de la variante 2 de DENND1A. En una realización, el estado es SOPQ. El método
comprende opcionalmente someter a prueba una muestra del individuo para establecer la presencia y/o cantidad u
otro valor para la expresión de la variante 2 de DENND1A a nivel de ARNm y/o proteína, y por consiguiente65
proporciona un valor inicial de expresión de la variante 2 de DENND1A. Durante o de manera posterior al
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tratamiento, el método comprende obtener y someter a prueba una muestra del individuo para establecer la 
presencia y/o cantidad u otro valor para la expresión de la variante 2 de DENND1A a nivel de ARNm y/o proteína, y
por consiguiente proporciona un valor de tratamiento. El valor de tratamiento puede determinarse a lo largo de
múltiples puntos de tiempo. Se considera que una reducción del valor de tratamiento (es decir, una reducción del
ARNm o la proteína de la variante 2 de DENND1A) con relación al valor inicial, y/o una reducción a lo largo del 5
transcurso del tratamiento, es indicativa de que el tratamiento es eficaz. Si no hay un cambio para el valor de 
tratamiento con relación a un valor inicial o a valores de tratamiento a lo largo del tiempo, esto es indicativo de que el
tratamiento no es eficaz, y/o que debe considerarse un tratamiento alternativo.

En una realización, la invención proporciona un paquete o recipiente cerrado o sellado que contiene composiciones10
útiles para someter a prueba muestras biológicas para determinar el ARNm o la proteína de la variante 2 de 
DENND1A. Las composiciones pueden incluir cebadores o sondas tal como se han descrito adicionalmente en el 
presente documento, y pueden incluir reactivos usados para la hibridación de las sondas o los cebadores para la 
amplificación de ácidos nucleicos o para la detección directa de ácidos nucleicos, para la extracción y prueba de 
proteínas, y pueden incluir reactivos para el procesamiento de una muestra biológica, tal como para el 15
procesamiento de muestras biológicas líquidas que podrían contener ARNm o proteína de la variante 2 de 
DENND1A. En determinadas realizaciones, el paquete puede comprender uno o más viales, frascos cerrados o 
sellados, o cualquier otro recipiente o envase adecuado que comprende reactivos, y que se diseñan para la venta o
distribución, contención o uso de los reactivos. Además de los reactivos para detectar ARNm o proteína de la 
variante 2 de DENND1A, el paquete puede contener información impresa. La información impresa puede 20
proporcionarse en una etiqueta, o en un prospecto, o imprimirse en el propio material de acondicionamiento. La
información impresa puede incluir información que identifica el contenido del paquete, una indicación de qué 
marcador pretenden detectar los reactivos y/o con qué estado está relacionado el marcador, tal como SOPQ, e
instrucciones para el uso del contenido del paquete para las pruebas. En determinadas realizaciones, se considera 
que los paquetes son kits.25

En diversas realizaciones, la invención comprende fijar en un medio tangible el resultado obtenido mediante las 
pruebas para determinar el ARNm o la proteína de la variante 2 de DENND1A. El medio tangible puede ser cualquier
tipo de medio tangible, tal como cualquier tipo de medio digital, incluyendo pero sin limitarse a un DVD, un CD-ROM, 
un dispositivo portátil de memoria flash, o un informe impreso o digitalizado, etc., tal como una hoja de cálculo o un 30
documento de procesamiento de texto. La invención incluye proporcionar el medio tangible a un profesional sanitario 
para ayudar con el desarrollo de un diagnóstico y/o recomendación para el tratamiento del individuo y/o para
desarrollar un pronóstico para el individuo, tal como para tratar SOPQ. 

La siguiente descripción y ejemplos específicos se proporcionan para ilustrar la invención, pero no pretenden ser 35
limitativos en modo alguno. El ejemplo 10 proporciona una descripción ampliada de materiales y métodos usados 
para obtener los datos tal como se describe adicionalmente a continuación por medio de los ejemplos 1 a 9.

Ejemplo 1
40

Este ejemplo proporciona los datos obtenidos del análisis de la acumulación de ARNm de CYP17 y la biosíntesis de 
DHEA. Las figuras 1A y 1B proporcionan resúmenes gráficos de datos que demuestran que aumentan la 
acumulación de ARNm de CYP17 y la producción de DHEA tanto basales como estimuladas por AMPc en células de 
la teca con SOPQ propagadas en cultivo a largo plazo. La figura 1A muestra que se evaluó la abundancia de ARNm 
de CYP17 en células de la teca del cuarto pase que se aislaron de 5 mujeres independientes con ciclos normales y 5 45
mujeres independientes con SOPQ, que se hicieron crecer hasta subconfluencia y se transfirieron a medio libre de 
suero con vehículo, (condiciones de control) o forskolina 20 M (F). 16 h tras el tratamiento, se recogió el ARNm, y
se midió la acumulación de ARNm de CYP17 usando análisis por PCR cuantitativa en tiempo real. Se normalizan los 
valores de ARNm de CYP17 mediante ARNm de TBP y se presentan como abundancia relativa. Tal como se 
demuestra mediante los datos representados en la figura 1A, aumentó significativamente la acumulación de ARNm 50
de CYP17 en células de la teca con SOPQ en comparación con células de la teca normales tratadas en condiciones 
basales y de estimulación por forskolina (*, P<0,05). Para evaluar si aumenta la biosíntesis de andrógenos en
células de la teca aisladas de mujeres con SOPQ en comparación con mujeres con ciclos normales, se trataron 
células de la teca del cuarto pase aisladas de múltiples mujeres normales y con SOPQ en presencia o ausencia
(control) de forskolina 20 M (F). Tras 72 h de tratamiento, se recogieron los medios, se evaluó la producción de 55
DHEA mediante ELISA, y se normalizaron los datos con respecto al número de células. Se presentan los resultados
como la media  E.E.M. de los niveles de esteroides en cultivos de células de la teca por triplicado de 4 mujeres
independientes normales y con SOPQ. Tal como se muestra en la figura 1B, la biosíntesis de DHEA en células de la 
teca con SOPQ aumentó significativamente en condiciones tanto basales como de estimulación por forskolina (*, 
P<0,05).60

Ejemplo 2

Este ejemplo proporciona una descripción de los datos obtenidos del análisis de la actividad del promotor de
CYP17A1. Para comparar la regulación transcripcional del gen CYP17A1 en células de la teca normales y con 65
SOPQ, se transfectaron de manera transitoria células con constructos de pGL3 luciferasa que contenían -770, -235, 

E13793446
29-08-2017ES 2 638 944 T3

 



13

-188, -147 o de -61 a +44 pb de la secuencia flanqueante en 5’ del gen CYP17A1. Todos los constructos contienen
la caja TATA endógena y el sitio de iniciación de la transcripción. Se transfectaron de manera transitoria células de 
la teca del cuarto pase de mujeres con ciclos normales y con SOPQ con los constructos anteriores. Tras la
transfección, se cultivaron las células en medio de transfección solo o con forskolina (20 M) durante 24 h. Se 
presentan los datos como la actividad luciferasa (LUC) relativa que se normalizó con la actividad-galactosidasa, y5
representan la media  E.E.M. de experimentos independiente en 5 cultivos de células de la teca normales y 5 con 
SOPQ. Tal como se muestra en la figura 2, la actividad del promotor de CYP17A1 aumentó significativamente en
células de la teca con SOPQ, tanto en condiciones basales como de estimulación por forskolina (*, P<0,01), en 
comparación con células de la teca normales para constructos de promotor individuales.

10
Ejemplo 3

Este ejemplo proporciona datos y una descripción del análisis de la acumulación de ARNm de DENND1A en células 
normales y con SOPQ y su transcurso temporal. Los datos de este análisis se resumen en las figuras 3 y 4.

15
La figura 3A muestra que no se expresa ARNm de la variante 1 de DENND1A de manera diferencial en células de la 
teca normales y con SOPQ. Se cuantificó la acumulación de ARNm de la variante 1 y la variante 2 de DENND1A en
células de la teca del cuarto pase aisladas de 5 mujeres individuales normales y 5 mujeres individuales con SOPQ
que se hicieron crecer en cultivo hasta subconfluencia, luego se trataron con y sin forskolina 20 M, un activador de
la adenilato ciclasa durante 16 h en medio libre de suero. Tras el tratamiento, se recogió el ARN y se cuantificó la 20
abundancia de ARNm de la variante 1 (figura 3A) y la variante 2 (figura 3B) de DENND1A mediante análisis por PCR 
en tiempo real, y se normalizó usando la abundancia de ARNm de TBP. La comparación de la acumulación de 
ARNm de la variante 1 de DENND1A en células de la teca normales y con SOPQ no demostró diferencias 
estadísticas en la acumulación de ARNm de la variante 1 de DENND1A basal y estimulada por forskolina en células 
de la teca normales y con SOPQ (figura 3A). En cambio, la acumulación de ARNm de la variante 2 de DENND1A25
aumentó significativamente en condiciones tanto basales (***, P<0,01) como de estimulación por forskolina (**, 
P<0,05) en células de la teca con SOPQ, en comparación con células normales (figura 3B).

Las figuras 4A y 4B muestran que la acumulación de ARNm de la variante 2 de DENND1A precede a la acumulación 
de ARNm de CYP17 en células de la teca normales y con SOPQ. Se examinaron las transcursos temporales de la 30
acumulación de ARNm de la variante 2 de DENND1A (figura 4A) y CYP17 (figura 4B) en células de la teca normales 
o con SOPQ tratadas en medio libre de suero durante 0, 4, 8, 16, 24 ó 48 h en presencia y ausencia de forskolina 
20 M. Se midió la abundancia de ARNm de la variante 2 de DENND1A y CYP17 usando PCR cuantitativa en 
tiempo real y se normalizó mediante la abundancia de TBP. La acumulación de ARNm de DENND1A.V2 aumenta 
rápidamente entre las 4-8 h y forma una meseta alrededor de las 16-20 h en células con SOPQ (figura 4A). En35
células normales, se observa la misma tendencia, aunque es menos rápida y de magnitud inferior. De acuerdo con
los datos en la figura 3B, la acumulación de ARNm de DENND1A.V2 se eleva ∼2-3 veces en células con SOPQ en 
comparación con células normales. En cambio, la acumulación de ARNm de CYP17 aumenta en respuesta al 
tratamiento con forskolina a lo largo de las 8-48 h, con un aumento de ∼2-3 veces del ARNm de CYP17 estimulado 
por forskolina en células normales, y un aumento de ∼10-40 veces en células con SOPQ (figura 4B). Los datos 40
presentados en cada una de las figuras 4A y 4B se obtuvieron de 2 sujetos normales y 2 pacientes con SOPQ, que
son representativos de los datos recopilados de las células de la teca de 5 sujetos normales y 5 pacientes con 
SOPQ.

Ejemplo 445

Este ejemplo presenta una caracterización de las proteínas codificadas por las variantes 1 y 2 de DENND1A
mediante análisis de inmunotransferencia de tipo Western. Para evaluar la proteína DENND1A en células de la teca 
humanas, se realizó un análisis de inmunotransferencia de tipo Western en extractos nucleares y de células 
completas. Para comparar la expresión de proteína DENND1A en células de la teca normales y con SOPQ, se 50
realizó un análisis de inmunotransferencia de tipo Western con 35 g de extractos de células completas de células 
de la teca aisladas de múltiple sujetos normales y pacientes con SOPQ tratados con y sin forskolina 20 M durante
24 h. A partir de los resultados de estos experimentos, se esperaban bandas a aproximadamente 110 kD, 
correspondientes a la variante 1 de DENND1A, y a aproximadamente 62 kD correspondientes a la variante 2 de 
DENND1A. Tal como se muestra en la figura 5A, un análisis de inmunotransferencia de tipo Western representativo 55
demuestra un aumento de la variante 2 de DENND1A (DENND1A.V2) de 62 kD en células de la teca con SOPQ. En 
la figura 5B, la comparación de 25 g de extractos de células completas y extractos nucleares de células de la teca 
con SOPQ tratadas con y sin forskolina 20 M durante 24 h, mostró que la variante 2 de DENND1A de 62 kD estaba 
presente en el componente nuclear de células de la teca con SOPQ. No se detectó la variante 1 de DENND1A de 
110 kD en extractos nucleares o de células completas de sujetos normales o con SOPQ.60

Ejemplo 5

Este ejemplo describe los efectos de la expresión de la variante 2 de DENND1A sobre la acumulación de ARNm de 
CYP17 y DHEA.65
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Para examinar los efectos de la variante 2 de DENND1A sobre la biosíntesis de DHEA y la acumulación de ARNm 
de CYP17 se obtuvo un adenovirus que expresa DENND1A.V2 de Applied Biological Materials, Richmond, BC.

Se construyó el adenovirus para DENND1A.V2 (es decir, hDENND1A.V2-pADenoG) clonando DENND1A.V2 a partir 5
del plásmido pCMV6-XL4 que codifica para la variante 2 de DENND1A en pADenoG, de Origene, Rockville, MD. 
También se obtuvo un adenovirus de control o Null (adenovirus Null-pAdenoG, de Applied Biological Materials. 
Richmond, BC.

En estos experimentos, se infectaron placas de 6 pocillos de células de la teca normales del cuarto pase con 0,3, 10
1,0, 3,0 y 10 ufp/célula de cualquier adenovirus vacío (Null) o que exprese DENND1A.V2, se trataron con o sin
forskolina 20 M en medio libre de suero. Tras 72 h de tratamiento, se cuantificó DHEA en los medios. Tal como se 
muestra en la figura 6A, la infección con todas las dosis de adenovirus para DENND1A.V2 aumentó 
significativamente la producción de DHEA estimulada por forskolina (*, P<0,05) en comparación con el adenovirus 
Null de control (figura 6A). La infección posterior de células de la teca normales con 3,0 ufp de adenovirus que 15
expresa DENND1A.V2 mostró un aumento significativo en la biosíntesis de DHEA estimulada por forskolina (*, 
P<0,05) en comparación con células infectadas con adenovirus Null (figura 6B). Para examinar los efectos de la 
expresión de DENND1A.V2 sobre la acumulación de ARNm de CYP17, se infectaron cultivos de 100 mm de células 
de la teca normales del cuarto pase con 1,0 ufp/célula de adenovirus para DENND1A.V2, o adenovirus Null, y se 
trataron con o sin forskolina 20 M durante 16 h. Tras el tratamiento, se recogió el ARN, y se cuantificó la 20
abundancia de ARNm de CYP17 usando un protocolo de QRT-PCR Brilliant III Ultra Fast de una sola etapa y se 
normalizó mediante la abundancia de TBP. Tal como se muestra en la figura 6C, 10 ufp de adenovirus para 
DENND1A.V2 aumenta significativamente la acumulación de ARNm de CYP17 en células normales, con y sin
estimulación por forskolina (*, P<0,05), en comparación con la infección con adenovirus Null.

25
Ejemplo 6

Este ejemplo proporciona una descripción de los efectos de la expresión de la variante 2 de DENND1A sobre la 
regulación del promotor de CYP17A1.

30
Para examinar los efectos de la variante 2 de DENND1A sobre la transcripción génica de CYP17A1, se transfectaron 
células de la teca con constructos del gen indicador CYP17A1 que contenían -770/+44 de las regiones flanqueantes 
en 5’ del gen CYP17A1 humano fusionado a la luciferasa. Se construyó este constructo subclonando el fragmento
770/+44 (KpnI/NaeI) de la secuencia flanqueante en 5’ de CYP17A1 en el vector básico pGL3 de luciferasa
(Promega Corp, Madison, WI).35

En estos experimentos, se transfectaron células de la teca normales del cuarto pase en placas de 6 pocillos usando
fosfato de calcio en un incubador con el 3% de CO2, el 95% de aire ambiental a 37ºC. La reacción de transfección
contenía 2 g/pocillo de plásmido de luciferasa promotor, y 100 ng/pocillo de plásmido, que expresa -galactosidasa
(usado para la normalización de la eficacia de transfección entre réplicas y experimentos de transfección). Una hora40
tras la transfección, se sometieron las células a choque con glicerol en glicerol al 15% y se infectaron con el
adenovirus para DENND1A.V2 (hDENND1A.V2-pADenoG) o Null-pAdenoG. hDENND1A.V2-pADenoG se pidió de 
manera personalizada a Applied Biological Materials, BC. Una hora después de eso, se trataron las células con
medio libre de suero con y sin forskolina 20 M, un activador de la adenilato ciclasa. 24 h después de eso, se 
retiraron los medios y se congelaron las células, se resuspendieron en tampón de lisis de indicador (Promega, 45
Madison, WI.), y se determinó la actividad luciferasa utilizando el sistema de ensayo de luciferasa (Promega, 
Madison, WI.) en un luminómetro Sirius (Zylux Corp., TN). Se determinó la actividad -Gal usando un sistema 
Galacto-Light Plus (Applied Biosystems, Grand Island, NY). Se realizaron transfecciones por triplicado, se 
normalizaron usando -galactosidasa, y se calculó  E.E.M. Los resultados de los experimentos mostrados en la 
figura 6D demuestran que la expresión de la variante 2 de DENND1A estimuló significativamente la función del 50
promotor de CYP17A1 tanto de manera basal (*, P<0,05) y como con estimulación por forskolina (*, P<0,01) en
células de la teca, en comparación con el plásmido de control. Se cree que estos son los primeros datos que 
sugieren que la variante 2 de DENND1A tiene la capacidad de aumentar la expresión génica de CYP17A1 en células 
de la teca humanas.

55
Ejemplo 7

Este ejemplo proporciona una descripción de los efectos de plásmidos de retrovirus de ARNhp1 y ARNhp2 de la 
variante 2 de DENND1A sobre la regulación del promotor de CYP17A1 y el ARNm de CYP17, así como los efectos
de partículas de lentivirus de ARNhp de la variante 2 de DENND1A sobre la biosíntesis de DHEA. Para investigar si 60
una reducción de la expresión de DENND1A.V2 reduce el ARNm de CYP17 elevado en células de la teca con 
SOPQ, se transfectaron plásmidos de retrovirus de ARNhp de DENND1A.V2 de silenciamiento en células de la teca 
con SOPQ y se evaluó el mensaje de CYP17. Se transfectaron células de la teca con SOPQ con plásmidos 
retrovirales de ARNhp de DENND1A.V2 y plásmidos de control de Origene, en plásmidos de retrovirus pRSV 
(HUSH). Se dirigió el plásmido de ARNhp1 retroviral de DENND1A a la secuencia de DENND1A.V2 5’-65
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CGACGAGAGGCTGGACCTCTTAC-3.’ (SEQ ID NO:12). Se dirigió el plásmido de retrovirus de ARNhp2 de 
DENND1A.V2 a 5’-CCTCTTCATCACATTGACTTACG-3’ (SEQ ID NO:13). En resumen, en estos experimentos se 
transfectaron células de la teca del cuarto pase en placas de 100 mm con reactivo de transfección Genejuice
(Novagen, Madison, WI) y 4 g/placa de vector de expresión vacío o 4 g/placa de plásmidos reorganizados de 
pRSV o específicos para la variante 2 de DENND1A, es decir, pSV-shRNA1 o pRSV-shRNA2 en medio Optimen en5
un incubador con el 3% de CO2, el 95% de aire ambiental a 37ºC. Tras 6 h de transfección, se enjuagaron las 
células con PBS, y se trataron en medio libre de suero con y sin forskolina 20 M, un activador de la adenilato 
ciclasa. 24 h después de eso, se retiraron los medios y se congelaron las células, se recogió el ARN total, y se 
cuantificó la abundancia de ARNm de TBP y CYP17 usando un protocolo de QRT-PCR Brilliant III Ultra Fast de una 
sola etapa. Tal como se muestra en la figura 7A, ARNhp1 y ARNhp2 de DENND1A.V2 inhibieron significativamente10
la acumulación de ARNm de CYP17 tanto basal (*, P<0,05) como estimulada por forskolina (*, P<0,01) en células de 
la teca con SOPQ.

Se realizaron estudios para evaluar si los ARNhp de silenciamiento específicos para DENND1A.V2 podrían reducir 
la actividad del promotor de CYP17A1. Para examinar los efectos del silenciamiento de ARNm de la variante 2 de 15
DENND1A sobre la transcripción de CYP17A1, se transfectaron células de la teca con SOPQ con constructos del 
gen indicador CYP17A1 que contenían -235/+44 de las regiones flanqueantes en 5’ del gen CYP17A1 humano 
fusionado a la luciferasa. Se produjo este constructo subclonando el fragmento de -235/+44 (SacI/NaeI) de la 
secuencia flanqueante en 5’ del promotor de CYP17A1 en el vector básico pGL3 de luciferasa usando pGL3 
(Promega Corp., Madison, WI). En estos experimentos, se transfectaron células de la teca del cuarto pase con20
reactivo de transfección Genejuice (Novagen, Madison, WI) en medio Optimem en placas de 12 pocillos en un 
incubador con el 3% de CO2, el 95% de aire ambiental a 37ºC. La reacción de transfección contenía 250 ng/pocillo
de plásmido de luciferasa promotor, y 2,5 ng/pocillo de plásmido pRL, que expresa renilla (usada para la 
normalización de la eficacia de transfección entre réplicas y experimentos de transfección). También se añadió el 
vector de expresión pRV reorganizado o plásmido que codifica para pRV-shRNA1 o pRV-shRNA2 de la variante 2 25
de DENND1A, de Origene, Rockville, MD a la reacción de transfección a 1 g/pocillo. Tras 6 h de transfección, se 
enjuagaron las células con PBS, y se trataron en medio libre de suero con y sin forskolina 20 M como activador de
la adenilato ciclasa. 24 h después de eso, se retiraron los medios y se congelaron las células, se resuspendieron en
tampón de lisis de indicador (Promega, Madison, WI), y se determinó la actividad luciferasa utilizando el sistema dual 
de ensayo de luciferasa (Promega, Madison, WI) en un luminómetro Sirius (Zylux Corp., TN). Se realizaron 30
transfecciones por triplicado, se normalizaron usando renilla, y se calculó  E.E.M.

Estos experimentos mostraron que la cotransfección de células de la teca con SOPQ con plásmido de retrovirus de 
ARNhp1 o ARNhp2 de DENND1A.V2 dio como resultado una inhibición significativa de la actividad indicadora de 
CYP17A1 estimulada por forskolina (*, P<0,05), en comparación con ARNhp reordenado (figura 7B). Los resultados35
de estos experimentos muestran que la transfección de ARNhp1 y ARNhp2 de la variante 2 de DENND1A inhiben la 
actividad indicadora de CYP17A1 tanto basal como dependiente de AMPc en células de la teca con SOPQ, en 
comparación con ARNhp reorganizado. Estos datos demuestran que la variante 2 de DENND1A confiere activación
transcripcional aumentada de la expresión génica de CYP17A1 en células de la teca con SOPQ.

40
Para evaluar el efecto del silenciamiento de DENND1A.V2 sobre la biosíntesis de DHEA, se infectaron células de la 
teca con SOPQ con un lentivirus para DENND1A.V2 de ARNhp de silenciamiento o un lentivirus sin silenciamiento 
de control en presencia o ausencia de forskolina durante 72 h tal como se detalló anteriormente y con las siguientes
modificaciones. Se utilizaron partículas de ARNhp de DENND1A.V2 GIPZ de Thermo/Dharmacon personalizadas. 
Este lentivirus de ARNhp se dirige al equivalente de ARNm de la secuencia de DENND1A.V2 5’-45
CTCTTCATCACATTGACTT-3’ (SEQ ID NO:14). Se infectaron placas de cultivo tisular de 100 mm de células de la 
teca con SOPQ confluentes al 50% con 300.000 partículas de lentivirus para DENND1A.V2 de ARNhp de 
silenciamiento o un lentivirus sin silenciamiento de control en medio libre de suero con Polybrene 5 g/ml en medio 
libre de suero. Seis horas después de eso, se retiró la mezcla de lentivirus, se transfirieron las células a medio libre 
de suero en presencia o ausencia de forskolina durante 72 h. Tal como se muestra en la figura 7C, la infección con50
lentivirus para DENND1A.V2 de ARNhp de silenciamiento inhibió significativamente la biosíntesis de DHEA 
estimulada por forskolina (*, P<0,05). Estos datos combinados respaldan que el silenciamiento de ARNm de la 
expresión de la variante 2 de DENND1A usando la metodología de ARNhp/ARNip da como resultado el aumento de 
la inhibición de la expresión génica de CYP17A1, la biosíntesis de andrógenos y ARNm de CYP17 en células de la 
teca con SOPQ.55

Ejemplo 8

El ejemplo demuestra los efectos de la variante 2 de DENND1A sobre cambios dependientes de LH/hCG en la 
actividad del promotor de CYP17A1 y DHEA. Se resumen los datos en las figuras 8A y 8B. En resumen, para 60
examinar si DENND1A.V2 afecta a la biosíntesis de DHEA dependiente de LH/hCG, se infectaron células de la teca 
normales con 3 ufp/célula de adenovirus Null o para DENND1A.V2, y se trataron con y sin hCG 1,0 UI/ml durante
72 h. Tal como se muestra en la figura 8A, hCG no tuvo ningún efecto significativo sobre la biosíntesis de DHEA en
células tratadas con adenovirus Null. En cambio, DENND1A.V2 aumentó significativamente la biosíntesis de DHEA
(*, P<0,05) con respecto a las células de control infectadas con adenovirus Null. La infección con DENND1A.V2 65
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también potenció significativamente la biosíntesis de DHEA estimulada por hCG (*, P<0,05) (figura 8A). Para 
examinar si DENND1A.V2 afecta a la expresión de CYP17A1 dependiente de LH/hCG, se transfectaron células de la 
teca normales con el constructo de -770 CYP17A1-luciferasa, luego se infectaron con 3 ufp/célula de adenovirus Null 
o para DENND1A.V2. Se incluyó el adenovirus que expresa LHCGR (1,0 ufp/célula) en la infección para garantizar
que no era un factor limitante el receptor de LH. Tras la transfección/infección, se trataron las células con y sin hCG 5
1,0 UI/ml durante 48 h. Tal como se muestra en la figura 8B, la función del promotor de CYP17A1 estimulada por
hCG aumenta en células infectadas con DENND1A.V2.

Ejemplo 9
10

El ejemplo demuestra que la invención es adecuada para detectar la variante 2 de DENND1A en orina. Con el fin de
establecer esto, se comparó la abundancia de ARNm de la variante 2 de DENND1A en ARN exosómico aislado de
orina de mujeres con ciclos normales y con SOPQ. Se obtuvieron muestras de orina al mediodía de ambas
poblaciones de mujeres, y se centrifugaron en serie a 300 g a 4ºC durante 10 minutos, 2000 g a 4ºC durante
10 minutos y 12.000 g a 4ºC durante 30 minutos. Entonces se extrajo el ARN exosómico del sobrenadante usando15
un protocolo modificado para el aislamiento de ARN de exosomas de orina, de Norgen, (Thorold, CAN). Entonces se 
cuantificó la abundancia de ARNm de la variante 2 de DENND1A usando PCR en tiempo real y se normalizó usando
la abundancia de ARNm de 5S. Tal como se muestra en la figura 9, el ARNm de la variante 2 de DENND1A
aumenta significativamente en exosomas de orina aislados de mujeres con SOPQ (*, P<0,01), en comparación con
mujeres con ciclos normales. Por tanto, se ha determinado que puede detectarse la variante 2 de DENND1A en20
orina, y si se desea, puede compararse con una referencia para establecer una correlación positiva de la variante 2 
de DENND1A en orina con SOPQ.

Ejemplo 10
25

Este ejemplo proporciona una descripción de materiales y métodos usados para llevar a cabo los experimentos 
descritos en los ejemplos anteriores.

Aislamiento y propagación de células de la teca. Con respecto al aislamiento y propagación de células de la teca
para su uso en los ejemplos descritos a continuación, para todos los experimentos en los que se obtuvieron datos de30
células de la teca normales y con SOPQ altamente caracterizadas, se usó tejido ovárico humano aislado de folículos 
individuales de mujeres con ciclos normales y con SOPQ que se han aislado, depositado en bancos, hecho crecer y 
sometido a pases en cultivo a largo plazo. Se obtuvo tejido de la capa interna de la teca humano de folículos de
mujeres que se sometieron a histerectomía, tras obtener el consentimiento informado según un protocolo de IRB
aprobado por la Junta de Revisión Institucional de la Facultad de Medicina de la Universidad Estatal de Pensilvania. 35
Se disecaron los folículos individuales del estroma ovárico, y se dispersaron con colagenasa I al 0,05%, colagenasa 
IA al 0,05% y desoxirribonucleasa al 0,01%, en medio que contenía suero bovino fetal (FBS) al 10%, con
antibióticos. Se seleccionaron por tamaño los folículos aislados para diámetros que oscilaban entre 3-5 mm de modo 
que pudieran compararse células de la teca derivadas de folículos de tamaño similar de sujetos normales y con 
SOPQ. Se cultivaron las células de la teca en placas recubiertas con fibronectina utilizando el medio de crecimiento 40
descrito previamente (mezcla 1:1 de medio de Eagle modificado por Dulbecco (DME) y F-12 de Ham que contenía 
FBS al 5%, suero equino (HS, horse serum) al 5%, UltroSer G al 2%, insulina 20 nM, selenio 20 nM, vitamina E 1 M 
y antibióticos). Se obtuvieron los sueros y factores de crecimiento de las siguientes fuentes: FBS y DME/F12 (Irvine 
Scientific, Irvine, CA): suero equino (Life Technologies, Grand Island, NY); UltroSer G (Reactifs IBF, Villeneuve-la-
Garenne, Francia): se adquirieron los demás compuestos de Sigma (St. Louis, MO). Se hicieron crecer las células45
en tensión de oxígeno reducida (el 5% de O2, el 90% de N2 y el 5% de CO2) y se les facilitaron antioxidantes 
complementarios (vitamina E y selenio) para impedir el daño oxidativo.

Se realizaron experimentos que compararon teca con SOPQ y normal utilizando células de la teca de cuarto pase
(31-38 duplicaciones de población) aisladas de folículos de tamaño correspondiente obtenidos de sujetos de edad 50
correspondiente. El uso de las células de cuarto pase permitió realizar múltiples experimentos de la misma población 
de pacientes, y se propagaron a partir de reservas congeladas de células del segundo pase en los medios descritos 
anteriormente. Para todos los estudios, se examinaron los cultivos de células de la teca obtenidos de numerosos 
pacientes independientes, para confirmación. Las condiciones de los pases y las razones de fraccionamiento para 
todas las células normales y con SOPQ fueron idénticas.55

El tejido ovárico con SOPQ y normal provenía de mujeres de edad correspondiente, con 38-40 años de edad. Se 
realizó el diagnóstico de SOPQ según directrices de consenso de NIH, que incluyen hiperandrogenemia, 
oligoovulación, ovarios poliquísticos, y la exclusión de la deficiencia en 21-hidroxilasa, el síndrome de Cushing y la 
hiperprolactinemia. Todas las preparaciones de células de la teca con SOPQ estudiadas provenían de ovarios de60
mujeres con menos de seis menstruaciones al año y niveles elevados en suero de testosterona total o testosterona
biodisponible. Cada uno de los ovarios con SOPQ contenía múltiples folículos subcorticales de menos de 10 mm de
diámetro. Las preparaciones de células de la teca de control (normales) provenían de ovarios de mujeres fértiles con
historias de menstruaciones normales, ciclos menstruales de 21-35 días, y sin signos clínicos de hiperandrogenismo. 
Ni los sujetos con SOPQ ni los normales estaban recibiendo medicaciones hormonales en el momento de la cirugía.65
Las indicaciones para la cirugía fueron metrorragia funcional, cáncer de endometrio y/o dolor pélvico.
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Cuantificación de ARNm de la variante 1 de DENND1A, la variante 2 de DENND1A y CYP17. Para aquellos datos 
presentados a continuación en los que se cuantifica ARNm, se usaron los siguientes materiales y métodos.

Se determinó la abundancia de ARN de la variante 1 de DENND1A, la variante 2 de DENND1A, CYP17, proteína de 5
unión a caja TATA (TBP) y ARN ribosómico de 5S mediante PCR cuantitativa en tiempo real utilizando la mezcla 
maestra de QRT-PCR Brilliant III Ultra Fast de una sola etapa (Agilent) usando 100 g de ARN total/tubo, se 
determinó la concentración final de cada cebador directo e inverso usando las especificaciones del fabricante. Se 
proporcionan a continuación en detalle las secuencias de cebador y sonda específicas usadas.

10
El conjunto de cebador y sonda para ARNm específico de la variante 2 de DENND1A usado era específico para la 
secuencia de 3’UTR de DENND1A, de la que se presenta la secuencia completa en el presente documento 
comenzando en el nt 1914 (excepto por la cola de poliA):

15

Para amplificar la 3’UTR de DENND1A única descrita anteriormente, se usaron los siguientes cebadores: cebador 
directo (5’-GGGCTGACTTCGCAGTGTGT-3’ - (SEQ ID NO:7); cebador inverso (5-
ACAGTTCAGGTGATAAGCAGGAAA-3’ - SEQ ID NO:8); sonda (5’/56-FAM/CCAAAGAGC/ZEN/CGG TGT 
CTGATAATCCCA/3IABKFQ/-3’ - (SEQ ID NO:9)). (Posición NM_024820,2, directo 1951, sonda 1967, inverso inicio20
5’-2018). Se usaron cebadores 200 nM y sonda 200 nM para la reacción. Se seleccionaron estas secuencias de
cebadores y sondas particulares para mitigar la posibilidad de que pudieran hibridarse con otros ARNm que pudieran 
estas presentes en las muestras.

El conjunto de cebador y sonda para ARNm específico de la variante 1 de DENND1A: cebador directo (5’-25
GGATTCATTTCCATAAACCAAGTTAAA-3’ SEQ ID NO:16), cebador inverso (5’-CACAATTTCCTGCGTGTCTCA3’ 
SEQ ID NO:17), sonda (5’/56-FAM/ATGGCCCGA/ZEN/CCATTT AAGAAAACAACCA/#IA3BkFQ/-3 SEQ ID NO:18) 
(Posición NM_024820,1, directo 4434, sonda 4463, inverso inicio 5’-4513). Se usaron cebadores 200 nM y sonda 
200 nM para la reacción.

30
El conjunto de cebador y sonda para ARNm de CYP17. Cebador directo (5’-GGCCTCAAA TGGCAAC TCTAGA-3’ 
SEQ ID NO:19): Cebador inverso (5’-CTTCTGATCGCCATCCTTGAA-3’ SEQ ID NO:20 sonda (5’ 6-FAM-
TCGCGTCCAACAACCGTAAGGGTATC-3’ BHQ-1,3’ SEQ ID NO:21). (Posición NM_00012, directo 328, sonda 391, 
inverso inicio 5’-464). Cebador y sonda 200 nM.

35
El conjunto de cebador y sonda para ARNm de proteína de unión a caja TATA (TBP). Se determinó TBP para cada
muestra de ADNc en células de la teca para la normalización. Cebador directo (5’-CACGGC ACTGATTTTCAGTTC-
3’ SEQ ID NO:22). Cebador inverso (5’-TCTTGCTGCCAGTCTGGACT-3’ SEQ ID NO:23), sonda (5’-JOE-
TGTGCACAGGAGCCAAGAGTGAAGA-3’ BHQ-1,3 SEQ ID NO:24’).

40
El conjunto de cebador y sonda para ARN ribosómico de 5S. Se determinó 5S para cada muestra de ADNc en ARN 
exosómico de orina para la normalización. Cebador directo (5’-GCCTCCTTCAGCGTCTAC), cebador inverso
(5’GTCTCCCATCCAAGTACTAACC - 3’ SEQ ID NO:25, sonda (5’ ’HEX-
TCTCGTCTG/ZEN/ATCTCGGAAGCTAAGCA-3’IABKFQ-1’ SEQ ID NO:26). (Posición X51545, directo 262, sonda
306, inverso inicio 5’ 343). Se usaron cebadores 50 nM y sonda 50 nM para la reacción.45

Se llevó a cabo PCR de una etapa específica de gen por duplicado para cada muestra de ARNm y para una serie de
diluciones en serie en un sistema de termociclador Mx3000 (Stratagene, Santa Clara, CA) según las instrucciones
del fabricante para este instrumento. Se asignó un valor arbitrario de molde de ARN a cada dilución en serie (es 
decir, 1000, 300, 100, 30, 10, 3, 1, 0,3, 0,1 ng) y se representó gráficamente frente al valor de Ct (eje y = Ct; eje x = 50
valor, escala logarítmica) para generar una curva patrón. Se le asignó a cada incógnita un valor arbitrario basándose 
en la pendiente y la ordenada en el origen de la curva patrón. Se llevó a cabo el mismo proceso para TBP con el fin 
de usar valores de TBP como molde normalizado cargado en cada reacción. Se dividió el valor objetivo medio para 
cada incógnita entre el valor de TBP medio para cada incógnita para generar un valor normalizado para la diana
para cada muestra.55

Método de aislamiento de ARN de células de la teca. Tras el tratamiento tal como se indicó en medio libre de suero, 
se ultracongelaron células de la teca y se almacenaron a -80ºC. Se recogió cada placa de cultivo de 100 mm en 
hielo en 500 l de reactivo Trizol (Sigma, St. Louis, MO). Se añadieron 100 l de cloroformo ultrapuro a la mezcla de
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Trizol/células, se agitó en vórtex durante diez segundos, luego se centrifugó durante 30 min a 14.000 rpm en una 
centrífuga Eppendorf refrigerada a 4ºC (Hauppauge, NY). Se pusieron las muestras centrifugadas en hielo y se puso 
la fase superior en un tubo Eppendorf libre de ARNasa sin congelar con una cantidad equivalente de isopropanol 
ultrapuro enfriado con hielo a -20ºC durante la noche. Entonces se centrifugaron las muestras durante 30 min a
14.000 rpm en una centrífuga Eppendorf refrigerada a 4ºC. Se resuspendió el sedimento en 100 l de agua tratada 5
con DEPC, con 42 l de NaAc 2 M y 600 l de ETOH, luego se congelaron a -80ºC durante 4-24 h. Entonces se 
centrifugaron las muestras durante 30 min a 14.000 rpm en una centrífuga Eppendorf refrigerada a 4ºC (Hauppauge, 
NY), se enjuagaron con EtOH al 70%, se secaron al aire y se resuspendieron en 50 l de DEPC en hielo. Se
cuantificó el ARN usando un espectrofotómetro a 260/280 o en un dispositivo NanoDrop. Las muestras tienen 
habitualmente una razón 260/280 superior a 1,60. Se cuantificó la abundancia de ARNm de CYP17, DENND1A.V2 y10
DENND1.V1 tal como se describió mediante PCR cuantitativa en tiempo real usando el kit One Step Brilliant III de 
Agilent, y se normalizó mediante la abundancia de TBP o 5S.

Método de medición de la biosíntesis de andrógenos/DHEA. Tras el tratamiento de células de la teca en placa de 
cultivo de 6 pocillos tal como se describió en medio libre de suero, se recogió el medio y se congeló y almacenó a15
-20ºC. Cada uno de los 6 pocillos tratados se enjuagó con PBS, se tripsinizó y se contó dos veces con un contador
Beckman Z2 Coulter, Brea CA. Se cuantificó la acumulación de DHEA en el medio usando una plataforma de ELISA 
(DRG International Incorporated, Springfield, NJ).

Metodología para análisis de inmunotransferencia de tipo Western de proteína DENND1A en células de la teca 20
normales y con SOPQ. Para examinar y comparar, se examinó la proteína DENND1A en células de la teca normales 
y con SOPQ, se hicieron crecer células de la teca del cuarto pase hasta que fueron subconfluentes y se transfirieron 
a medio libre de suero con y sin forskolina durante 24 horas. Tras el tratamiento, para lisados de células completas, 
se recogieron células de la teca en tampón RIPA modificado (Tris 30 mM, NaCl 150 mM, NaF 50 mM, EDTA 0,5 mM, 
ácido desoxicólico al 0,5%, Nonident P-40 al 1,0%, SDS al 0,1%) enfriado con hielo que contenía ortovanadato de 25
sodio 1 mM, fluoruro de fenilmetilsufonilo 0,5 mM, ditiotreitol 1 mM, benzamidina 1,0 mM, microcistina 1 M, 
leupeptina 2 g/ml y pepstatina A 2 g/ml. Para el aislamiento de extractos nucleares, se recogieron células con
tripsina/EDTA y se prepararon extractos citoplasmáticos en tampón que contenía NP-40 al 0,1%, HEPES 20 mM (pH 
7,9), cloruro de sodio 20 mM. Se centrifugó el sedimento nuclear a 10.000 g durante 5 min, y se prepararon 
extractos nucleares en tampón que contenía HEPES 20 mM, glicerol al 25%, cloruro de sodio 500 mM, cloruro de 30
magnesio 1,5 mM. Ambos tampones también contenían ditiotreitol 1 mM, PMSF 0,5 mM, EDTA 0,2 mM, leupeptina 
2 g/ml, benzamidina 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM y fluoruro de sodio 20 mM para inhibir las proteína
fosfatasas y proteasas. Se determinaron las concentraciones de proteína de los extractos de células completas
(WCE) usando un ensayo de proteína DC de Bio-Rad (Hercules, CA). Se separaron muestras de proteína de los 
extractos nucleares (NE) en una SDS-PAGE al 10%, se transfirieron a una membrana de PVDF, y se realizó análisis 35
de inmunotransferencia de tipo Western usando anticuerpo de Abcam específico para la secuencia N-terminal de
DENND1A, y se visualizó usando ECL (Pierce). A partir de los resultados de estos experimentos, se esperaban
bandas a aproximadamente 110 kD, correspondientes a la variante 1 de DENND1A, y una a aproximadamente
62 kD correspondiente a la variante 2 de DENND1A, dado que el anticuerpo N-terminal adquirido es contra la 
secuencia del péptido N-terminal común, PGVSVHLSVHSYFTVPDTRELPSIPENRNLTEYFVAVDVNNMLHLYASML 40
(SEQ ID NO:27) que comienza en el aminoácido n.º 13 de ambos péptidos de las variantes 1 y 2 de DENND1A.

Método para el aislamiento de ARNm exosómico de orina. Los exosomas son pequeñas vesículas de
aproximadamente 40 -100 nm que se originan desde el interior de cuerpos multivesiculares, que se secretan por las
células al líquido extracelular, y se encuentran en diferentes líquidos corporales tales como la sangre, 45
hemoderivados, orina y líquido amniótico. Los exosomas los producen todos los tipos de células, y tienen un fenotipo
molecular que refleja en gran medida el de la célula original. Su contenido refleja el origen y el estado fisiológico de 
las células fuente, y por tanto los ARN exosómicos pueden servir como biomarcadores para diversas enfermedades.

Se obtuvieron muestras de orina de mujeres normales y mujeres con SOPQ, usando los mismos criterios clínicos 50
descritos anteriormente, tras obtener el consentimiento informado según un protocolo de IRB aprobado por la Junta 
de Revisión Institucional de la Facultad de Medicina de la Universidad Estatal de Pensilvania. Se recogieron las 
muestras de orina y se pusieron a 4ºC hasta que se procesaron. Entonces se tomaron alícuotas de las muestras de 
orina en tubos de 15 ml y se centrifugaron en un cestillo oscilante en una centrífuga de sobremesa Super T21 de 
Sorvall a 300 g a 4ºC durante 10 minutos para retirar la materia particulada. Se transfirió el sobrenadante a un nuevo55
tubo y se centrifugó a 2000 g a 4ºC durante 10 minutos en la misma centrífuga para eliminar los residuos celulares. 
Se transfirió el sobrenadante a un tubo de cultivo de 17x100 mm y se centrifugó a 12.000 g a 4ºC durante
30 minutos usando una centrífuga de suelo Avanti J-E de Beckman Coulter. Entonces se transfirió el sobrenadante a
un tubo de 15 ml, y la muestra o bien se congeló a -80ºC hasta su uso, o bien se extrajo el ARN exosómico usando
un protocolo modificado del “kit de aislamiento de ARN de exosomas de orina” de Norgen (Thorold, CAN).60

Usando el kit de Norgen, se añadieron 10 ml de la orina centrifugada a un tubo cónico de 15 cc sin congelar en hielo. 
Se añadieron 300 l de disolución A1 y 250 l de disolución A2 a cada tubo. Se agitaron bien en vórtex los tubos
durante 10 segundos. Usando la centrífuga de sobremesa de Sorvall, se centrifugaron los tubos/muestras a
3200 rpm a 4ºC durante 2 minutos. Se retiró por aspiración el sobrenadante, y se pusieron los tubos/sedimentos en 65
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hielo. Se resuspendió el sedimento en 300 l de disolución B, y se incubó a temperatura ambiente durante
5 minutos, y en hielo durante 10 minutos. Se añadieron a la mezcla 300 l de isopropanol al 67% enfriado en hielo, y
se agitó bien en vórtex durante 10 segundos. Se transfirió el lisado a una columna de centrifugación de minifiltro, 
proporcionada con el kit con un tubo de recogida. Se centrifugó el lisado/columna en una microcentrífuga de 
sobremesa a 14.000 rpm a 4ºC durante 1 minuto, y se desechó la fracción no retenida. Se añadieron 400 l de 5
disolución de lavado enfriada en hielo a la columna de centrifugación reensamblada, y se centrifugó de nuevo a
14.000 rpm a 4ºC durante 1 minuto. Se desechó la fracción no retenida, se aplicaron otros 400 l de disolución de 
lavado y se centrifugó de nuevo a 14.000 rpm a 4ºC durante 1 minuto. Se desechó la fracción no retenida, se 
aplicaron 400 l de disolución de lavado (3 lavados en total) y se centrifugó a 14.000 rpm a 4ºC durante 4 minutos. 
Se desechó el tubo de recogida con la fracción no retenida, y se puso la columna de centrifugación en un tubo de 10
elución. Se añadieron 50 l de dH2O estéril a la columna de centrifugación y se centrifugó a 2.000 rpm a 4ºC durante
2 minutos, seguido por una centrifugación a 14.000 rpm a 4ºC durante 2 minutos. Se añadieron otros 50 l de dH2O 
estéril a la columna de centrifugación, y se centrifugó de nuevo a 2.000 rpm a 4ºC durante 2 minutos, seguido por 
una centrifugación a 14.000 rpm a 4ºC durante 2 minutos. Se desecharon las columnas de centrifugación; se taparon 
los tubos de elución y se centrifugaron una última vez a 14.000 rpm a 4ºC durante 10 minutos para sedimentar15
cualquier cantidad de resina restante de la columna. Entonces se transfirió el sobrenadante/ARN a nuevos tubos de
1,5 ml. Se cuantificó el contenido de ácido nucleico usando un espectrofotómetro NanoDrop, entonces se tomaron 
alícuotas de las muestras en los ng/l deseados y se congelaron a -80ºC.

Lista de secuencias20

<110> Fundación de Investigación del Estado de Pensilvania; Universidad de la Mancomunidad de Virginia

<120> COMPOSICIONES Y MÉTODOS RELACIONADOS CON LA VARIANTE 2 DE DENND1A Y SÍNDROME DE 
OVARIO POLIQUÍSTICO25

<130> 074339.00003

<150> Documento 61/649.568
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REIVINDICACIONES

1. Método in vitro para el diagnóstico de síndrome de ovario poliquístico que comprende detectar ARNm de la 
variante 2 de DENND1A o proteína de la variante 2 de DENND1A en una muestra biológica de un sujeto.

5
2. Método in vitro según la reivindicación 1, en el que se detecta el ARNm de la variante 2 de DENND1A.

3. Método in vitro según la reivindicación 2, en el que la detección del ARNm de la variante 2 de DENND1A
comprende usar una reacción en cadena de la polimerasa para amplificar el ARNm de la variante 2 de 
DENND1A para dar ADN bicatenario.10

4. Método in vitro según la reivindicación 2, en el que se detecta el ARNm de la variante 2 de DENND1A
hibridando una sonda marcada con el ARNm de la variante 2 de DENND1A o a ADN amplificado a partir del 
ARNm de la variante 2 de DENND1A, y detectando la sonda marcada hibridada con el ARNm de la variante 
2 de DENND1A o detectando la sonda marcada hibridada con ADN amplificado.15

5. Método in vitro según la reivindicación 2, en el que se detecta el ARNm de la variante 2 de DENND1A
detectando una señal de un nucleótido marcado de manera fluorescente liberado de una sonda hibridada 
con ADN amplificado, en el que el nucleótido marcado de manera fluorescente se libera mediante actividad 
exonucleasa en la sonda durante la amplificación del ARNm de la variante 2 de DENND1A para dar el ADN 20
bicatenario.

6. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que se detecta el ARNm de la 
variante 2 de DENND1A, y en el que la muestra del sujeto es una muestra que comprende exosomas, en el 
que los exosomas comprenden el ARNm de la variante 2 de DENND1A.25

7. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la muestra es una
seleccionada de una muestra que comprende orina, sangre, plasma, suero o saliva.

8. Método in vitro según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que comprende además cuantificar una30
cantidad del ARNm de la variante 2 de DENND1A comparando el ARNm de la variante 2 de DENND1A con 
una referencia.

9. Método in vitro según la reivindicación 1, en el que se detecta la proteína de la variante 2 de DENND1A.
35

10. Método in vitro según la reivindicación 9, en el que la detección de la proteína de la variante 2 de 
DENND1A se realiza usando una composición que comprende anticuerpos, en el que los anticuerpos se 
hibridan con la proteína de la variante 2 de DENND1A, y en el que se detecta la hibridación de los 
anticuerpos con la proteína de la variante 2 de DENND1A.

40
11. Método in vitro según la reivindicación 10, en el que los anticuerpos reconocen específicamente al menos

un epítopo en un segmento de la proteína de la variante 2 de DENND1A que consiste en los 33
aminoácidos en su extremo C-terminal, en el que la proteína de la variante 2 de DENND1A se pone en 
contacto con los anticuerpos y en el que se detectan los anticuerpos hibridados con el segmento.

45
12. Método in vitro para seleccionar un individuo como candidato para terapia para el síndrome de ovario 

poliquístico, comprendiendo el método someter a prueba una muestra del individuo para determinar el 
ARNm de la variante 2 de DENND1A o la proteína de la variante 2 de DENND1A, y de manera posterior a 
la detección del ARNm de la variante 2 de DENND1A o la proteína de la variante 2 de DENND1A en la 
muestra, designar al individuo como candidato para la terapia del síndrome de ovario poliquístico.50

13. Producto para su uso para ayudar al diagnóstico de síndrome de ovario poliquístico, comprendiendo el 
producto un envase y al menos dos sondas y/o cebadores oligonucleotídicos sintéticos, en el que al menos
una de las sondas y/o los cebadores pueden hibridarse específicamente con ARNm de la variante 2 de 
DENND1A, en el que el producto incluye además material impreso que indica que el producto ha de usarse55
para detectar ARNm de la variante 2 de DENND1A como indicador de síndrome de ovario poliquístico, 
conteniendo opcionalmente el producto uno o más recipientes sellados que comprenden reactivos para su 
uso en la hibridación de la una o más sondas o los cebadores con el ARNm de la variante 2 de DENND1A.

14. Producto según la reivindicación 13, en el que uno de los dos cebadores oligonucleotídicos sintéticos puede 60
hibridarse específicamente con ARNm de la variante 2 de DENND1A y usarse para la amplificación del 
ARNm de la variante 2 de DENND1A para dar ADN bicatenario, en el que el ADN amplificado bicatenario
comprende una hebra que tiene al menos 8 nucleótidos contiguos de la secuencia de:
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15. Producto según la reivindicación 14, que comprende además una sonda oligonucleotídica sintética que se 
une con especificidad a SEQ ID NO:6 o su complemento, en el que la sonda se une a un segmento de SEQ 
ID NO:6 que está entre y no se solapa con las secuencias con las que se hibridan los al menos dos5
cebadores oligonucleotídicos sintéticos, y en el que la sonda oligonucleotídica sintética se modifica de tal 
manera que comprende un primer nucleótido modificado para incluir una etiqueta fluorescente y un
segundo nucleótido modificado para comprender un resto que extingue la fluorescencia de la etiqueta
fluorescente cuando están presentes los nucleótidos primero y segundo en la sonda oligonucleotídica 
sintética.10
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