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DESCRIPCION
Propiedades antitumorales de Dickkopf3b

Campo técnico de la invencion

La invencion se refiere en general a propiedades y funciones supresoras de tumores de DKK3b y aplicaciones
antitumorales y usos de la misma. Mas particularmente, la invencion se refiere a nuevos productos terapéuticos y
métodos para tratar tumores y canceres utilizando funciones supresoras de tumores de DKK3b, por ejemplo,
mediante suministro especifico de sitio de DKK3b o un agente relacionado.

Antecedentes de la invencion

La expresion de Dickkopf-3 (DKK3) suprimida es un distintivo de muchos canceres humanos y sus niveles de
expresion estan inversamente relacionados con la virulencia tumoral (por ejemplo, en cancer de préstata y cancer
ovarico). Usando el cancer de prostata como un ejemplo, la sobreexpresion de DKK3 detiene la proliferacion de
células de cancer de prostata, pero las consecuencias beneficiosas de la sobreexpresion de DKK3 en modelos tanto
in vivo como ex vivo de cancer de prostata probablemente sean un artefacto del inicio involuntario de una respuesta
de tension de RE que intenta procesar un producto génico secretor, exdgeno, sobreexpresado. (Abarzua, et al. 2005
Cancer Res 65(21): 9617-22; Abarzua, et al. 2008 BiBSochem Biophys Res Commun 375(4): 614-8; Abarzua, et al.
2007 Int JMol Med 20(1): 37-43).

También se ha indicado que la actividad supresora tumoral de DKK3 se debe a su capacidad para bloquear la
translocacion de B-catenina al nucleo formando un complejo inactivo compuesto de un producto génico de DKK3 de
~30 kDa citoplasmatico y BTrCP. (Lee, et al. 2009 Int J Cancer 124(2): 287- 97.) Ya que es improbable que la
tension de RE cronica sea el mecanismo por el que los productos génicos de DKK3 enddgenos influyen en la
proliferacion de células normales, la identificacion de una version intracelular, no secretada, de DKK3 vy el
descubrimiento de dos acontecimientos intracelulares (activacion de JNK e inactivacion de B-catenina) que facilitan
la detencién del crecimiento ofrecen una oportunidad para definir los acontecimientos moleculares que median en la
funcién supresora tumoral de DKK3 en la préstata.

Estudios tempranos por el Dr. Leonard y colaboradores han descubierto que el locus génico de DKK- codifica un
segundo transcrito que produce una proteina de 29 kDa asociada a membrana intracelular (formalmente D2p29,
ahora renombrada DKK3b). (Leonard, et al. 2000 J Biol Chem 275(33): 25194-201; Farwell, et al. 1996 J Biol Chem
271(27): 16369-74; Safran, et al. 1996 J Biol Chem 271(27): 16363-8; Farwell, et al. 1993 J Biol Chem 268(7): 5055-
62).

Estudios posteriores han revelado que este producto génico de DKK3b se origind a partir de un segundo sitio de
inicio de la transcripcion localizado en el intron 2. DKK3b se identificoé originalmente en astrocitos como una proteina
de la membrana altamente transportada que se une con la hormona tiroidea con alta afinidad. El analisis del locus
génico de DKK3 revel6 que DKK3b esta codificado por los exones 3-8 y que un sitio de inicio de la transcripcion
funcional, con una caja TATA, se localiza en el intron 2 (FIG. 1A). Los estudios de mapeo de promotores han
estrechado la actividad promotora hasta ~250 bases cadena arriba del exén 3. La supresion de la caja TATA
bloqued la funcion promotora. El analisis de ChIP ha revelado que este promotor era funcional in vivo (FIG. 1b).

Es importante que, en los ARNm tanto de DKK3 de longitud completa como de DKK3b truncado, el tnico sitio de
inicio de Kozak auténtico se localiza en el inicio de Met en el exén 3 y la traduccion in vitro de ARNm de DKK3a de
longitud completa usando condiciones dependientes del contexto de Kozak produce una proteina de 29 kDa.
(Leonard, et al. 2000 J Biol Chem 275(33): 25194-201). El analisis por PCR en tiempo real de transcritos del locus
de DKKS reveld que el transcrito de DKK3a (exones 2-8) representaba ~55 % de los ARNm de DKKS3 totales,
mientras que el transcrito de DKK3b (exones 3-8) aportaba ~45 % de los ARNm de DKKS3 totales. En el raton ADKK3
que carece de los exones 2, los transcritos de DKK3a de longitud completa se pierden, pero el ARNm de DKK3b se
conserva. (FIG. 1C). (Barrantes, et al. 2006 Mol Cell Biol 26(6): 2317-26). El marcaje de afinidad de DKK3b asociado
con las membranas celulares de cerebro de ratéon ADKK3 produjo la DKK3b inmunorreactiva anticipada, mientras
que no se sintetizé una DKK3 glucosilada de longitud completa. (FIG. 3D). (Farwell, et al. 1989 J Biol Chem 264(34):
20561-7). Estos datos demuestran que el locus de DKK3 codifica dos transcritos funcionales; uno que codifica una
glucoproteina secretada identificada como DKK3a y el otro, una proteina DKK3b de 29 kDa intracelular.

Sigue existiendo una necesidad continuada de establecer enfoques terapéuticos novedosos para el tratamiento del
cancer utilizando funcion supresora tumoral de DKK3b, por ejemplo, metodologias del tratamiento y composiciones
farmacéuticas que puedan detener el crecimiento de diversos canceres, tales como canceres ovaricos y de prostata.

Abarzua F. et al, "An N-terminal 78 amino acid truncation of REIC/Dkk-3 effectively induces apoptosis”,
BIOCHEMICAL AND BIOPHYSICAL RESEARCH COMMUNICATIONS, ACADEMIC PRESS INC. ORLANDO, FL,
Estados Unidos, vol. 375, n.° 4, paginas 614 — 618, describe un fragmento de 78 aa N terminal de DKK3- humana
que presenta propiedades apoptoticas.
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Jiirgen Veeck et al., "Targeting the Wnt pathway in cancer: The emerging role of Dickkopf-3", BBA - REVIEWS ON
CANCER, ELSEVIER SCIENCE BV, AMSTERDAM, Paises Bajos, vol. 1825, n.° 1, paginas 18 - 28, y Abarzua F. et
al.., "Adenovirus-mediated overexpression of REIC/Dkk-3 selectively induces apoptosis in human prostate cancer
cells through activation of c- Jun- NH2-kinase.", CANCER RES., (2005), vol. 65, n.° 21, paginas 9617 - 9622,
describe que DKK3 actua de forma intracelular mediante Quinasa Jun o asociacion a -catenina.

Sumario de la invenciéon

La invencién proporciona enfoques terapéuticos novedosos para el tratamiento del cancer que aprovechan las
funciones supresoras tumorales de DKK3b. Se ha identificado un supresor tumoral novedoso que se origina desde
un sitio de inicio de la transcripcion interno del locus génico de DKK3 que alberga todas las propiedades
antineoplasicas. En lugar de los intentos terapéuticos actuales que se dirigen todos a una respuesta de tension de
RE artificial debida a la expresion exdgena del producto génico de DKK3 de longitud completa secretado y
glucosilado, la presente invencién pretende proporcionar un enfoque Unico que cambia la direccion del campo.

En un aspecto, la invencion se refiere en general a una forma truncada de una proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana
aislada, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKKS3.

Otros aspectos de la invencién son como se definen en las reivindicaciones.
Descripcion detallada de la invencién

La invencién se refiere a enfoques terapéuticos novedosos para el tratamiento del cancer que aprovechan las
funciones supresoras tumorales de DKK3b. Mas particularmente, se ha identificado un supresor tumoral novedoso
que se origina desde un sitio de inicio de la transcripcion interno del locus génico de Dkk3 y este producto génico
alberga todas las propiedades antineoplasicas de este gen. En lugar de los intentos terapéuticos actuales que se
dirigen todos a una respuesta de tension de RE artificial debida a la expresion exdgena del producto génico DKK3
secretado y glucosilado de longitud completa, la presente invencion pretende proporcionar un enfoque Unico que
cambiara la direccién del campo.

La sefalizacion incontrolada por la molécula de sefializacion de la ruta de Wnt, B-catenina, es habitual en el cancer y
la proteina relacionada con Dickkopf 3 (DKK3) es una de las moléculas supresoras tumorales mas prometedoras
que controlan los niveles de (-catenina. La malignidad tumoral esta inversamente relacionada con los niveles de
DKK3 y la sobreexpresion detiene la proliferacion celular en casi todas las células cancerosas. Incluso aunque DKK3
no bloquee la activacién del receptor por Wnt, se supone ampliamente que las acciones antineoplasicas de la
glucoproteina DKK3 secretada se deben a la inhibicién del complejo de receptor de Wnt. Sin embargo, informes
recientes ponen en duda esta visidn convencional de la acciéon de DKK3. El andlisis de dos hibridos de levadura
revel6 que DKK3 interaccionaba con la ubiquitina ligasa, proteina que contenia repeticiones de B-transducina
(BTrCP) y estudios posteriores de coinmunoprecipitacion identificaron DKK3 como parte de un complejo intracelular
con (BTrCP) y B-catenina que evitan la translocacion nuclear de -catenina. También se ha mostrado que DKK3
activa la ruta de tensiéon de Jun quinasa (JNK) N terminal lo que conduce a pérdida de células cancerosas. Estos
hallazgos ilustran un papel importante para la sefializacion intracelular por DKK3. Se ha descubierto recientemente
que el locus Dkk3 codifica dos productos génicos, una glucoproteina secretada (DKK3a) que no influye en la
segregacion de Wnt, y una proteina intracelular novedosa, DKK3b, que inhibe la sefializaciéon de Wnt. Los inventores
proponen que la DKK3b intracelular es responsable de los efectos antineoplasicos publicados de este supresor
tumoral y actia bloqueando la importacion nuclear de [-catenina y aumentando la muerte celular, dos
acontecimientos celulares fundamentales que detienen el crecimiento tumoral y la propagacion.

El mecanismo molecular de la accion de DKK3b

Existe un acuerdo general de que 1) los niveles de expresion de DKK3 estan inversamente relacionados con la
malignidad tumoral y que 2) la sobreexpresion de DKK3 detiene la proliferacion de células cancerosas. (Lodygin, et
al. 2005 Cancer Res 65(10):4218-4227; Veeck, et al. 2008 Breast Cancer Res 10(5):R82; Veeck, et al. 2012 Biochim
Biophys Acta 1825(1): 18-28; Yue, et al. 2008 Carcinogenesis 29(1):84-92; Edamura, et al. 2007 Cancer Gene Ther
14(9):765-772; Gu, et al. 2011 World J Gastroenterol 17(33):3810-3817; Medinger, et al. 2011 Thrombosis and
haemostasis 105(1):72-80; Pei, et al. 2009 Virchows Arch 454(6):639-646). A pesar de estos hallazgos, el
mecanismo o los mecanismos de accion de DKK3 siguen siendo completamente desconocidos. A diferencia de otros
miembros de la familia DKK, DKK3 no se une con el complejo de receptor de Wnt. (Niehrs, et al. 2006 Oncogene
25(57):7469-7481; Barrantes, et al. 2006 Mol Cell Biol 26(6):2317-2326). Ademas, la supresion de un gen de DKK3
de ratén produjo un fenotipo benigno sin aumento en la formacién de tumores.

El descubrimiento por parte de los inventores de un producto génico de DKKS3 intracelular novedoso, DKK3b
(previamente denominado D2p29), producido a partir de transcritos que se originan desde un sitio de inicio interno,
redefine y reconcilia estas observaciones dispares. (Leonard, et al. 2000 JBiol Chem 275(33):25194-25201). DKK3b
posee todos los efectos antitumorales previamente atribuidos a DKK3a. De hecho, la estrategia de direccion usada
para suprimir la DKK3 de raton anulé solamente DKK3a, dejando DKK3Db intacto, lo que explica por lo tanto la falta
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de tumorigénesis aumentada. (Barrantes, et al. 2006 Mol Cell Biol 26(6):2317-2326).

Estudios recientes muestran que DKK3 se une especificamente con el componente de ubiquitina ligasa E3, proteina
que contiene repeticion de B transducina (BTrCP), y que este complejo a su vez se une con 3-catenina no fosforilada
lo que evita su importacion nuclear. (Lee, et al. 2009 Int J Cancer 124(2):287-297; Hoang, et al. 2004 CancerRes
64(8):2734-2739). Ya que la barrera de membrana hace improbable que la glucoproteina DKK3a secretada actue
dentro de la célula por asociacion directa con la maquinaria de ubiquitina ligasa E3, el producto génico DKK3b
novedoso se convierte en el supresor tumoral probable responsable de la atenuacién de la sefializacion de Wnt. El
entendimiento de los detalles de cémo DKK3b detiene el crecimiento tumoral ofrece una oportunidad real de
desarrollar productos terapéuticos eficaces que derroten la oncogénesis en su fuente.

La presente invencion define el mecanismo o los mecanismos moleculares de la funcién supresora tumoral de
DKK3b usando células cancerosas tanto de prdostata como de mama como modelos para canceres en general y
aborda los efectos antitumorales de suministro especifico de sitio de DKK3b. Redirigiendo la atencién del trabajo al
supresor tumoral auténticamente importante, la invenciéon establece una base importante para enfoques terapéuticos
racionales para el tratamiento del cancer.

El analisis por ordenador reveld que DKK3b estaba codificada por los exones 3-8 del gen de Dkk3, y la presencia de
este producto génico de DKK3 novedoso en los cerebros de los ratones Dkk3™" proporciond informacién acerca de
sus origenes. (Barrantes, et al. 2006 Mol Cell Biol 26(6):2317-2326). La supresion del exén 2 del locus Dkk3 de ratdn
(FIG. 1a) elimind claramente la expresién de DKK3a, pero no afecta a los transcritos de DKK3b que comienzan en el
exon 3 (FIG. 1b) y condujeron a un aumento casi triple de la proteina DKK3b de ~30 kDa (FIG. 1c). La actividad
promotora se localizé a ~250 bases cadena arriba del exdn 3, y la supresion de la caja TATA bloqued la funcion
promotora. El analisis de ChIP mostré que el promotor de DKK3b era funcional in vivo (FIG. 1d, 1e). La QPCR
usando conjuntos de cebadores de DKK3 especificos de exén 2 y exon 3 descubrié que el transcrito de DKKK3a
(exones 2-8) representaba el 50-55 % del ARNm en células primarias, mientras que el transcrito de DKK3b (exones
3-8) aportaba ~45 % del total. Estos datos muestran que el gen de Dkk3 codifica dos transcritos funcionales: uno
que codifica una glucoproteina secretada de ~60 kDa DKK3a; y una segunda proteina intracelular de 30kDa, DKK3b.

Para evaluar la funcién supresora tumoral de los dos productos génicos de DKK3, DKK3a y DKK3b se clonaron en el
vector de expresion, inducible por Tet (pTRex), y se transfectaron en células de tumor de préstata PC3 que expresan
de forma constitutiva la proteina represora de Tet. Los datos en la FIG. 2 muestran que DKK3a no ralentiza el
crecimiento celular. Por otro lado, DKK3b detiene completamente la proliferacion celular y conduce a la pérdida de
células PC3 en puntos temporales posteriores. Estos datos ilustran que DKK3a carece de la funciéon supresora
tumoral asociada con su forma intracelular, DKK3b.

Caracterizacion de los acontecimientos moleculares que median en la detencion del crecimiento dependiente de
DKK3b

La capacidad de DKK3b para detener la proliferacion de células cancerosas podria deberse a detencion del ciclo
celular especifica, apoptosis potenciada y/o senescencia celular inducida. Para explorar este acontecimiento o estos
acontecimientos celulares sin la influencia confusa de aneuploidia/poliploidia y la inestabilidad genética que son
inherentes en lineas celulares tumorales, se realizan estudios iniciales en astrocitos C8 inmortales. Estas células
tienen un nuimero de copias de genes 2N estable y muestran todas las propiedades de un astrocito primario. Se
transfectan faciimente y tienen DKK3b nativa marginal. Las DKK3b marcadas con epitopos se vuelven a expresar en
células C8 usando el sistema de expresion de pTRex inducible por tetraciclina (tet) que puede valorarse para
generar células que albergan cantidades crecientes del supresor tumoral como se ilustra en células DU145 en la
FIG. 3.

Ya que los inventores proponen que una de las acciones primarias de DKK3b se inicia deteniendo la importaciéon
nuclear de B-catenina, se usa un indicador de luciferasa TOPFlash conducido por TCF para supervisar la expresion
génica dependiente de B-catenina. Se transfectaron células cancerosas de mama dependientes de Wnt MnuMG con
DKK3a y DKK3b y la luciferasa conducida por TCF (pTOPFlash), y se determinaron los efectos de los dos productos
génicos de DKKS3 en la actividad indicadora estimulada por Wnt7a y basal. Como se muestra en la figura 4, la
estimulacion con Wnt dio como resultado un aumento de 10-14 veces de la sefializacion TOPFlash en ausencia de
cualquier DKK3 o en presencia de la DKK3a inactiva. La expresion de DKK3b redujo la sefalizacion de TOPFlash
hasta niveles casi basales. Estos datos ilustran la capacidad especifica de DKK3b para silenciar la sefializacion de
B-catenina, una tesis central de la base molecular para la accién de este supresor tumoral.

Para confirmar las interacciones directas entre BTrCP y DKK3b, la atenuacion mediada por ARNi de BTrCP en
células indicadoras C8 pTOPFlash se usa para explorar la influencia de la expresién de BTrCP alterada en la
capacidad de DKK3b para suprimir la expresion indicadora de TCF. Los controles incluyen los grupos de ARNi
mezclados y/o lentivirus de ARNihp fuera de diana y la eficacia de la atenuacion se miden por inmunotransferencia e
inmunocitoquimica. La pérdida de BTrCP eliminara la supresién dependiente de DKK3b de actividad indicadora de
TCF-TOPflash.
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Basandose en estos estudios iniciales, la influencia de productos génicos derivados de Dkk3 en la proliferacion
celular y el ciclo celular se examinan en células LNCaP, PC3 y DU145 usando las construcciones de DKK3a y
DKK3b inducibles por tet. Se realiza analisis de proliferacion celular (WST-1), recuento de células viables y ciclo
celular usando clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) de células marcadas con BrdU/7-AAD.
Como se muestra en la Tabla 1, DKK3b detiene la célula PC3 de cancer de préstata humano en la fase GO/G1 del
ciclo celular, mientras que DKK3a no tuvo ningun efecto en el ciclo celular o en la proliferacion celular (véase
también FIG. 2).

TABLA 1. Efectos de DKK3a y DKK3b en el ciclo celular en células PC3.

Analisis del ciclo celular (% células totales)
GO0/G1 S G2/M
control 44 1 27,2 171
DKK3a 42,3 28,5 16,3
DKK3b 95,7 2,6 1,2

Debido a que DKK3b condujo tanto a la deteccion del crecimiento como a pérdida de células PC3 (FIG. 2), la
influencia de DKK3b en la apoptosis se evalla usando citometria de flujo, ensayos TUNEL, analisis de caspasa 3 y
tincion con anexina V. TUNEL, las mediciones de caspasa3 y la proliferacion celular usando Ki67 se repiten usando
enfoques inmunocitoquimicos convencionales para proporcionar confirmacién de los efectos de DKK3b en la
apoptosis determinados por analisis de flujo.

Una vez que se han establecido esos parametros funcionales basicos, se examina el papel del complejo de
DKK3b:BTrCP en la detencion del crecimiento de células tumorales usando la estrategia de atenuacion por ARNi de
BTrCP detallada anteriormente para células C8. La pérdida de BTrCP en células cancerosas impediria la detencion
del crecimiento inducida por DKK3b. Los resultados de estos estudios estableceran el papel del complejo de
DKK3b:BTrCP en la modulacion de la sefial de proliferacion de B-catenina. DKK3b puede afectar a mas de una ruta
celular; sin embargo, centrandose en la caracterizacion especifica del papel inhibidor de un complejo de
DKK3b:BTrCP en el crecimiento celular se proporciona una conexién clara entre la influencia bien conocida de -
catenina en la proliferacion celular y la funcién supresora tumoral de DKK3b.

Identificacion de ruta o rutas de sefializacion moduladas por DKK3b

Los inventores proponen que el complejo de DKK3b:BTrCP suprime la expresiéon génica conducida por TCF evitando
que la B-catenina alcance su diana de TCF nuclear. Por lo tanto, el analisis de los mas de 50 genes conducidos por
TCF conocidos proporciona un criterio de valoracion bien definido para evaluar la eficacia del complejo de
DKK3b:BTrCP. (Willert, et al. 2002 BMC developmental biology 2:8). RNA-seq proporciona un enfoque imparcial que
permite el analisis del transcriptoma del conjunto completo de genes diana de TCF. Esta metodologia de genémica
contemporanea proporciona un conjunto de datos que no solamente permite evaluar los genes conducidos por TCF
conocidos, sino que también se puede usar para encontrar cambios dependientes de DKK3b inesperados en el
transcriptoma. RNA-seq es un enfoque significativamente mas rentable y menos parcial que los conjuntos de
matrices basados en PCR disponibles en el mercado cuando se tiene en cuenta el criterio de coste/datos. Para
determinar la influencia de DKK3b en la expresion génica conducida por TCF, RNA-seq se usa para definir la
influencia del complejo de DKK3b:BTrCP inhibidor en la expresion de una cohorte conocida de ~110 dianas génicas
conducidas por TCF.

A partir de los analisis de RNA-seq, se seleccionan 10-15 productos génicos y se usan para ensamblar una matriz
de sefalizacion de DKK3b (matriz de respuesta de DKK3b, DK3RA) para informar con fiabilidad de la funciéon de
DKK3b en células de cancer de prostata y mama. Se confirman cambios en el contenido celular de esta proteina o
estas proteinas diana usando ensayos de luminex EpiQuant de Millipore multiples, de lisados celulares completos,
analisis de inmunotransferencia o inmunocitoquimica. Estos estudios se disefian para demostrar que el supresor
tumoral de DKK3b inhibe la sefalizacion de B-catenina y proporciona un conjunto validado de transcritos alterados
de DKK3b (DK3RA) que pueden usarse para supervisar la funcion supresora tumoral. Adicionalmente, se generara y
archivara un deposito de datos inestimable de transcritos alterados de DKK3b que puede usarse para encontrar
companieros de sefializacion novedosos.

El papel de las interacciones de DKK3b:BTrCP en la redistribucién subcelular de 3-catenina

La sobreexpresion de DKK3b puede iniciar la redistribucién de p-catenina del citoplasma a la membrana celular sin
alterar los niveles de 3-catenina totales. (Hoang, et al. 2004 CancerRes 64(8):2734-2739). Junto con el hallazgo de
que un complejo de DKK3b:BTrCP intracelular se une con [(-catenina no fosforilada y puede conducir a la
degradaciéon de B-catenina, es probable que el complejo de DKK3b:BTrCP cumpla al menos tres papeles: 1)
secuestro de B-catenina; 2) relocalizacion de B-catenina; y 3) degradacion de B-catenina. Ya que estos papeles
probablemente estén relacionados temporalmente, los inventores usan microscopia confocal, de fluorescencia de
reflectancia interna total (TIRF) y captura de imagenes digital en tiempo real para definir la dinamica de redistribucion
subcelular de B-catenina, DKK3b y BTrCP en células C8 y en las lineas de células cancerosas de los inventores que
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expresan concentraciones crecientes, inducidas por tet, de DKK3b (Lee, et al. 2009 Int J Cancer 124(2):287-297). El
trabajo previo de los inventores que detalla la dinamica del transporte de DKK3b guia la complecion de estos
estudios por los inventores. (Farwell, et al. 1990 J Biol Chem 265(30):18546-18553; Stachelek, et al. 2000 J Biol
Chem 275(41):31701-31707; Stachelek, et al. 2001 J Biol Chem 276(38):35652-3565). En su forma mas sencilla, el
complejo de DKK3b:BTrCP unido a membrana atrae B-catenina no fosforilada lo que conduce a su asociacion a
membrana. Si hay complejos adherentes cerca este complejo puede depositar B-catenina en estas estructuras de
union (Hartsock, et al. 2008 Biochim Biophys Acta 1778(3):660-669). Si no, el complejo inactivo puede degradarse
en el proteasoma.

Caracterizacion de la distribucion organicaltisular y perfiles de expresion de DKK3b en el ratén

Se sabe poco acerca de la distribucion tisular, el momento de desarrollo y/o el perfil de expresion de DKK3b y los
enfoques inmunocitoquimicos tradicionales son poco practicos debido a que los anticuerpos disponibles reconocen
tanto DKK3b como DKK3a. Para definir el momento de desarrollo basico y la distribucion tisular de expresion de
DKK3b, los inventores usan el enfoque de edicion de genes basada en nucleasa de dedos de zinc (ZFN) para
producir un ratén indicador de Dkk3b redirigiendo el promotor de DKK3b para conducir la expresion de un indicador
fluorescente (FIG. 4). (Clark, et al. 2011 Zebrafish 8(3):147-149; Collin, et al. 2011 Stem Cells 29(7):1021-1033; Kim,
et al. 2009 Genome research 19(7):1279-1288). Durante la validacion de los pares de ZFN, se generan por defecto
células CFP C8 (C8°***°"Py conducidas por promotor de Dkk3b, con genes editados, que son un indicador basado
en células valioso para exploracion de alto rendimiento de bibliotecas combinatorias.

Se realiza analisis funcional sistematico del promotor de DKK3b usando la expresion de CFP como el criterio de
valoracion y se usa analisis por ordenador (TranFac, algoritmos de Genomatrix) para identificar elementos
promotores de Dkk3b individuales. Este enfoque de consulta de promotor identificara uno o mas moduladores de
promotores que modulan la transcripcién de este locus.

El ratén indicador de Dkk3b proporciona dos modelos in vivo importantes. 1) Los heterocigotos (Dkk3b"™")
expresan los tres productos génicos del locus Dkk3, DKK3a, DKK3b y CFP. Estos ratones se usan para definir €l
momento de desarrollo y la distribucion tisular de DKK3b en embriones, neonatos y adultos. Se espera que la CFP
conducida por promotor de DKK3b muestre distribucion generalizada en los tejidos. 2) Los homocigotos
(Dkk?:bCFP/C F’) son inactivados funcionales que expresan DKK3a, pero no DKK3b, debido a que el promotor de
Dkk3b de ambos alelos se ha desviado para conducir la expresion de CFP. Estos ratones con “inactivacion” de
Dkk3b, a diferencia del inactivado de Dkk3a original, pierden el supresor tumoral DKK3b y se espera que muestren
un riesgo de cancer notablemente aumentado y anomalias del desarrollo potenciales.

Métodos y procedimientos

Ensayos biolégicos para proliferacion celular, ciclo celular, apoptosis y senescencia.

La proliferacion celular se supervisa usando el reactivo WST-1 segun las instrucciones del fabricante. Se realiza
proliferacion celular, analisis del ciclo celular y apoptosis usando analisis por FACS de células marcadas con BrdU
que se marcan posteriormente con anticuerpos fluorescentes de tejidos contra DKK3b marcado con epitopo y
anexina V (apoptosis). Como alternativa, la apoptosis se sigue mediante ensayos de TUNEL segun métodos
establecidos en el laboratorio. La senescencia celular se determina por actividad (-galactosidasa usando kits
disponibles en el mercado. Todos los analisis se realizan por triplicado y se repiten al menos tres veces para validar
los datos.

Construcciones de ADNc de DKK3, plasmido, construcciones de expresion virica y sondas inmunoldgicas.

Se usa tecnologia Gateway (Invitrogen) para generar plasmidos de entrada que albergan DKK3a y DKK3b marcadas
con epitopo. El sistema de vector lanzadera permite el rapido ensamblaje de un amplio repertorio de vectores
plasmidicos o de expresion virica mediante recombinaciéon basada en fago A. Se usan vectores de destinacion tanto
constitutivos como inducibles por tet en el laboratorio. También esta disponible tecnologia Gateway para desplazar
ARNhpi generado por PCR a células o tejidos. Esta disponible una coleccion completa de bibliotecas de ARNhpi de
ser humano y ratén basadas en retrovirus y lentivirus.

Secuenciacion profunda de bibliotecas de ARN con DKK3b alterada

Se exponen células que albergan DKK3a o DKK3b inducibles por tet a tetraciclina y se cultivan durante hasta 24 h.
El ARN total se aisla mediante columnas de RNeasy Qiagen y el ARNm poli A+ se aisla por purificacion de oligo dT.
Se preparan bibliotecas de mMRNA-seq por triplicado a partir de células de control (sin tet), que expresan DKK3a y
expresan DKK3b usando kits disponibles en el mercado.
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Edicion génica del locus del promotor de Dkk3b

La seleccion del par de ZFN dirigido a promotor de Dkk3b se guia por métodos desarrollados por Wolfe (Wolfe, et al.
2003 Biochemistry 42(46):13401-13409; Meng, et al. 2008 Nature biotechnology 26(6):695-701; Zhu, et al. 2011
Development 138(20):4555-4564). Se utilizan ADNc que codifican pares de ZFN diana de novo y se clonan en el
vector pCS-Fok1. Se realiza modificacion de diana de ZFN en la linea celular C8 isogénica y la especificidad diana
se evalia usando PCR. Se realiza validacién de modificacion de diana ZFN mediante ensayos de Cel-1, por
reparacion de recombinacion homéloga (RH) de oligos monocatenarios mediante inserciéon mediada por RH de un
indicador de CFP flanqueado por sitios LoxP (Chen, et al. 2011 Nature methods 8(9):753-755). La actividad de ZFN
fuera de la diana se evalda por ordenador y los tres sitios superiores fuera de diana se investigan por analisis de
PCR. El par o los pares de ZFN validados que editan la regidon diana del promotor de Dkk3b y la construccion de
ADNCc de CFP-pA basada en RH se usan para preparar ratones indicadores de Dkk3b.

Se inyectan ARNm de ZFN sintetizados in vitro y el ADNc de reparacion de RH-pLox-CFP-pA-pLox dirigido a
promotor de Dkk3b en 50-75 oocitos de raton C57BL/6 fertilizados en el nucleo de movilizacién de animales
transgénicos en UMMS. Se implantan embriones unicelulares en sustitutas y la descendencia se genotipa usando
PCR especifica de promotor de Dkk3b. Los ratones con el gen de promotor de Dkk3b editado se expanden a dos
colonias: los heterocigthos Dkk3b """ se crian para su uso en estudios de distribucion tisular y del desarrollo y los
homocigotos Dkk3b® P se crian para evaluacion de la susceptibilidad tumoral del ratén con inactivacién de
Dkk3b. Si la pérdida de Dkk3b resulta ser letal, la base de la letalidad se determina después y se usa la expresion de
Cre especifica de tejido para escindir el indicador de CFP y restaurar la expresion de Dkk3b en el tejido o los tejidos
requeridos para supervivencia.

Con la identificacion y caracterizacion de la influencia de un complejo de DKK3b:BTrCP en la biologia de la
sefializacion de B-catenina y la funcion supresora tumoral de DKK3b, la capacidad de DKK3b para “secuestrar” -
catenina, detener el crecimiento de células tumorales y bloquear las sefiales de proliferacion/supervivencia
conducidas por TCF proporciona un mecanismo sencillo para la funciéon supresora tumoral. El enfoque basado en
bioinformatica, RNA-seq, imparcial, se usa para identificar las rutas génicas diana afectadas. A partir de estos datos,
se seleccionara un conjunto validado de genes indicadores de DKK3b (DK3RA) y se usara para supervisar la funcién
de DKK3b. El analisis de la dinamica de desplazamiento inducido por DKK3b de B-catenina entre diferentes
compartimentos intracelulares es un problema de biologia celular sencillo que se aborda por paradigmas de captura
de imagenes estaticas y dinamicas. Estos datos proporcionan informacion basica sobre qué etapas en el proceso
pueden ser diana de intervencién terapéutica.

Adicionalmente, la generacion de la linea celular indicadora DKK3b*/°FP y modelos de ratén DKK3b*°*" son
inestimables para el estudio del tumorigénesis. Las estrategias de edicion génica contemporaneas que usan
tecnologia de ZFN producen significativamente el tiempo requerido para desarrollar modelos bioldgicos ensayables.
Las células C8PKK**CFP generadas durante el proceso de validacion proporcionan un beneficio de valor afadido
significativo, son utiles para explorar métodos de activacién del promotor de Dkk3b y para el descubrimiento de
moléculas pequefias que alteran la expresiéon de DKK3b. La produccion del ratén indicador de Dkk3b es
significativamente mas rentable que las estrategias de recombinacion homéloga basadas en células ES tradicionales
y reducen el tiempo para generar un modelo de raton viable en >80 %. La caracterizacion de la funcion promotora de
Dkk3b puede aplicarse directamente a la intervencion in vivo del proceso oncogénico y al desarrollo de enfoques
terapéuticos novedosos para el cancer.

Analisis mecanico de activacion de JNK inducida por DKK3b en tumores de prostata.

La ruta de JNK esta ampliamente reconocida como un regulador importante de la biologia tumoral y actia como un
mecanismo de defensa celular clave para evitar la inestabilidad genética y el desarrollo de aneuploidia. (Kennedy, et
al. 2003 Cell Cycle 2(3):199-201; Vivanco, et al. 2007 Cancer Cell 11(6):555-569; Whitmarsh, et al. 2007 Oncogene
26(22):3172-3184; MacCorkle, et al. 2004 J Biol Chem 279(38):40112-40121; Miyamoto-Yamasaki, et al. 2007 Cell
Biolint.;31(12):1501-1506; Nakaya, et al. 2009 Cell Biochem Funct 27(7):468-472; Wang, et al. 2009 J Pathol
218(1):95-103). Informes previos han mostrado que la sobreexpresion de DKK3 en células tumorales aumenta la
actividad de JNK lo que conduce a inhibicion de la proliferacion celular y aumento de la pérdida celular mediada, en
parte, por la apoptosis. (Edamura, et al. 2007 Cancer Gene Ther 14(9):765-772; Abarzua, et al. 2005 Cancer Res
65(21):9617-9622; lkezoe, et al. 2004 Br J Cancer 90(10):2017-2024; Kawano, et al. 2006 Oncogene 25(49):6528-
6537).

En manos de los inventores, la detenciéon del crecimiento de DKK3b en la célula tumoral de préstata DU145
requiere, en parte, la ruta de quinasa de tensiéon de JNK (figura 5a). Aunque DKK3b detuvo la proliferacion celular, la
inhibicién por TAT-JBD de la actividad de JNK bloqueé la pérdida celular (FIG. 5A), lo que sugiere que la ruta de
JNK es necesaria para la pérdida celular. Estos resultados concuerdan con las observaciones de los inventores de
que Jnk inhibe la formacién de tumor de préstata en el modelo de ratén de Pten condicional bien establecido de
cancer de prostata. PTEN (homologia de fosfatasa y tensina) es un supresor tumoral mutado habitualmente en
cancer que se ha mostrado recientemente que tiene un papel directo en la prevencion de la inestabilidad
cromosomica: los ratones APten/AJnk carecen de PTEN y JNK en epitelio de prostata y desarrollan cancer mas
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agresivo que animales que carecen de PTEN solamente (APten) (FIG. 5C). Baker 2007 Cell 128(1):25-28; Blanco-
Aparicio, et al. 2007Carcinogenesis 28(7):1379-1386; Trotman, et al. 2007 Cell 128(1):141-156; Yin, et al.
20080ncogene 27(41):5443-5453; Shen, et al. 2007 Cell 128(1):157-170; Puc, et al. 2005 Cancer Cell;7(2): 193-204;
Wang, et al. 2003 Cancer Cell 4(3):209-221). Aunque este resultado ilustra claramente el papel de la ruta de JNK en
la prevencion de este cancer, los procesos bioldgicos que JNK regula siguen sin estar claros. El control de la
inestabilidad genética representa un mecanismo probable para la funcién de JNK para prevenir el cancer. Estudios
preliminares que usan fibroblastos embrionarios murinos (MEF) muestran que la pérdida de expresion de JNK
aumenta drasticamente la inestabilidad cromosdmica y conduce a aneuploidia (FIG. 5B).

La inestabilidad genética aumentada resultante de la pérdida de JNK es responsable de los tumores mas agresivos
en epitelio de préstata (FIG. 5C). Los inventores proponen que DKK3b inhibe el crecimiento tumoral, en parte, de
una manera dependiente de JNK in vivo. La invencion proporciona el primer marco mecanico para entender cémo el
eje de sefializacion de DKK3b-JNK evita la tumorigénesis y por lo tanto potencia significativamente el entendimiento
del papel de esta ruta de quinasa en el cancer humano.

Por lo tanto, la invencién demuestra un papel para JNK en la prevencion de la inestabilidad genética que promueve
la formacién tumoral y define las conexiones moleculares entre DKK3b y la ruta de JNK.

Caracterizacion del eje de sefializacion de DKK3b-JNK en cancer de prostata.

La expresion de DKK3 se pierde en la mayoria de tumores de prostata, y DKK3b es el supresor tumoral
bioldgicamente relevante del locus Dkk3. La quinasa activadora de JNK Mkk4 también estd mutada en un
subconjunto de tumores de prostata humanos primarios (Whitmarsh, et al. 2007 Oncogene 26(22):3172-3184; Kim,
et al. 2001 Cancer Res;61(7):2833-2837; Taylor, et al. 2008 Cancer Lett 272(1):12-22). Sin embargo, se desconoce
si la pérdida de ambos productos génicos actia de forma sinérgica para generar un cancer mas grave. La invencion
establece conexiones correlativas y causativas entre DKK3b y la ruta de JNK que demuestran la importancia de este
eje de sefalizacion en la prevencion del cancer de préstata. Las muestras de tumor de préstata humano primario
que representan un intervalo de puntuaciones de Gleason para expresion de DKK3b, DKK3a, B-catenina, MKK4,
MKK7 y JNK y fosfoanalogos se exploran por inmunocitoquimica, q°PCR y analisis de inmunotransferencia. La
expresion del supresor tumoral PTEN también se explora para determinar si las conexiones entre las rutas de
DKK3b y JNK requieren mutaciones de Pten. Los inventores proponen que la gravedad tumoral esta inversamente
relacionada con los niveles de DKK3b y directamente relacionada con la localizacion nuclear de B-catenina, y se
espera que la expresion o actividad de JNK, MKK4 y/o MKK7 esté inversamente correlacionada con la gravedad
tumoral.

Analisis de la inestabilidad genética en epitelio de prostata

La inestabilidad genética esta asociada con roturas de ADN, translocaciones y el desarrollo de aneuploidia. El grado
de inestabilidad genética se determina en secciones tisulares de prostatas de ratones APten and APten/AJnk
recogidas en diversos estadios del desarrollo tumoral incluyendo cuando solamente son evidentes lesiones de PIN.
La tumorigénesis de préstata potenciada en ratones APten/AJnk indica que los mecanismos reguladores que evitan
el crecimiento celular descontrolado (tales como apoptosis o senescencia) son defectuosos debido a la pérdida de
JNK. La pérdida de estas rutas desconecta el supresor tumoral DKK3b de la maquinaria de vigilancia genémica y en
Ultima instancia conduce a la formacion de tumores mas agresivos.

Inhibicién tumoral usando suministro por lentivirus de JNK o DKK3b activadas.

Se ensaya la idea de que la expresion especifica de prostata de DKK3b o JNK activada inhibe la formacion de PIN y
el crecimiento tumoral en modelos murinos de cancer de prostata. Para estos estudios, se modifican modelos
murinos para incluir un indicador de luciferasa especifico de préstata para visualizar el crecimiento tumoral en
ratones vivos. Se usa el sistema de suministro lentivirico para expresar DKK3b y/o una version constitutivamente
activa de JNK especificamente bajo el control del promotor de probasina especifico de préstata. (Vivanco, et al. 2007
Cancer Cell 11(6):555-569). El efecto de la expresion especifica de prostata de DKK3b o JNK activa en el
crecimiento tumoral se supervisa a lo largo del tiempo en animales vivos evaluando la expresion del indicador de
luciferasa.

Dependencia de JNK para efectos antitumorales de DKK3b

Aunque DKK3b bloquea la proliferacion de células cancerosas ex vivo, mediante un mecanismo que implica JNK, se
desconoce si esto también sucede in vivo. El reemplazo génico por construcciones lentiviricas se usara para
expresar tanto DKK3b como TAT-JBD, un inhibidor peptidico especifico de JNK, en tumores de préstata de ratones
indicadores de APten/Luciferasa. El efecto de la inhibicion de JNK en la funcién de DKK3b se evalla analizando la
formacion de PIN en secciones de prostatas de ratones sacrificados y supervisando la regresion tumoral a lo largo
del tiempo en animales vivos. Los inventores esperan que la pérdida de actividad de JNK conduzca a mas formacion
de PIN.
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Mecanismo o mecanismos moleculares de la activacién de JNK por DKK3b

Se examina la activacion de quinasas corriente arriba que se sabe que conduce a fosforilacion de JNK. El conjunto
de datos de RNA-Seq se consulta para identificar cambios en la expresidon génica que afectan a rutas que se sabe
que regulan la sefializacion de JNK. Se usa ELISA mdltiple para analizar cambios en los perfiles de expresion de
citocinas que podrian conducir a la activacion de JNK. Los principales hallazgos del analisis in vitro de los inventores
se confirman in vivo usando reemplazo génico/atenuacion por ARNi de miembros de la ruta candidatos que se
sospecha que desempefian un papel en la regresion tumoral y/o supresion de formacion de PIN. Por ejemplo, la
identificacion in vitro de una MAPKKK alterada por DKK3b o produccién dependiente de DKK3b de citocina o
citocinas activadoras de JNK se evaluara experimentalmente en tumores que expresen DKK3b.

Métodos y procedimientos

Citometria de exploracién por laser

La citometria de exploracion por laser se usa para analizar los cambios en la ploidia de células de tumores de
prostata de ratones APten y APten/AJnk. Debido a que este método usa secciones de prostata intacta, la
arquitectura tisular se conserva permitiendo la evaluaciéon de la formacion de PIN. Se tifien secciones tisulares de
prostata con anticuerpos para E-cadherina (para marcar células del estroma), N-cadherina/cadherina-11 (para
marcar células tumorales) y yoduro de propidio para marcar ADN seguido de analisis usando citometria de
exploracion por laser. El analisis del contenido de ADN en células del estroma (positivas para E-cadherina, pero
negativas para N-cadherina y cadherina-11) actia como un control interno para la poblacion de células diploides. El
contenido de ADN de células tumorales (positivas para N-cadherina y cadherina-11 y bajos niveles de E-cadherina)
se compara con células del estroma para determinar cambios de ploidia. Los experimentos de control incluyen
préstatas de ratones de tipo silvestre, Pb-Cre, Pten” y Jnk1™1gnk2™".

Métodos morfoldgicos

Se usan técnicas inmunohistoquimicas e imunofluorescentes convencionales para analizar la morfologia del tejido
prostatico y la presencia de roturas de cadenas de ADN en ratones APten/AJnk. Las secciones tisulares de prostata
se tifien con hematoxilina y eosina para revelar la morfologia. Las roturas de cadenas de ADN se valoran usando
anticuerpos para fosfo-H2Ax y p53BP. Las reordenaciones cromosomicas se evaluan usando la técnica de
cariotipacion espectral (SKY). La senescencia celular se determina ensayando el marcador de senescencia -
galactosidasa. La apoptosis se evalta valorando los niveles de ADN con muescas usando el ensayo (TUNEL) y
actividad caspasa 3. La proliferacion se cuantifica usando inmunotincion con Ki67 o BrdU. El tejido de prostata de
ratones de tipo silvestre, Pb-Cre, Pten” y Jnk1"1unk2” acttia como control. Se evaluaran secciones tumorales
usando microscopia confocal e imagenes fluorescentes analizadas con respecto a diferencias estadisticas usando
software Image Pro Plus®.

Analisis de expresion génica de tumor de préstata humano

Se obtienen muestras de ensayo tumorales del banco tisular de UMMS y representan diversos grados de gravedad
tumoral basandose en las puntuaciones de Gleason. Se aisla el ARN de muestras tumorales y se explora con
respecto a la expresion de DKK3b, DKK3a, B-catenina, Pten, Mkk4, Mkk7 y Jnk usando ensayos de qPCR vy los
resultados se confirman usando inmunotransferencia y/o inmunocitoquimica para detectar expresion de proteinas.
Estos experimentos establecen, por primera vez, una conexion correlativa entre DKK3b, la ruta de JNK y la
gravedad del cancer de prostata. Los inventores esperan que una puntuacion de Glison creciente esté
correlacionada positivamente con la pérdida de expresion génica tanto de Dkk3b como de Mkk4. Como alternativa,
la inactivacion mutacional podria suprimir funcionalmente las actividades de DKK3b y MKK4. Por lo tanto, los genes
de Dkk3b y Mkk4/7 se secuencian para identificar posibles mutaciones inactivadoras que no afectan a la expresion
general.

Modelos de ratén de cancer de préstata

Los modelos murinos novedosos de los inventores de cancer de préstata se cruzan con una cepa de raton
indicadora de luciferasa especifica de prdstata y la descendencia se usa para estos estudios. La expresion de
luciferasa especifica de prostata se dirige por un transgén que expresa el gen de luciferasa de luciérnaga bajo el
control de un promotor de probasina modificado para incluir dos elementos de respuesta a andrégenos (ARR2-Pb-
Lux, (Ellwood-Yen, et al. 2006 Cancer Res 66(21):10513-10516), en lo sucesivo en el presente documento Lux). Los
ratones indicadores de Lux se cruzan con los ratones condicionales de los inventores que carecen de expresion de
PTEN (APten) o PTEN y JNK (APten/AJnk) en la préstata, generando cepas tanto Lux-APten como Lux-APten/AJnk
para estudios de captura de imagenes de animales vivos.
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Construccion y uso de sistema de suministro lentivirico, especifico de préstata

Las construcciones lentiviricas para expresion especifica de prostata de JNK, JNK constitutivamente activa (una
fusion entre el activador de JNK corriente arriba MKK7 y JNK, MKK7-JNK), un inhibidor de JNK especifico TAT-JBD
(una proteina de fusion del dominio de union de JNK (JBD) de la proteina de armazén JIP1 unida a la secuencia de
TAT del VIH) y DKK3b se construyen como se detalla en el presente documento. La expresion de todas las
construcciones esta conducida por el promotor de ARR2-Pb para asegurar la expresion especifica de prostata e
incluye un marcador epitético para facilitar la deteccion de proteinas expresadas. Se administran sobrenadantes
lentiviricos a animales vivos bien mediante inyecciéon en la vena de la cola o, como alternativa, por inyeccion
intratumoral directa. Se realizan experimentos de control preliminares usando ratones de tipo silvestre para optimizar
el porcentaje de células de prostata infectadas mediante uno de los modos de inyeccién usando analisis
microscopico inmunofluorescente de secciones de préstata tefiidas con anticuerpos especificos de epitopo.

Cuantificacién del crecimiento tumoral en animales vivos

Las cepas de raton Lux-APten y Lux-APten/AJnk desarrollan tumores de prostata que expresan el gen indicador de
luciferasa de luciérnaga, permitiendo a los inventores supervisar la tumorigénesis en animales vivos. Se inyecta en
ratones sedados el sustrato de luciferasa, luciferina, y se mide la luz emitida usando el sistema de captura de
imagenes VIS de Xenogen®. Usando este sistema se pueden visualizar tanto lesiones primarias de estadio
temprano como metastasis que se han propagado a otros 6rganos. Se usan ratones Pb-Lux de tipo silvestre que
carecen de tumores como controles negativos. Se capturan imagenes de ratones con gen especifico reemplazado
(DKK3b, MKK7-JNK y TAT-JBD) antes de infeccion virica para establecer una linea basal para el tamafio tumoral.
Se recogen imagenes posteriores semanalmente durante cuatro semanas para determinar el efecto o los efectos de
la modulacion de las rutas de DKK3b y JNK en el crecimiento tumoral. Se han realizado estudios de control iniciales
para optimizar el tiempo entre interjecciones de luciferina y captura de imagenes de animales vivos. Los estudios de
control adicionales incluyen la inyeccion de una construccion lentivirica vacia.

Produccién y suministro de lentivirus

Se realiza produccion y validacion de sobrenadantes lentiviricos concentrados usando protocolos convencionales
establecidos en los laboratorios de los inventores. Los titulos viricos se determinan por dilucion limitante y la
expresion de las proteinas marcadas con epitopos especificos se determinara mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Se realiza administracion de particulas lentiviricas mediante inyeccioén en la vena de la cola de
ratones dos veces durante dos dias. Como alternativa, se realiza suministro directo de particulas lentiviricas a la
prostata de ratones anestesiados mediante una incisién pequefia en el peritoneo en el abdomen inferior. Se inyectan
aproximadamente 10-20 ul de reserva lentivirica concentrada (~108 particulas) en la prostata y la herida se cierra
usando suturas quirdrgicas. La recuperacion quirurgica de los animales se supervisa cuidadosamente con respecto
a sefales de infeccion u otras complicaciones. Los controles incluyen animales inyectados con PBS o lentiviriones
vacios.

Evaluacién de lesiones de neoplasia intraepitelial prostatica (PIN)

Se emplean técnicas de tincion inmunoldégica e histoquimica convencionales para evaluar el desarrollo de lesion de
PIN en los modelos murinos de los inventores de cancer de préstata. La prostata se recoge en puntos temporales
que abarcan desde la aparicién de la enfermad hasta el comienzo de la formacion tumoral. Se reparan secciones en
serie de tejido prostatico a partir de bloques tisulares congelados o incluidos en parafina. Una seccion se tifie con
hematoxilina y eosina para identificar las alteraciones morfolégicas que caracterizan las lesiones de PIN y se usan
las secciones adyacentes para deteccion inmunoldgica de productos génicos suministrados por lentivirus usando
anticuerpos marcados con epitopos. El nimero total de lesiones de PIN y el porcentaje de lesiones de PIN (si las
hubiera) que expresan una construccion o construcciones génicas suministradas por lentivirus se determinan a partir
de al menos cinco ratones en cada punto temporal.

Analisis de punto final de tejido de prostata

Para todos los experimentos que implican ratones, se recoge tejido de prostata en el momento del sacrificio del
animal. Se procesa el tejido de prostata fijado en paraformaldehido para generar secciones tisulares en parafina y
congeladas para andlisis de lesiones de PIN, expresion génica medida por lentivirus y actividad luciferasa. Se usa
tejido de prostata no fijado de ratones adicionales para analisis de transcritos usando QPCR y para determinacion de
la expresion de proteinas por ensayos de inmunotransferencia o ELISA mudltiple (luminex). Las prostatas de pequefio
tamafio en ratones que actian como controles negativos estan en estadios tempranos de la enfermedad y requieren
tejido agrupado para generar suficiente material para todos los analisis.

Estadistica y analisis de potencia

El nimero de ratones en cada grupo se determina por la potencia estadistica requerida para detectar diferencias
bioldgicamente relevantes, significativas. Puede detectarse una diferencia significativa en las medias entre grupos
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usando ensayo de t suponiendo la normalidad. La diferencia en las medias se expresa en unidades de desviacion
tipica (que expresa la magnitud de variabilidad entre animales). Con 8-10 ratones en cada grupo, pueden detectarse
diferencias entre las medias que son mayores de 1,25 DT (ya que diferencias menores probablemente no sean
bioldgicamente relevantes) a un nivel de significacion de 0,05. Se anticipa que el aumento de la expresion de Dk3b
dara como resultado retardo del crecimiento tumoral estadisticamente significativo.

La mayoria de los tumores establecidos independientemente del origen tisular muestran pruebas de inestabilidad
genética. Aunque es probable que los tumores de ratones APten/AJnk sean genéticamente inestables, es el analisis
de los acontecimientos mas tempranos en la tumorigénesis, la formacion de lesiones de PIN, lo que demuestra ser
fructifero con respecto a causa y efecto. Para superar las limitaciones analiticas debidas al pequefio tamafio de
lesiones de PIN tempranas, los inventores usan citometria y exploracion por laser. Una ventaja primaria de la
citometria de exploracion por laser es la conservacion de la arquitectura tisular que permite la identificacion de
lesiones de PIN basandose en la morfologia en lugar de la expresion de antigeno o antigenos tumorales. Este
enfoque también supera la salvedad de que pueden producirse diferencias en la expresién de cadherina en lesiones
de PIN tempranas y/o que la expresion de cadherina diferencial puede requerir transcripcion mediada por AP-1
dependiente de JNK. Debido a que la arquitectura tisular se conserva en citometria de exploracién por laser, pueden
usarse otros criterios tales como expresion de receptor de androgenos (RA) para identificar lesiones de PIN: el tejido
de préstata normal muestra una expresion bien definida de RA en una Unica capa de células epiteliales, mientras
que las lesiones de PIN muestran expresion de RA multicapa, desorganizada.

El analisis de roturas de cadenas de ADN en lesiones de PIN tempranas, asi como tumores de estadio tardio
usando inmunocitoquimica y SKY, respectivamente, permite conectar el dafio de ADN aumentado en lesiones de
PIN con translocaciones cromosémicas aumentadas en tumores de estadio tardio. Aunque es posible que no se
encuentren diferencias en la inestabilidad genética entre tumores APten y APten/AJnk por célula, los datos
obtenidos proporcionaran informacioén valiosa porque la frecuencia y apariencia en lugar del grado de inestabilidad
de las células afectadas pueden ser el motor que conduzca a formaciéon de tumor de préstata aumentada en
animales APten/AJnk. Dicho resultado destaca el papel de la ruta de JNK en el mantenimiento de la integridad
genética.

Otra preocupacion potencial es que las limitaciones/los defectos en activadores corriente arriba de JNK pueden
evitar que la expresion de JNK aumentada afecte al crecimiento tumoral. Para abordar esto, los inventores usan el
sistema de suministro lentivirico para expresar una proteina de fusién MKK7-JNK activa de forma constitutiva que
evita la necesidad de quinasas activadoras corriente arriba. Eso sirve a un ensayo de prueba de concepto
importante de la hipotesis de los inventores de que el aumento de los niveles de actividad de JNK inhibe el
crecimiento tumoral, y pone las bases para experimentos adicionales que busquen aumentar la actividad de JNK
enddgena en tumores modulando la ruta de JNK.

Aunque los inventores proponen que DKK3b bloquea el crecimiento de células cancerosas, en parte, mediante un
proceso dependiente de JNK, es igualmente posible que DKK3b también actie mediante mecanismos
independientes de JNK para inhibir el crecimiento de células cancerosas. Esta posibilidad puede ensayarse
expresando DKK3b en tumores de ratones de APten/AJnk. Si no se produce ningun cambio en el estado tumoral,
entonces la funcién protectora de DKK3b requiere JNK. Como alternativa, DKK3b puede inducir una inhibicién
parcial del crecimiento tumoral en ausencia de JNK lo que sugiere la existencia de rutas independientes de JNK
alternativas que controlan el crecimiento tumoral.

Finalmente, el suministro mediado por lentivirus de DKK3b y JNK a tejido de prostata presenta problemas
potenciales. Si el suministro por la vena de la cola de particulas lentiviricas no consigue niveles de infeccion
necesarios para afectar al crecimiento tumoral usando el virus, las células tumorales no infectadas continuaran
proliferando y podrian, si estan presentes en numeros suficientes, enmascarar cualquier inhibicién del crecimiento
proporcionada por DKK3b/JNK. Este peligro es particularmente preocupante para experimentos disefiados para
provocar la regresion de tumores establecidos. Para abordar este problema, se realizan estudios piloto usando un
virus indicador de GFP para determinar si la inyeccion en la vena de la cola produce suficientes tasas de infeccion
de prostata. Si la inyeccion por la vena de la cola de particulas viricas resulta ser ineficaz, se inyectan particulas
viricas directamente en la prostata de ratones anestesiados mediante una pequefa incisién realizada en el
abdomen. Los estudios de control iniciales determinaran el volumen/la concentracion de particulas viricas y el grado
de expresion de proteinas exdgenas. Los ratones inyectados con PBS y particulas antiviricas vacias se procesan en
paralelo como controles adicionales para estos experimentos.

Relacién entre DKK3b y fenotipos de tumor de mama triples negativos

Como otros canceres epiteliales, la expresion de DKK3b esta alterada en los tumores mamarios en el modelo de
raton de los inventores (FIG. 6) y muestra una relacion inversa, especifica de célula, con 3-catenina y citoplasmatica.
Esta heterogeneidad de la expresion de DKK3b y 3-catenina se mantuvo en lineas celulares derivadas de tumores lo
que indica que pueden aislarse diferentes cohortes de células residentes en tumores y su defecto o sus defectos
moleculares caracterizados ex vivo (FIG. 7).
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La pérdida de DKK3 puede desempefiar un papel importante en la formacion y el mantenimiento de los
denominados canceres de mama “triples negativos” (TNBC). Los canceres de mama triples negativos ER, PR, Her2
son una clase de tumores agresivos con pocas, 0 ninguna, opciones de tratamiento. Para examinar esto, se
emplean dos modelos de raton para explorar la evolucién de estos tumores y los detalles moleculares que
contribuyen a su naturaleza agresiva. El primero es el modelo de ratén novedoso de los inventores (TBP) que imita a
TNBC debido a la pérdida de tres rutas supresoras de tumores criticas: Rb; BRCA1; y p53 que estan afectadas en
TNBC humano. (Simin, et al. 2005 Cold Spring Harb Symp Quant Biol 70:283-290; Kumar, et al. 2012 PLoS Genet.
8(11) el003027; D’Amato, et al. 2011 PLoS One 7(9) e45684; Herschkowitz, et al. 2007 Genome Biol 8(5):R76). La
consulta de expresion génica global de 13 modelos de ratdon de los inventores reveld que el raton TBP imitaba a
TNBC humano. El segundo modelo, MMTV-Wnt1, es un modelo bien establecido de cancer de mama que también
se asemeja a TNBC, y se aprovecho para estudiar células iniciadoras de tumor. Los inventores plantean la hipotesis
de que la actividad de Wnt regulada por dys contribuye al fenotipo tumoral, y la direccién a esta ruta de DKK3b
bloqueara la progresion tumoral, lo que se traducira en beneficios técnicos significativos para pacientes con cancer
de mama.

DKK3b suprime la tumorigénesis, en parte, limitando la funcién de células iniciadoras de tumor dependientes de Wnt
y esto es novedoso vy significativo. El hallazgo de los inventores de que DKK3b muestra una relacion inversa con f3-
catenina citoplasmatica en tumores mamarios no tiene precedentes y claramente cambia el paradigma terapéutico
con respecto a como actia DKK3b para detener el crecimiento de células tumorales. La caracterizaciéon de las
propiedades antitumorales de DKK3b ofrece una nueva diana terapéutica con la posibilidad de desarrollar un
tratamiento racional eficaz de una clase letal de tumores mamarios agresivos.

Evaluar la contribucién de la expresion de DKK3b a la tumorigénesis mamaria

El ligando de Wnt es un morfégeno y mitégeno potente que promueve la progresiéon tumoral y la malignidad de
tumores TBP en multiples estadios del desarrollo. La evolucién temporal de la expresion tanto de B-catenina como
de DKK3b se definen en secciones tisulares de tumores mamarios, metastasis pulmonares y MIN (neoplasias
intraepiteliales mamarias) de ratones TBP y Wnt1. Se evaltan los patrones normales de expresion de -catenina y
DKK3b en tejidos de control de tipo silvestre. Las muestras tisulares se examinan usando inmunofluorescencia,
hibridacion in situ y ELISA multiple de células residentes en tumores aisladas.

Se usan paradigmas de clasificacion de células para enriquecer subconjuntos especificos de la poblacién de
tumores heterogénea usando los marcadores de superficie celular CD49f, CD24 y CD61 que marcan células
iniciadoras de tumores. Como alternativa, se usa microdisecciéon de captura por laser para aislar poblaciones
celulares morfologicamente definidas de tumores TNBC. Las células se aislan por clasificacion de microdiseccion y
se caracterizan por gPCR, ELISA multiple, inmunotransferencia y el ensayo de DK3RA. Se examinan
sistematicamente un minimo de 24 tumores TBP y 24 Wnt1 para establecer la expresiéon coincidente o mutuamente
excluyente de -catenina y DKK3b. Los resultados iniciales de los inventores mostraron que altos niveles de DKK3b
se asocian con bajos niveles de B-catenina citoplasmatica dentro de una Unica célula. La relevancia clinica de estas
dianas tumorales se corrobora evaluando muestras de ensayo obtenidas de pacientes. Los tumores se examinan
clasificando segun el grado y el estado de marcador clinico, usando suficientes nimeros para establecer
asociaciones estadisticamente significativas, como han publicado previamente los inventores (46-49) para definir el
fenotipo o los fenotipos de diferentes células residentes en tumores en tumores TNBC.

Examinar los efectos de DKK3b alterada en el inicio del tumor mamario

Los efectos de la expresion de DKK3b alterada en el inicio del tumor se determinan usando células epiteliales
mamarias de ratén inmortalizadas, transformadas con Wnt1, NMuMG. DKK3a no consiguio alterar la proliferacion de
células NMuMG, como células PC3 y DU145, mientras que DKK3b ralentizd el crecimiento celular (FIG. 8). Las
células NMuMG que expresan la DKK3b inducible por tet se transforman por Wnt1 y los efectos del aumento de
DKK3b en el inicio de tumor dependiente de Wnt1 se evallan usando cultivos de agar blando y ensayos de
formacion de tumorosferas.

Las células NMuMG no forman tumores a no ser que se transformen mediante sefiales oncogénicas tales como el
ligando de Wnt. Los trasplantes ortotdpicos de células NMuMG que expresan DKK3Db, inducibles por tet, en ratones
NOD/SCID experimentan transformacion y el efecto o los efectos de DKK3b en tumorigénesis evaluada in vivo. Los
tumores resultantes se recogen y los cambios dependientes de DKK3b se caracterizan mediante morfologia (H&E),
proliferacion (Ki67), apoptosis (TUNEL), patrones de distribucion de pB-catenina (células totales y relacion
citoplasmatica/nuclear) y genes diana regulados por LEF/TCF tales como E-Cadherina, N-Cadherina, AXIN2, Ciclina
D1y C-Myc. Ya que las células iniciadoras de tumores estan enriquecidas por estimulacién con Wnt1, se usa FACS
(CD49f*"°, CD24"*°, CD61*) para aislar y cuantificar poblaciones de células iniciadoras de tumores. (Cho, et al. 2008
Stem Cells 26(2):364-371; Vaillant, et al. 2008 Cancer Res 68(19):7711-7717). Se espera que niveles aumentados
de DKK3b atenuen tanto el inicio del tumor como el mantenimiento del tumor.
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Establecer la influencia de DKK3b enddgena en la tumorigénesis mamaria inducida por Wnt1 in vivo

El ratén indicador de Dkk3b™°FF con pérdida de funcion, condicional, se aparea con ratones MMTV-Wnt1 (JAX). Es
importante que la supresion condicional de DKK3b puede invertirse por coexpresion de Cre recombinasas (MMTV-,
BLG-, WAP-) dirigidas a glandulas mamarias. La hipotesis de los inventores es que niveles de DKK3b reducidos
agravaran el desarrollo tumoral inducido por Wnt1 debido al aumento descontrolado de B-catenina citoplasmatica. La
latencia tumoral y los fenotipos tumorales del Dkk3b“"”“"" parental (con inactivacién génica de Dkk3b), MMTV-
WNT1 (expresor de Dkk3b) y Dkk3b® " “*P/MMTV-WNT1 cruzado (con inactivacion génica de Dkk3b, productores de
tumores) y Dkk3b“*"P/MMTV- WNT1/MMTV-Cre) (restauracion de Dkk3b, productor de tumores) se comparan.
(Simin, et al. 2005 Cold Spring Harb Symp Quant Biol 70:283-290; Herschkowitz, et al. 2007 Genome Biol 8(5):R76;
Lu, et al. 2011 Mol Cancer Res 9(4):430-439; Simin, et al. 2004 PLoS Biol 2(2):E22). En el analisis mas sencillo, los
inventores anticipan que ratones que carezcan de DKK3b tendran mas tumores con aparicion mas rapida, y los
animales reparados por Cre que expresan DKK3b tendran menos tumores con aparicién mas lenta.

Determinar los efectos de DKK3b alterada en la funcién de células iniciadoras de tumores mamarios

Las células primarias derivadas de tumores mamarios en el ratén TBP con patrones de expresion de DKK3b*™

(MMTVWnt1: Dkk3b""P) y DKK3b° (MMTV-Wnt1:Dkk3b“""'°"F) proporcionan un recurso tnico para evaluar el
efecto de la actividad de DKK3b en células iniciadoras de tumores. Usando grupos seleccionados por FACS de
células que expresan DKK3b alta y baja de tumores primarios, se examina la influencia de DKK3b en las
capacidades iniciadoras de tumores por ensayos ex vivo e in vivo. Se espera que células con DKK3b alta supriman
la sefializacion de Wnt al nivel de su transductor intracelular, B-catenina, y reduzcan de este modo el inicio del tumor.
En estudios preliminares, los inventores han descubierto que la inhibiciéon de la ruta de Wnt redujo notablemente la
formacion de tumorosfera en cinco lineas celulares derivadas de tumor independientes (FIG. 9).

La relacion entre los niveles de expresion de DKK3b y el numero de células que muestran el fenotipo celular
iniciador de tumor (CD49f*"°, CD24°#°, CD61*) en tumores se usan para identificar la influencia de DKK3b en células
iniciadoras de tumores del raton TBP. Los niveles de DKK3b y B-catenina en células clasificadas por flujo se
ensayan mediante gPCR e inmunotransferencia. Se espera que las células iniciadoras de tumores tengan niveles
menores de expresion de DKK3b que la poblacion celular restante.

A continuacién, se establecera la capacidad iniciadora del tumor basal de células tumorales epiteliales humanas
primarias clasificadas (CD49f", CD44", CD24", EpCAM"). Las células se prepararan a partir de muestras tumorales
humanas recién recogidas (banco tumoral Umass) y se realizaran ensayos in vitro (agar blando/tumorosfera) e in
vivo (trasplante) como se ha detallado anteriormente. Las poblaciones de células clasificadas se manipularan
mediante suministro virico de ADNc de Dkkrb (sobreexpresion) o ARNi (atenuacion) y la expresion de DKK3b
alterada por influencia en tumorigénesis se determinara sistematicamente.

Demostrar que la expresién de DKK3b exdgena en tumores establecidos provoca regresion tumoral

El modelo murino de los inventores de cancer trasplantado se modifica para incluir células tumorales derivadas de
TBP que expresan TOPFlash conducido por TCF y una DKK3b inducible por tet. Estas células indicadoras permiten
visualizar el crecimiento tumoral estimulado por Wnt en un ratén vivo. Se induce la expresion de DKK3b mediante
inyeccion tumoral oral, IP o directa de tetraciclina en diferentes estadios del crecimiento tumoral y el tamafio tumoral
se supervisa por captura de imagenes de animal vivo usando el sistema de captura de imagenes IVIS de Xenogen®.
Usando este enfoque, se puede relacionar directamente la expresiéon de DKK3b con cambios especificos de ruta en
la sefalizaciéon de Wnt de células tumorales y regresion tumoral. Los estudios piloto in vitro muestran que la
expresion de luciferasa dependiente de Wnt se reprimié bloqueando la sefializacion de TCF (FIG. 10).

Métodos y procedimientos

Histologia: Se usan técnicas inmunohistoquimicas e inmunofluorescentes convencionales para analizar la morfologia
del tejido mamario como se detalla en el presente documento.

FACS. Se han presentado marcadores de células iniciadoras de tumores para ratones (CD49f*"°, CD24°*°, CD61*) y
canceres de mama humanos (CD49F+, CD44", CD24, EpCAM+). Todos los anticuerpos estan disponibles en el
mercado.

Ensayo de tumorosfera. Las células tumorales se cultivan en condiciones no adherentes (placas de union ultra baja,
Corning) en medio definido que contiene EGF y FGF. Se determinan las unidades formadoras de tumorosfera (UFT)
de raton por recuento. (Liu, et al. 2007 Cancer research 67(18):8671- 8681). El tiempo hasta la generacion y el
numero total de tumorosferas son los dos parametros usados como la lectura de ensayo.

Suspension y trasplante de células. Para explorar la capacidad de DKK3b para provocar la regresion de tumores
establecidos, una propiedad clave de cualquier diana terapéutica, se generan células TBP que albergan un indicador
TOPFlash conducido por TCF que expresan DKK3b o GFP (control) bajo el control de un promotor inducible por
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tetraciclina. Las células se inyectan en los paniculos adiposos mamarios de ratones receptores singénicos (FVB).
También se produce una linea celular TPB que también porta un indicador de luciferasa TOPFlash integrado de
forma estable (M50 Super 8xTOPFlash), conducido por ocho copias del elemento de unién a TCF optimizado (FIG.
10).

Para el trasplante, se mezclan 1x10° células 1:1 con Matrigel y se inyectan en la glandula mamaria n.° 2 de ratones
FVB de 7-8 semanas de edad receptores. Se proporciona tetraciclina por el agua para beber, inyeccion IP, inyeccion
tumoral directa, basandose en el método de suministro éptimo, cuando los tumores alcancen 0,5 cm de diametro
como se mide usando calibradores. El crecimiento tumoral se supervisa semanalmente mediante el sistema de
captura de imagenes VIS de Xenogen® como se detalla en el presente documento. Cuando los tumores de control
alcancen ~1,5 cm de diametro, los tumores se escindiran y se caracterizaran las rutas de sefalizacion afectadas por
DKK3b. Los calculos de potencia indicaron que los grupos de 10-11 ratones inyectados para cada linea celular son
suficientes para conseguir resultados estadisticamente significativos.

Estadistica y analisis de potencia. Los métodos estadisticos y los analisis de potencia se describen en el presente
documento.

La interrupcién de la sefalizacion de Wnt reduciendo el factor de cambio de B-catenina citoplasmatica tiene
importantes implicaciones en la traduccién como una nueva ruta reguladora que puede detener la expansion de la
célula iniciadora de tumor mamario. Desde este punto de vista, la reexpresién de DKK3b, bien mediante activacion
in situ a través de su promotor nativo o bien mediante transfeccién de ADNc de Dkk3b atenuara el crecimiento
independiente del anclaje de células epiteliales mamarias y bloqueara la formaciéon de tumorosferas, una propiedad
correlacionada con la capacidad de inicio de tumor in vivo. (Liu, et al. 2007 Cancer research 67(18):8671-8681). Los
experimentos descritos son sencillos en su disefio, validados por ensayo y proporcionan la base experimental para
la aplicacion terapéutica de DKK3b para la regresion tumoral. En los experimentos in vivo, se espera que la pérdida
de DKK3b agrave la tumorigénesis de Wnt1, pero eso requiere inactivacion de ambos alelos lo que puede tener
consecuencias desafortunadas. Para evitar esto, se realiza atenuacién de DKK3b especifica de tumor mediante
suministro tumoral de ARNip lentivirico, un medio para generar mutantes de expresion de DKK3b dirigidos a tejido
para analisis de evolucion tumoral basada en Wnt1.

Edicion génica basada en ZFN en la produccion de ratén indicador de DKK3b y cualquier estudio de funcion
de promotor

Se usa el enfoque de edicidon génica basada en nucleasa de dedo de zinc (ZFN) para producir un ratén identificador
de Dkk3b redirigiendo el promotor de DKK3b para conducir la expresion de un indicador fluorescente (FIG. 4).

Durante la validacion de los pares de ZFN, se generan por defecto células CFP C8 conducidas por promotor de
Dkk3b, con genes editados, de pares de ZFN (C8Dkk3b°"*"). El astrocito C8 es una linea celular inmortal con
expresion génica de Dkk3 suprimida y puede usarse para explorar el acontecimiento o los acontecimientos celulares
influidos por DKK3b sin la influencia confusa de aneuploidia/poliploidia y la inestabilidad genética inherente en lineas
celulares tumorales. Ademas, esta linea celular es un recurso inestimable para estudios de la funcién de promotor.
Se realiza analisis funcional sistematico del promotor de Dkk3b para identificar elementos promotores de Dkk3b
individuales usando expresion de CFP como el criterio de valoracion y analisis por ordenador (TranFac, algoritmos
de Genomatrix) de elemento o elementos promotores. Uno o mas moduladores promotores que aumentan la
transcripcion de este locus se identifican usando este enfoque de vigilancia de promotores.

El locus de Dkk3b de gen editado esta notablemente “silenciado” por hipermetilacion en las células C8
inmortalizadas. Se usaron inhibidores de metilasa y activadores de desacetilacion para aumentar la expresion de
este promotor. Como se muestra en la figura 12, las células C8°*“** con genes editados expresaron sefiales de
CFP débiles, mientras que la inhibicién de la metilacion aumentd notablemente la expresiéon del indicador. Estos
datos validan la estrategia de direccion a ZFN, confirman la insercion de CFP y muestran que los inhibidores de
metilasa pueden desreprimir el promotor de DKK3 “silenciado”.

Proteina de fusion de DKK3b y efectos en la expresion génica dependiente de fB-catenina, proliferacion
celular y metastasis

Se fusionan dominios de transduccion de membrana pequefios (MTD) con el extremo N-terminal de DKK3b para
producir una proteina de fusion biodisponible usando métodos publicados (Nagahara, et al. 1998 Nature medicine
4(12): 1449-52). Se ensambld una construccion de fusion de TAT-DKK3b y se purifico la proteina de fusion a partir
de lisados bacterianos desnaturalizados por urea usando resinas Ni-NTA. La FIG. 13A muestra los dominios
epitépicos de la proteina de fusién de TAT-DKK3b. Como se muestra en la FIG. 13B, un tratamiento de 5 minutos de
células NMuMG y HEK293T estimuladas por Wnt con TAT-DKK3b (>40 fg/célula) silencio la expresion génica
conducida por TCF, E2F y RelA dependiente de B-catenina y restaurd la expresion de marcadores suprimidos por -
catenina de diferenciacion celular, E-cadherina y EIf3 (FIG. 13B). Los datos en la FIG. 14 muestran que el
tratamiento con TAT-DKK3b no tuvo ningun efecto en células NMuMg no transformadas, pero detuvo la proliferacion
celular de células estimuladas por Wnt. TAT-DKK3b también bloqued la migracion de las células de cancer de mama
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MDA-MB-231 humano altamente invasivo. Estos datos muestran que la DKK3b que permea en membrana,
expresada en bacterias, conserva todas las propiedades antineoplasicas de la DKK3b nativa.

La proteina de fusion de TAT-HA-DKK3b en estudios iniciales incluyé marcadores epitdpicos y secuencia
complementaria que comprendia casi el 25 % de la proteina de fusidon y no son deseables en un producto
terapéutico. Para reducir la antigenicidad y eliminar la secuencia innecesaria, el casete de TAT-HA se remplaza con
un MTD sintético de 11 restos de longitud que se ha indicado que aumenta la permeabilidad de membrana en >30
veces, elimina/reduce la antigenicidad y extiende la semivida biolégica de la proteina de fusion codificada. La MTD-
DKK3b optimizada conservara el marcador de polihistidina para purificacion de la MTD-DKK3b en condiciones
desnaturalizantes.

Optimizar condiciones para produccion de MTD-DKK3b en bacterias. Se preparan cultivos pequefios de las
construcciones de pMTD-DKK3b individuales en E. coli que expresan polimerasa T7 inducible por IPTG. Se
seleccionan las condiciones de crecimiento/induccion de IPTG de modo que >90 % de la MTD-DKK3Db se localice en
cuerpos de inclusion. Las células bacterianas se extraen con urea, se purifica de ellas MTD-DKK3b mediante
aislamiento de afinidad por Ni++ y después se formulan sin urea. Los niveles de expresion de MTD-DKK3b se
evalian mediante analisis de inmunotransferencia usando anticuerpos anti poliHis o anti DKK3b. Las MTD-DKK3b
candidatas purificadas se ensayan con respecto a pureza mediante SDS-PAGE y SEC-HPLC y con respecto a
bioactividad usando lineas celulares indicadoras que secretan indicadores dependientes de B-catenina al medio de
cultivo (véase posteriormente). El clon 6ptimo se usa para producir un banco celular maestro para futuro desarrollo
clinico.

Desarrollar esquema de purificacion para MTD-DKK3b desplegada usando patrones de GMP. La lisis de
células bacterianas y aislamiento de MTD-DKK3b de cuerpos de inclusion se optimizan sistematicamente. La
concentracion de desnaturalizantes, urea y/o sales caotrépicas, condiciones liticas y etapas de limpieza se examinan
de forma sistémica. Las concentraciones de urea se optimizan para maxima recuperacion de la proteina de fusion
minimizando al mismo tiempo el contenido de urea de los tampones de extraccion para facilitar el cambio de escala
de la purificacion.

Las proteinas extraidas con urea se purifican por afinidad en resina de Ni** y se eluyen con imidazol en urea
tamponada. La urea se retira después rapidamente para minimizar el replegamiento de la proteina de fusion MTD-
DKK3b. LA optimizacion de la purificacion en este estadio implica principalmente investigacion de las etapas de
lavado mientras que la proteina esta unida a la resina de Ni** con concentraciones de imidazol y pH de tampén de
lavado variables. Un parametro clave en este estadio es la reduccion de la contaminacion. La bioactividad de la
MTD-DKK3b purificada se evalla en lineas celulares indicadores dependientes de B-catenina. El replegamiento y la
agregacion se supervisan mediante union con colorante fluorescente.

Se proporciona informacion adicional sobre el ensamblaje de TAT/PTD DKK3b en las FIG. 15-22.
En esta memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares “un”, “una”, “el” y “la” incluyen
referencias plurales, a no ser que el contexto claramente dicte otra cosa.

A no ser que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto habitual en la materia. Aunque puede usarse
también cualquier método y material similar o equivalente a los descritos en el presente documento en la practica o
ensayo de la presente divulgacion, se describen ahora los métodos y materiales preferidos. Los métodos
enumerados en el presente documento pueden llevarse a cabo en cualquier orden que sea ldgicamente posible,
ademas de un orden particular desvelado.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 670 606 T3

REIVINDICACIONES

1. Una forma truncada de una proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana aislada, que esta codificada por los exones 3-8
del locus génico de DKK3.

2. Una célula hospedadora transformada con una forma truncada de una proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana
recombinante aislada, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKK3.

3. Una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia polinucleotidica que codifica una forma
truncada de proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKKS.

4. Un virus recombinante modificado genéticamente para expresar una forma truncada de proteina Dickkopf 3
(DKK3) humana, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKKS.

5. Un transgén recombinante que comprende un polinucleétido que codifica una forma truncada de proteina Dickkopf
3 (DKK3) humana, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKK3.

6. Una composicion farmacéutica que comprende un virus recombinante modificado genéticamente para expresar
una forma truncada de proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico
de DKKS y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

7. Una composicion farmacéutica que comprende un virus recombinante modificado genéticamente para expresar
una forma truncada de proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana, que esta codificada por los exones 3-8 del locus génico
DKKS3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable para su uso en el tratamiento del cancer o en la inhibicion de la
progresion tumoral.

8. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7 para su uso en el tratamiento del cancer o en la
inhibicion de la progresion tumoral, en la que el cancer se selecciona del grupo que consiste en carcinoma, linfoma,
blastoma, sarcoma, liposarcoma, tumor neuroendocrino, mesotelioma, schwannoma, meningioma, adenocarcinoma,
melanoma, leucemia, tumor maligno linfoide, cancer de células escamosas, cancer de células escamosas epiteliales,
cancer de pulmon, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico, adenocarcinoma del pulmoén,
carcinoma escamoso del pulmon, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estomago, cancer
gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer ovarico, cancer de higado,
cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal, carcinoma
endometrial o uterino, carcinoma de glandula salival, cancer de rifién o renal, cancer de préstata, cancer vulvar,
cancer tiroideo, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma peniano, cancer testicular, cancer esofagico, un
tumor del tracto biliar y cancer de cabeza y cuello.

9. La composicién farmacéutica de acuerdo con las reivindicaciones 7 u 8 para su uso en el tratamiento del cancer o
inhibicion de la progresion tumoral, en la que el cancer o el tumor es el de mama o el de préstata.

10. Una composicién farmacéutica que comprende una forma truncada de proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana, que
esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKK3 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

11. Una composicion farmacéutica que comprende una forma truncada de proteina Dickkopf 3 (DKK3) humana, que
esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKK3 para su uso en el tratamiento del cancer o en la
inhibicion de la progresion tumoral.

12. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 11 para su uso en el tratamiento del cancer o en
la inhibicion de la progresion tumoral, en la que el cancer se selecciona del grupo que consiste en carcinoma,
linfoma, blastoma, sarcoma, liposarcoma, tumor neuroendocrino, mesotelioma, schwannoma, meningioma,
adenocarcinoma, melanoma, leucemia, tumor maligno linfoide, cancer de células escamosas, cancer de células
escamosas epiteliales, cancer de pulmoén, cancer de pulmén microcitico, cancer de pulmén no microcitico,
adenocarcinoma del pulmén, carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer
gastrico o de estdmago, cancer gastrointestinal, cancer pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer
ovarico, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer rectal, cancer
colorrectal, carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandula salival, cancer de rifidén o renal, cancer de
préstata, cancer vulvar, cancer tiroideo, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma peniano, cancer testicular,
cancer esofagico, un tumor del tracto biliar y cancer de cabeza y cuello

13. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 12 para su uso en el tratamiento del cancer o en
la inhibicién de la progresion tumoral, en la que el cancer o el tumor es el de mama o el de préstata.

14. Una composicion farmacéutica que comprende una forma truncada de proteina Dickkopf 3(DKK3) humana, que

esta codificada por los exones 3-8 del locus génico de DKK3 para su uso en la induccion de un efecto de supresion
tumoral.
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FIG. 2. Efectos de DKK3a y DKK3b en la proliferacion de células PC3. Se sembraron lineas celulares PC3 que
albergaban la DKK3a regulada por tet o DKK3b regulada por tet en placas de microtitulacion de 96 pocillos. Al inicio
del experimento, se alimentaron pocillos repetidos (n=5) con medio de cultivo £ 100 ng/ml de tet y se determiné el
numero de células usando el reactivo WST-1. Cada punto de datos representa la media de repeticiones quintuples;
se muestran tres experimentos de ciclo temporal repetidos.
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FIG. 3. Efectos del aumento de DKK3b en la proliferacion celular en células Du145. Se sembraron células DU145
que portaban la DKK3b inducible por tet en placas de microtitulacion de 96 pocillos. A t=0 se afiadié tet como se
indica y se midio la proliferacion celular usando WST-1. Los datos son las medias, n=5.
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FIG. 4. Esquema de edicién génica para el promotor de Dkk3b.

20



ES 2 670 606 T3

>

B, W Condegd

. S oS
R ‘“": e \?g‘sﬁ i
: ‘? 4
T N poooey
e 18 -
: T
T .

s

2
Py Gw 0T LE UG B Ae UE G
1

%

3

k7

Células poliploides (%)
%

Proliferacién celular (% de cambio)

Ve

o
§

: Doxiciclina
&3 TAYL I

AJNK  APTEN -

FIG. 5. A. Efecto de la inhibicién de JNK en la pérdida celular inducida por DKK3b; B. Analisis de ploidia en MEF de
control y AJnk; y, C. Morfologia global de tumores de prostata en ratones de tipo silvestre, AJnk, APten y
APten/AJnk. A. Las células DU145 que expresaban DKK3b se trataron sin o con el inhibidor de JNK TAT-JBD
durante 48 horas. Proliferacion celular determinada como en la FIG. 2. B. Datos de FACS con >30 000 células
tefiidas con Pl seleccionadas en >4n células; p=numero de pases. C. Prostatas recogidas a las 20 semanas de
vida.
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Alvéolos

FIG. 6. Expresion de DKK3b y B-catenina en estadios tempranos y tardios de formacion de tumores mamarios en
ratones TBP. Flecha vacia, epitelio normal; flecha sdlida, células tumorales tempranas; flecha sombreada, -
catenina alta/DKK3b baja; asterisco, DKK3b alta/ B-catenina baja.
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FIG. 7. Dkk3b muestra expresién variable entre lineas celulares derivadas de tumor de ratén. Las lineas celulares

1055, 1029, 1113T y K5957 se obtuvieron de tumores primarios del raton con TBP inactivado. NMuMG son epitelio
mamario normal inmortalizado.

23



ES 2 670 606 T3

Densidad éptica
relativa (595nm)

Vector  Dkxda  Dkk3b

vacio

FIG. 8. Dkk3b exdgeno pero no Dkk3a suprime la proliferacion de células mamarias de raton NMuMG inmortalizadas
(p<0,002).

24



ES 2 670 606 T3

1' 2" Linea celular
& [os7
e
2 1055
$3 (31025
£ §1113
e
31029

Simulacién

FIG. 9. El inhibidor de la ruta de Wnt, XAV939, suprimié la formacién de tumorosferas de cinco lineas celulares
derivadas de tumor TBP independientes, lo que indica la necesidad de sefalizaciéon de Wnt.
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FIG. 10. B-catenina activa de forma dominante (DA-cat) induce actividad TOPFLASH en células derivadas de tumor
de ratén (linea 1029) y se reprime por efector negativo dominante, TCF4 (DNTCF4).
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FIG. 11. Se transfectaron células NMuMG con Wnt7a, DKK3a y DKK3b y se cultivaron durante 48 horas. Se
prepararon lisados celulares por triplicado y se determiné la expresion de luciferasa usando métodos de laboratorio
convencionales.
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control 5' azacitidina

FIG. 12. Células C8DKK3b ™" cultivadas durante 72 horas con el inhibidor de metilasa 5" azacitidina.
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FIG. 13. A. Organizacion de dominios de la proteina de fusiéon TAT-DKK3b. B. Efectos de TAT-DKK3b en la
expresion génica dependiente de B-catenina en células HEK293T o NMuMG tratadas con Wnt. Las células se
transfectaron con cocteles de plasmidos que contenian Wnt, promotor-luciferasa y un control de transfeccion,
pRhluc. Las células se expusieron a TAT-DKK3b durante 5 minutos y se cultivaron durante 24 horas; se prepararon
lisados y se determind la actividad luciferasa.
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FIG. 14. Efectos de TAT-DKK3b en la proliferacion celular y en la metastasis.
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Cadena mas PTD optimizada
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5’ -GATCCAAGCTTGGCTATGCTCGCGCTGCTGCTGCTCAGGCTCGCGCTGGTGGATCCAC-3

Cadena menos PTD optimizada

5’ -CATGGTGGATCCACCAGCGCGAGCCTGAGCAGCAGCAGCGLGAGCATAGCCARGCTTG-3

Secuencia: intervalo de secuencia de ADNc de dominic de PTD: 1 a &0

10 20 30 40 50 60
GATCCAAGCTTGGCTATGCTCGCGCTGCTGCTGCTCAGGCTCGCGLCTGGTGGATCCAC

GTTCGAACCGATACGAGCGCGACGACGACGAGTCCGAGCGCGACCACCTAGGTGGTAC

S KL G Y A RAAAAQARAGG S T M

__ TRADUCCION DE SECUENCIA DE ADNC DE DOMINIO PTD >

Dominio PTD hibridado a partir de cebadores sintetizados

GA TCC AAG CTT GGC TAT GCT CGC GCT GCT GCT GCT GCT GCT CGC GCT GGT GGA TCC AC NeoI -3
G TTC GAA CCG ATA CGA GCG CGA CGA CGA CGA GTC CGA GCG CGA CCA CCT AGG TGG TAC

BamH1 = X L G Y A R A A A A Q A R A G G S T M

FIG. 16
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Mapa del extremo N terminal de la proteina de fusion PTD-DKK3b "éptima". (El dominio PTD sintético
esta subrayado)
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FIG. 18. Construccién de TAT-HA original
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CEBADORES PARA CLONACION EN FASE DE DKK3B (DE RATON Y SER HUMANO)

Extremo 5' del sitio Ncol de dkk3b para clonacién en fase

Raton  dkk3b 5"GATCCTGA ACC ATG GAG GCG GAA GAA GCA G
hui}earno dkk3b 5"GATCCTGA ACC ATG GAG GCA GAA GAA GCT G

Extremo 3' de sitio Xhol aiiadido a dkk3b para clonacién

Ser
humano 5" GATCCTGACTCGAGTTACTAAATCTCTTCCCCTCCCAGCAGTG

en laboratorio

Ratén 5" GATCCTGACTCGAGTTACTAAATCTCCTCCTCTCCGCCTAG

FIG. 21
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- TAT-HA

FIG. 22
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