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DESCRIPCION
Materiales y métodos para tratar el cancer con PTEN deficiente o mutado
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a materiales y métodos para tratar el cancer con PTEN deficiente o mutado
utilizando inhibidores de cinasa mitética, y a métodos para explorar agentes para el tratamiento del cancer con
PTEN deficiente o mutado.

Antecedentes de la invencion

En el centro del disefio de nuevas estrategias terapéuticas para el cancer es la identificacion de genes que son
criticos para la supervivencia de las células tumorales pero que son enormemente redundantes en las células
normales. La correlacion de los cambios moleculares con la tumorigénesis ha proporcionado una via para la
identificacion de dianas potenciales de farmacos y proporciona el razonamiento de los esfuerzos para caracterizar la
variacion genética y la expresion genética en los tumores. Sin embargo, la naturaleza correlativa de estos datos
significa que frecuentemente no es posible determinar sin las observaciones son la causa o simplemente un efecto
del estado de enfermedad. Por ejemplo, las células tumorales presentan generalmente cualquiera de entre 10* y 10°
cambios genéticos en comparacion con el ADN de la linea germinal pero las estimaciones tedricas sugieren que solo
pocas de estas mutaciones (probablemente menos de 10) son directoras criticas de la formacion tumoral y
supervivencia (revisado en (1)).

Brough et al. (Current Opinion in Genetics & Development 2011, 21:34-41) describen cémo el concepto biolégico de
enfermedad sintética/letalidad (SSL) se puede utilizar para identificar nuevas estrategias terapéuticas y dianas en
modelos desde levaduras a células humanas. Se sabe que los genes diana que se sobre-expresan en formas
particulares de cancer. Sin embargo, a pesar de estos éxitos, el desarrollo de farmacos que destruyan
selectivamente las células cancerosas sin dafiar las células normales sigue siendo un desafio considerable. Este
proceso es particularmente problematico cuando se considera como dirigir una proteina tal como un supresor
tumoral disfuncional que o esta muy inactivo o incluso completamente ausente. Si un gen en una relacion SSL es un
gen supresor tumoral, entonces su pareja sintética letal se convierte en una diana terapéutica candidata que se
podria utilizar en las células tumorales con una disfunciéon definida de un gen supresor tumoral. La SSL puede
producirse entre genes que actlian en la misma ruta bioquimica o en distintas rutas, pero compensatorias.

El documento WO 2012/000103 se refiere al direccionamiento de cancer con mutaciones de PTEN con antagonistas
de la PLK4. Harrington et al. (Nature Medicine, 10(3): 262-267, 2004) describe el VX-680, un inhibidor de molécula
pequefia de Aurora cinasas. Song et al. (Cell, 144: 187-199, 2011) hacen referencia a PLK1 y Aurora cinasas como
dianas para la inhibiciéon en el tratamiento del cancer con PTEN mutado. El documento WO 2010/007756 describe
una serie de compuestos para inhibir la TTK para el tratamiento del cancer. El documento US 2011/0002923
describe el uso de un antagonista de la TTK para el tratamiento de cancer de mama especificamente positivo a
HER-2. El documento US 2003/0045491 describe un método para reducir el crecimiento de una célula cancerosa
poniéndola en contacto con un agente que reduce la actividad de la TTK. No se hace mencidn del uso de inhibidores
de la TTK en el tratamiento de canceres con PTEN mutado o deficiente en estos documentos.

En el cancer de mama, la definicién de genes criticos implicados en la supervivencia de las células tumorales puede
dar lugar en algunos casos al desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para la enfermedad, el ejemplo reciente
mas notable es el desarrollo de agentes tales como trastuzumab y lapatinib, que se dirige a la dependencia de
algunos tumores de mama al oncogén ERBB (2). Sin embargo, a pesar de la abundancia de caracterizacién
molecular, genética e histoloégica de los tumores y modelos de lineas celulares, nuestro entendimiento de las
dependencias genéticas en canceres tales como el cancer de mama, sigue siendo muy poco. En consecuencia,
existe la necesidad en la técnica de nuevas estrategias terapéuticas, en particular las que se dirigen a dependencias
genéticas de diferentes formas de cancer encontrando cales del gran nimero de genes mutados en diferentes
formas de cancer son criticas para la formacion de tumores y la supervivencia.

Sumario de la invencion

En general, la presente invencidon se basa en el trabajo que intenta definir exhaustivamente las dependencias
genéticas de un conjunto de genes potencialmente “tratables farmacolégicamente” en un amplio rango de modelos
de lineas celulares tumorales. En su realizacion, los inventores no solo reafirman el impacto de la sefializacién de la
PI3-cinasa y ERBB2 en el cancer de mama, sino que identifican de manera importante nuevas dependencias
genéticas para subconjuntos genéticamente definidos de cancer. En particular, la presente invencion se basa en los
experimentos descritos en el presente documento en los que la inhibiciébn de una cinasa mitética, tal como la
proteina cinasa TTK, es eficaz para el tratamiento de cancer con PTEN mutado o deficiente.

El homélogo de fosfatasa y tensina (“PTEN") es un gen que se ha identificado como un supresor tumoral mediante la
accion de su producto fosfatasa y esta mutado en un gran nimero de canceres con alta frecuencia. La proteina que
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codifica este gen es una fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa. contiene un dominio tipo tensina, asi como un
dominio catalitico similar al de las proteina tirosina fosfatasas de especificidad dual. A diferencia de la mayoria de las
proteina tirosina fosfatasas, esta proteina desfosforila preferentemente sustratos fosfoinositida. Regula
negativamente los niveles intracelulares de fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato en las células y funciona como un
supresor tumoral regulando negativamente las rutas de sefializacion AKT/PKB y mTOR. El informe HUGO Gene
Symbol para PTEN se puede encontrar en http://www.genenames.org/data/hgnc data.php?hgnc id=9588, que
proporciona enlaces a las secuencias de aminodacidos y acido nucleico de PTEN, asi como la referencia a las
proteinas homadlogas murinas y de rata. Las cinasas mit6ticas son un grupo establecido de proteina implicadas en la
regulacion de los puntos de control celulares, véase Nigg (Nature Reviews, 2: 21-31, 2001). La cinasa mitética que
se pueden dirigir en todos los aspectos de la presente es la TTK, que se expone en la siguiente tabla.

Consulta ID del gen Simbolo Nombre ID de UniProt

Serina/treonina-proteina cinasa 6 (EC
2.7.11.1)(Aurora cinasa A) (Aurora-A)
(Serinal/treonina cinasa 15) (cinasa 1
relacionada con Aurora/lPL1)(cinasa 1
relacionada con Aurora) (hARK1) (cinasa
amplificada en tumores de mama)

1 | AURKA |ENSGO00000087586| AURKA A3KFJ2 HUMAN

cinasa TTK de especificidad dual (EC
2 TTK |ENSG00000112742 TTK 2.7.12.1) (treonina-proteina cinasa que A8K8U5 HUMAN
escoge fosfotirosina) (PYT)

proteina cinasa 4 de division celular(EC
3 CDK4 [ENSG00000135446 CDK4 2.7.11.22) (cinasa 4 dependiente de ciclina) |Q6LC83 HUMAN
(PSK-J3)

Serina/treonina-proteina cinasa PLK4 (EC
2.7.11.21) cinasa 4 tipo polo) (PLK-4)
(Serina/treonina-proteina cinasa Sak)
(Serina/treonina-proteina cinasa 18)

4 PLK4 |ENSG00000142731 PLK4 Q15455 HUMAN

serina/treonina-proteina cinasa de punto de
control mitético BUB1 beta (EC 2.7.11.1)

5 BUB1B |ENSG00000156970 BUB1B [(proteina cinasa relacionada con C9JLWS5 HUMAN
MAD3/BUB1) (hBUBR1) (cinasa MAD3L de
punto de control mitético)(Proteina SSK1)

Serina/treonina-proteina cinasa PLK1 (EC
2.7.11.21) (cinasa 1 tipo polo)(PLK-1)
(Serina/treonina-proteina cinasa 13)
(STPK13)

6 PLK1 |ENSG00000166851 PLK1 PLK1 HUMAN

proteina 2 homologa de control de divisién
celular (EC 2.7.11.22) (EC 2.7.11.23)
(proteina p34. cinasa) cinasa 1 dependiente
de ciclina) (CDK1)

7 CDC2 |ENSG00000170312 CDC2 C9J497 HUMAN

Serina/treonina-proteina cinasa PLK3 (EC
2.7.11.21) cinasa 3 tipo polo)(PLK-3)

8 PLK3 |ENSG00000173846 PLK3 (serina/treonina-proteina cinasa inducible por | PLK3 HUMAN
citocina) (cinasa inducible por FGF) (cinasa
relacionada con proliferacién)

Serina/treonina-proteina cinasa 12 (EC
2.7.11.1) (Aurora-B)(proteina 1 asociada con
9 | AURKB |ENSG00000178999( AURKB [cuerpo medio tipo Aurora e Ipll) (AIM-1) B2RC06 HUMAN
(cinasa 2 relacionada con Aurora/IPL1)
(cinasa 2 relacionada con Aurora)(STK-1)

Un ejemplo preferido de una cinasa mitética, cuyos inhibidores se pueden utilizar de acuerdo con la presente
invencion para el tratamiento de cancer con PTEN mutado o deficiente, es la proteina cinasa TTK. Esta cinasa es
una proteina cinasa de especificidad dual con la capacidad para fosforilar la tirosina, serina y treonina. La TTK se
asocia con la proliferacion celular y es esencial para el alineamiento cromosémico en el centromero durante la
mitosis y es necesaria para la duplicacidon del centrosoma. Se ha descubierto que es una proteina de punto de
control mitético para la segregacion precisa de los cromosomas durante la mitosis. El informe HUGO Gene Symbol
para TTK puede encontrarse en http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php? hgnc_id=12401, que proporciona
enlaces a las secuencias de acido nucleico y aminoacidos de la TTK, asi como hace referencia a las proteinas
homologas murinas y de rata.

En consecuencia, en un primer aspecto de la presente invencion se proporciona un inhibidor de la proteina cinasa
TTK para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene cancer inhibiendo dicha proteina cinasa
TTK, en el que el cancer es un cancer con el homélogo de fosfatasa y tensina (PTEN) mutado o deficiente.
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En un aspecto adicional, la presente invencidn proporciona un método de seleccion de agentes utiles en el
tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o deficiente, empleando el método una primera y segunda lineas
celulares, en el que la primera linea celular es PTEN y la segunda linea celular tiene PTEN competente,
comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la primera y segunda lineas celulares de mamifero con al menos un agente candidato;
(b) determinar la cantidad de celular muertas en la primera y segunda lineas celulares;

(c) seleccionar un agente candidato que es sintéticamente letal por la primera linea celular; y

(d) determinar si el agente candidato seleccionado en la etapa (c) es un inhibidor de la proteina cinasa TTK.

En un aspecto adicional, la presente invencién proporciona un método de exploracion de agentes Utiles en el
tratamiento de cancer con PTEN mutado o deficiente, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la proteina cinasa TTK con al menos un agente candidato;

(b) determinar un efecto de al menos un agente candidato sobre la actividad de la proteina cinasa TTK; y

(c) seleccionar un agente candidato que inhiba la actividad de la cinasa mit6tica que sea Util para el tratamiento
del cancer con el PTEN mutado o deficiente.

En algunos aspectos, la presente invencion proporciona un método que comprende la identificacién de un agente
candidato util para el tratamiento del cancer con PTEN mutado o deficiente de acuerdo con un método como se
describe en el presente documento, la etapa adicional de fabricacién del compuesto al por mayor y/o la formulacién
del agente en una composicién farmacéutica.

La presente invenciodn incluye la combinacion de los aspectos y caracteristicas preferidas descritas excepto cuando
dicha combinacién claramente no es permisible 0 se establece que se evite expresamente. Las realizaciones de la
presente invencién se describiran ahora mediante ejemplos y sin limitacion en referencia a las figuras adjuntas.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Efectos de la dependencia del oncogén PIK3C A y ERBB2 en el cancer de mama confirmados
mediante perfil de viabilidad funcional. a. mapa caliente que muestra los resultados de un agrupamiento
supervisado por valoraciones Z de ARNip. Las lineas celulares de tumor de mama se agruparon segun es estado
de mutacion genética de PIK3CA y los efectos diferenciales entre el PIK3CA mutante y los grupos de tipo
silvestre utilizando el ensayo de permutacién de la mediana. Se muestran los efectos estadisticamente
significativos (p<0,05). Para cada ARNip se muestran los valores de p y el umbral de p<0,05 a la derecha del
mapa caliente. EI ARNip que se dirige a PIK3CA se marca con la flecha. b. Diagrama de cascada y caja/bigotes
de valoraciones Z de ARNip PIK3CA a lo largo del panel de la linea celular de tumor de mama. En el diagrama
caja/bigotes, *p=0,014 entre los grupos de PIK3CA mutante y de tipo silvestre utilizando el ensayo de
permutacion de la mediana. c. Diagramas de caja/bigotes de valoraciones Z de ARNip AKT2 y AKT3 en modelos
de PIK3CA mutante y de tipo silvestre (*p=0,047 y p=0,003 respectivamente utilizando el ensayo de permutacion
de mediana). d. Mapa caliente que muestra los resultados de un agrupamiento supervisado de valoraciones Z de
ARNip de acuerdo con el estado de amplificacion de ERBB2 en el panel de linea celular de tumor de mama. Se
muestran los efectos estadisticamente significativos (p<0,05, ensayo de permutacion de medianas). Los ARNip
de ERBB2 y PIK3CA estan marcados por flechas, e. Diagramas de cascada y de caja/bigotes de puntuaciones Z
de ARNIip a lo largo del panel de linea celular de tumor de mama. En el diagrama de caja/bigotes, *p = 0,003
entre grupos de ERBB2 amplificado y no amplificado utilizando el ensayo de permutaciéon de medianas.

Figura 2. La inhibicién de la TTK es selectiva de P TEN. a. Mapa caliente que muestra los resultados de un
agrupamiento supervisado de puntuaciones Z ARNip. Las lineas celulares de tumor de mama se agruparon de
acuerdo con el estado de mutacion del gen PTEN y se identificaron los efectos diferenciales entre los grupos de
PTEN mutante y de tipo silvestre utilizando el ensayo de permutacién de medianas. Se muestran los efectos
estadisticamente significativos (p<0,05). Para cada ARNip se muestran los valores de p y el umbral de p<0,05 a
la derecha del mapa de calor. EI ARNip que se dirige a TTK esta marcado con la flecha. b. Diagramas en
cascada y de caja/bigotes de valoraciones Z de ARNip de la TTK a lo largo del panel de linea celular de tumor de
mama. En el diagrama de caja/bigotes, *p = 0,0012 entre los grupos de PTEN mutante y de tipo silvestre
utilizando el ensayo de permutacion de mediana. c. d. Datos de la fraccion de supervivencia a partir de dos
modelos de PTEN mutante/tipo silvestre isogénico derivados independientemente transfectados con ARNip que
se dirigen a TTK. Las fracciones de supervivencia se determinaron siete dias después de la transfeccion. *
p<0,05 (ensayo t de Student). e,f. Datos de la fraccién de supervivencia de dos modelos de PTEN mutante/tipo
silvestre isogénico derivados independientemente expuestos a dos inhibidores de la TTK quimicamente distintos
(AZ3146 o CCT132774). La fraccidon de supervivencia se determind a partir de dos después de siete dias de
exposicién al inhibidor. En cada caso la estadistica de las diferencias en ANOVA de dos vias en las curvas de
supervivencia es p<0,0001).

Figura 3. Agrupamiento jerarquico de lineas celular  es de tumor de mama de acuerdo con los perfiles de
viabilidad funcional. a. Mapa caliente de los datos de viabilidad funcional de la linea celular de tumor de mama.
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Se utilizaron los datos de valoracion Z de los ARNip que producen Z < -2 en dos o mas lineas celulares. Los
valores de p para el pvclust aproximadamente sin tendencia (au) eran 0,92 y 0,91 para el Grupo 1y 2,
respectivamente. b. Sumario del agrupamiento jerarquico. El Grupo 1 estaba enriquecido significativamente con
lineas celulares de tumor de mama con PTEN mutante (p = 0,0016), mientras que el Grupo 2 estaba enriquecido
significativamente con lineas celulares de tumor de mama con PIK3CA mutante (p = 0,038). Los valores de p se
utilizaron el ensayo del chi cuadrado.

Descripcion detallada
Inhibidores

Los compuestos que se pueden emplear o explorar para su uso como inhibidores de cinasas mitéticas de acuerdo
con la presente invencién para tratar el cancer con PTEN mutante o deficiente. Algunos inhibidores de estos
polipéptidos son conocidos y se pueden encontrar ejemplos adicionales mediante la aplicacién de tecnologias de
exploracion para estas dianas.

Inhibidores de molécula pequefia

A modo de ejemplo, los inhibidores de la TTK incluyen moléculas pequefias biodisponibles por via oral (PMID:
20383151) (PMID: 21159646). Primariamente, se habia propuesto que los inhibidores de la TTK son selectivos en
tumores definidos por altos niveles de inestabilidad cromosémica (CIN) (PMID: 16921376) y se ha demostrado que
son eficaces en numerosos tipos de cancer (PMID: 21159646). Como se ha descubierto que otros componentes de
punto de control de ensamblaje del huso (SAC) estan regulados positivamente en una amplia variedad de tumores,
se ha sugerido que estos canceres se han convertido en dependientes de la funcion de SAC y se necesita el punto
de control mitético para sostener su proliferacion en presencia de aneuploidia (PMID: 17439397, PMID: 19269363,
PMID: 18469805, PMID: 18383837). Se desvelan inhibidores de la TTK adicionales en los documentos WO
2010/007756, US 2011/0002923 y US 2003/0045491. Estos pueden ser adecuados para su uso de acuerdo con la
presente invencion incluso aunque las aplicaciones respectivas no desvelan el uso de estos inhibidores de la TTK en
el tratamiento de canceres con el PTEN mutante o deficiente. Los inhibidores incluyen los compuestos AZ3146 o
CCT132774 utilizando en los ejemplos posteriores.

Sin embargo, se han identificado inhibidores de la cinasa mitética adicionales mediante el uso de estrategias de
exploracién de alto rendimiento.

La presente invencion también se extiende al uso de inhibidores de molécula pequefia descubiertos en la
exploracion desvelada en el presente documento y a derivados que son compuestos de estructura y funcionalidad
similares a los compuestos descubiertos en la exploracién de alto rendimiento, pero con una o mas modificaciones,
de los que se espera que tengan efectos fisiolégicos similares a estos compuestos y podrian por lo tanto utilizarse
también en el tratamiento del cancer con PTEN mutado o deficiente. Los métodos de exploracion de la invencion se
pueden utilizar para explorar bibliotecas de dichos derivados para optimizar su actividad, si fuera necesario.

Los derivados se pueden disefiar, basandose en un compuesto lider, modificando uno 0 mas sustituyentes o grupos
funcionales en comparacién con el compuesto lider, por ejemplo, remplazando estos con sustituyentes alternativos o
grupos que se espera que tengan el mismo efecto fisiologico o mejorado. El uso de derivados que tienen dichas
modificaciones es bien conocido por los expertos en la técnica.

Anticuerpos

Se pueden emplear los anticuerpos en la presente invencion como un ejemplo de una clase de inhibidor Gtil para el
tratamiento del cancer con el PTEN mutado o deficiente, y mas particularmente como inhibidores de cinasa mitética
tal como los inhibidores de la proteina cinasa TTK. También se pueden utilizar en el método desvelados en el
presente documento para evaluar un individuo que tiene un cancer o predecir la respuesta de un individuo que tiene
cancer, en particular para la determinacion de si el individuo tiene un cancer con el PTEN mutado o deficiente que
puede ser tratable de acuerdo con la presente invencion.

Como se utiliza en el presente documento, el término “anticuerpo” incluye una inmunoglobulina sea natural o
producida sintéticamente parcial o completamente. El término también cubre cualquier polipéptido o proteina que
comprende un domino de unién de anticuerpo. Los fragmentos de anticuerpo que comprenden un dominio de unién
al antigeno tales como Fab, scFv, Fv, dAb, Fd; y diacuerpos. Es posible tomar anticuerpos monoclonales u otros y
utilizar técnicas de tecnologia de ADN recombinante para producir otros anticuerpos o moléculas quiméricas que
mantengan la especificidad del anticuerpo original. Dichas técnicas pueden implicar la introduccién de ADN que
codifica la region variable de inmunoglobulina, o las regiones determinantes de complementariedad (CDR), de un
anticuerpo para las regiones constantes, o las regiones constantes mas las regiones marco conservadas, de una
inmunoglobulina diferente. Véase, por ejemplo, los documentos EP 0 184 187 A, GB 2,188,638 A o EP 0 239 400 A.

Los anticuerpos se pueden modificar de varias maneras y se deberia considerar la expresiéon “molécula de
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anticuerpo” como que cubre cualquier miembro o sustancia de unién especifica que tiene un dominio de unién al
antigeno de anticuerpo con la especificidad necesaria. Por lo tanto, esta expresién cubre fragmentos y derivados de
anticuerpo, incluyendo cualquier polipéptido que comprende un dominio de unién de inmunoglobulina, sea natural o
completa o parcialmente sintético. Por lo tanto, se incluyen moléculas quiméricas que comprenden un dominio de
unién de inmunoglobulina, o equivalente, fusionado con otro polipéptido. La clonacion y expresion de anticuerpos
guiméricos se describen en los documentos EP 0 120 694 Ay EP 0 125 023 A.

Se ha demostrado que los fragmentos de un anticuerpo completo pueden llevar a cabo la funcién de unién a los
antigenos. Ejemplos de fragmentos de unién son (i) el fragmento Fab que consiste en los dominios VL, VH, CL y
CHZ1; (ii) el fragmento Fd que consiste en los dominios VH y CHZ1; (iii) el fragmento Fv que consiste en los dominios
VL y VH de un anticuerpo sencillo; (iv) el fragmento dAb (Ward, E.S. et al., Nature 341, 544-546 (1989)) que consiste
en un dominio VH; (v) regiones CDR aisladas; (vi) fragmentos F(ab’)2, un fragmento bivalente que comprende dos
fragmentos Fab unidos (vi) MOLECULA Fv de cadena sencilla (scFv), en el que un dominio VH y un dominio VL
estan unidos por enlazador peptidico que permite que los dos dominios se asocien para formar un sitio de union al
antigeno (Bird et al, Science, 242; 423-426, 1988; Huston et al, PNAS USA, 85: 5879-5883, 1988); (viii) dimeros Fv
de cadena sencilla biespecificos (documento WO 93/11161) y (ix) “diacuerpos”, fragmentos multivalentes o
multiespecificos construidos por fusién genética (documento WO 94/13804; Holliger et al, P.N.A.S. USA, 90: 6444-
6448, 1993); (x) inmunoadhesinas (documento WO 98/50431). Las moléculas Fv, scFv o de diacuerpo se pueden
estabilizar mediante la incorporacién de puentes disulfuro que comprende los dominios VH y VL (Reiter et al, Nature
Biotech, 14: 1239-1245, 1996). También se pueden fabricar minicuerpos que comprenden un scFv unido a un
dominio CH3 (Hu et al, Cancer Res., 56: 3055-3061, 1996).

Los anticuerpos preferidos utilizados de acuerdo con la presente invencion estan aislados, en el sentido de que
estan libres de contaminantes tales como anticuerpos que son capaces de unirse otros polipéptidos y/o
componentes libres de suero. Se prefieren los anticuerpos monoclonales para algunos fines, aunque los anticuerpos
policlonales estan en el alcance de la presente invencion.

Las reactividades de los anticuerpos en una muestra se pueden determinar por cualquier medio apropiado. El
marcado con moléculas indicadoras individuales es una posibilidad. Las moléculas indicadoras pueden generar
directa o indirectamente sefiales detectables y preferentemente medibles. La unién de moléculas indicadoras puede
ser directamente o indirectamente, covalentemente, por ejemplo, mediante un enlace peptidico o no
covalentemente. La unién mediante un enlace peptidico puede ser como resultado de la expresion recombinante de
una fusién genética que codifica un anticuerpo y una molécula indicadora. Un modo favorecido es por union
covalente de cada anticuerpo con un fluorocromo individual, fésforo o colorante que se excita por laser con
caracteristicas de absorcion o emision aisladas espectralmente. Los fluorocromos adecuados incluyen fluoresceina,
rodamina, ficoeritrina, Rojo Texas. Los colorantes cromogénicos adecuados incluyen la diaminobenzidina.

Otros informes incluyen particulas coloidales macromoleculares o material particulado tales como perlas de latex
gue estan coloreadas, magnéticas o paramagnéticas, y agentes activos bioldgica o quimicamente que pueden
producir directa o indirectamente sefiales que se observan visualmente, se detectan electrénicamente o se registran
de otra manera. Estas moléculas pueden ser enzimas que catalizan reacciones que desarrollan un cambio de color o
produce cambios en las propiedades eléctricas, por ejemplo, Pueden ser molecularmente excitables, de manera que
las transiciones electronicas entre los estados de energia dan como resultado absorciones o emisiones espectrales
caracteristicas. Pueden incluir entidades quimicas utilizadas en conjuncién con biosensores. Se pueden emplear
sistemas de deteccion de biotina/avidina o biotina/estreptavidina y fosfatasa alcalina.

Los anticuerpos de acuerdo con la presente invencidon se pueden utilizar en la exploracion de la presencia de un
polipéptido, por ejemplo, en una muestra de ensayo que contiene células o un lisado celular como se ha expuesto, y
se pueden utilizar en la purificacion y/o aislamiento de un polipéptido de acuerdo con la presente invencion, por
ejemplo, a continuacion de la produccion del polipéptido mediante la expresion de un acido nucleico codificante. Los
anticuerpos pueden modular la actividad del polipéptido al que se unen y de esta manera, si ese polipéptido tiene un
efecto perjudicial para un individuo puede ser Gtil en un contexto terapéutico (que puede incluir la profilaxis).

Fragmentos peptidicos

Otra clase de inhibidores Utiles para tratar un cancer con el PTEN mutado o deficiente incluye los fragmentos
peptidicos que interfieren la actividad de una cinasa mitética tal como la proteina cinasa TTK. Los fragmentos
peptidicos se pueden generar completa o parcialmente mediante sintesis quimica que bloquean los sitios cataliticos
de la cinasa. Los fragmentos peptidicos pueden prepararse facilmente de acuerdo con métodos de sintesis peptidica
convencionales liquidos, preferentemente en fase sdlida bien establecidos, cuya descripcion general esta disponible
ampliamente (véase, por ejemplo, en J.M. Stewart and J.D. Young, Solid Phase Peptide Synthesis, 22 edicion, Pierce
Chemical Company, Rockford, lllinois (1984), en M. Bodanzsky y A. Bodanzsky, The Practice of Peptide Synthesis,
Springer Verlag, New York (1984); y Applied Biosystems 430A Users Manual, ABI Inc., Foster City, California), o se
pueden preparar en solucién, mediante el método de fase liquido o mediante cualquier combinacién de fase solida,
fase liquido y quimica de soluciones, por ejemplo, completando primero la parte correspondiente de péptido y
después, si se desea y es apropiado, después de retirar cualquier grupo protector que esté presente, mediante la
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introduccion del resto X por reaccién del acido carbénico o sulfénico respectivo o una derivado reactivo de los
mismos.

Otros compuestos candidatos para la inhibicibn de una cinasa mitotica se pueden basar en el modelo de la
estructura tridimensional de estas enzimas y utlizando un disefio racional de farmacos para proporcionar
compuestos candidatos con caracteristicas moleculares de forma, tamafio y carga particulares. Un inhibidor
candidato, por ejemplo, puede ser un “analogo funcional” de un fragmento peptidico u otro compuesto que inhiba el
componente. Un analogo funcional tiene la misma actividad funcional que el péptido u otro compuesto en cuestion.
Ejemplos de dichos analogos incluyen compuestos quimicos que se modelan para que se parezcan a la estructura
tridimensional del componente en un area que contacta con otro componente, y en particular a la disposicion de los
restos de aminoéacido claves que este presenta.

Inhibicién del acido nucleico

Otra clase de inhibidores util para el tratamiento de un cancer con PTEN mutado o deficiente incluye inhibidores del
acido nucleico de la proteina cinasa TTK, o los complementos de la misma, que inhiben la actividad o la funcién
mediante la regulacion negativa de la produccién del polipéptido activo. Esto se puede controlar utilizando métodos
convencionales bhien conocidos en la técnica, por ejemplo, mediante exploracion utilizando una PCR en tiempo real
como se describe en los ejemplos.

La expresion de cinasas mitoticas se puede inhibir utilizando una tecnologia de ARNi o anti-sentido. El uso de estas
estrategias para regular negativamente la expresion genética, esta ya bien establecido en la técnica.

Los oligonucleétidos anti-sentido se pueden disefiar para que se hibriden a la secuencia complementaria del acido
nucleico, pre-ARNm o ARNm maduro, interfiiendo con la produccion de un componente base de la ruta de
reparacion de la escisibn de manera que se reduce su expresion o se evita completamente o sustancialmente
completamente. Ademas de dirigirse a la secuencia codificante, las técnicas anti-sentido se pueden utilizar para
dirigirse a secuencias de control de un gen, por ejemplo, en la secuencia flanqueante 5, en la que los
oligonucledtidos anti-sentido pueden interferir con la expresion de las secuencias de control. La construccién de
secuencia anti-sentido y su uso se describe, por ejemplo, en Peyman & Ulman, Chemical Reviews, 90:543-584,
1990 y Crooke, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 32:329-376, 1992.

Los oligonucledtidos se pueden generar in vitro o ex vivo por la administracion o el ARN antisentido se puede
generar in vivo en las células en las que se desee la regulacion negativa. Por tanto, el ADN de doble cadena se
puede colocar bajo el control de un promotor en una “orientacion inversa” de manera que la transcripciéon de la
cadena anti-sentido del ADN da lugar a un ARN que es complementario al ARNm normal transcrito a partir de la
cadena en sentido del gen diana. Se cree que la secuencia de ARN anti-sentido complementaria se une entonces
con ARNm para formar un ddplex, inhibiendo la traduccion del ARNm endégeno a partir del gen diana en una
proteina. Si esto es 0 no el modo de accién actual sigue incierto. Sin embargo, es un hecho establecido que la
técnica funciona.

No es necesario utilizar la secuencia completa correspondiente a la secuencia codificante en orientacion inversa. Por
ejemplo, se pueden utilizar fragmentos de longitud suficiente. Es una materia de rutina para el experto en la técnica
explorar fragmentos de distintos tamafios y de distintas partes de las secuencias codificantes o flanqueantes de un
gen para optimizar el nivel de inhibicion anti-sentido. Puede ser ventajoso incluir el codén ATG de inicio de
metionina, o quizad uno o mas nucleoétidos corriente arriba del codén de inicio. Un fragmento adecuado puede tener
aproximadamente 14-23 nucleétidos, por ejemplo, aproximadamente 15, 16 o 17 nucledtidos.

Una alternativa al anti-sentido es utilizar una copia de todo o parte del gen diana insertado en sentido, que es la
mima, orientacion que el gen diana, para conseguir la reduccion de la expresién del gen diana mediante co-
supresion (Angell & Baulcombe, The EMBO Journal 16(12):3675-3684, 1997 y Voinnet & Baulcombe, Nature, 389:
553, 1997). Se ha descubierto que el ARN de cadena doble (dsARN) es incluso mas eficaz en el silenciamiento
genético que ambas cadenas en sentido o anti-sentido solas (Fire et al, Nature 391, 806-811, 1998). El
silenciamiento mediado por el dsARN es especifico del gen y a menudo se llama ARN de interferencia (ARNi). Los
métodos relacionados con el uso del ARNi para silenciar genes en C. elegans, Drosophila, plantas, y mamiferos se
conocen en la técnica (Fire, Trends Genet., 15: 358-363, 19999; Sharp, RNA interference, Genes Dev. 15: 485-490
2001; Hammond et al., Nature Rev. Genet. 2: 110-1119, 2001; Tuschl, Chem. Biochem. 2: 239-245, 2001; Hamilton
et al., Science 286: 950-952, 1999; Hammond, et al., Nature 404: 293-296, 2000; Zamore et al., Cell, 101: 25-33,
2000; Bernstein, Nature, 409: 363-366, 2001; Elbashir et al, Genes Dev., 15: 188-200, 2001; WO 01/29058; WO
99/32619, y Elbashir et al, Nature, 411: 494-498, 2001).

El ARN de interferencia es un procedimiento de dos etapas. Primero, se escinde el dsARN en la célula para dar
lugar a ARN de interferencia cortos (ARNip) de aproximadamente 21-23 nt de longitud con un fosfato en el extremo
5' y protuberancias cortas en 3' (~ 2 nt). Los ARNip se dirige a la secuencia de ARNm correspondiente
especificamente para la destrucciéon (Zamore, Nature Structural Biology, 8, 9, 746-750, 2001).
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El ARNi también se puede inducir eficazmente utilizando duplex de ARNip sintetizados quimicamente de la misma
estructura con las protuberancias de los extremos 3’ (Zamore et al, Cell, 101: 25-33, 2000). Se ha demostrado que
los duplex de ARNip sintético suprimen especificamente la expresion de genes endogenos y heterélogos en un
amplio intervalo de lineas celulares de mamifero (Elbashir et al, Nature, 411: 494-498, 2001).

Otra posibilidad es que se utilice un acido nucleico que produce una ribozima al transcribirse, capaz de cortar el
acido nucleico en un sitio especifico y por lo tanto también es util en la influencia sobre la expresién genética, por
ejemplo, véase Kashani-Sabet & Scanlon, Cancer Gene Therapy, 2(3): 213-223, 1995 y Mercola & Cohen, Cancer
Gene Therapy, 2(1): 47-59, 1995.

Se pueden emplear moléculas de ARN pequefio para regular la expresion genética. Estas incluyen la degradacion
dirigida de ARNm por ARN de interferencia pequefios (ARNip), silenciamiento genético post-transcripcional (PTG),
represion traduccional especifica de secuencia regulada en el desarrollo de ARNm con microARN (miARN) y
silenciamiento genético transcripcional dirigido.

También se ha demostrado un papel de la maquinaria ARNi y ARN pequefios en el direccionamiento de complejos
de heterocromatina y silenciamiento genético epigenético en loci cromosémicos especificos. El silenciamiento post-
transcripcional dependiente de ARN de doble cadena (dsARN), también conocido como ARN de interferencia
(ARNiI), es un fenémeno en el que los complejos de dsARN pueden dirigirse a genes especificos de homologia para
el silenciamiento en un corto periodo de tiempo. Esto actla como una sefal para promover la degradacion del
ARNmM con identidad de secuencia. Un ARNip de 20 nt. es generalmente lo suficientemente largo para inducir un
silenciamiento especifico de un gen, pero lo suficientemente corto para evitar la respuesta del huésped. La
disminucion de la expresion de los productos de gen dirigido puede ser extenso con una induccion del 90 % de
silenciamiento por unas pocas moléculas de ARNip.

En la técnica, estas secuencias de ARN se denominan “ARN de interferencia cortos o pequefios” (ARNip) o
“microARN” (miARN) dependiendo de su origen. Ambos tipos de secuencia se pueden utilizar para regular
negativamente la expresion genética uniéndose a los ARN complementarios y desencadenando la eliminacién del
ARNmM (ARNiI) o deteniendo la traduccion de ARN en proteinas. Los ARNip se derivan por procesamiento de ARN de
doble cadena largos y cuando se encuentran en la naturaliza son normalmente de origen exégeno. Los ARN de
microinterferencia (miARN) son ARN no codificantes que se codifican endégenamente, que se derivan mediante
procesamiento de horquillas cortas. Tanto el ARNip como el miARN pueden inhibir la traduccion de ARNm que
albergan secuencias diana parcialmente complementarias sin escision de ARN y degradan los ARNm que albergan
las secuencias completamente complementarias.

Los ligandos de ARNip son normalmente de cadena doble y, con el fin de optimizar la eficacia de la regulacion
negativa mediada por ARN de la funcion de un gen diana, se prefiere que la longitud de la molécula de ARNip se
escoja para asegurar el reconocimiento correcto del ARNip por el complejo RISC que media en el reconocimiento
del ARNm diana por el ARNip y de manera que el ARNip sea suficientemente corto para reducir una respuesta del
huésped.

Los ligandos de miARN son normalmente de cadena sencilla y tienen regiones que son parcialmente
complementarias haciendo posible que los ligandos formen una horquilla. Los miARN son genes ARN que se
transcriben a partir de ADN, pero no se traducen en proteinas. Una secuencia de ADN que codifica un gen miARN
es mas largo que el miARN. Esta secuencia de ADN incluye la secuencia del miARN y un complemento inverso
aproximado. Cuando esta secuencia de ADN se transcribe en una molécula de ARN de cadena sencilla, la
secuencia de miARN y su base complementaria inversa se emparejan para formar un segmento de ARN
parcialmente de cadena doble. El disefio de las secuencias de microARN se expone en PLoS Biology, 11(2), 1862-
1879, 2004.

Normalmente, los ligandos de ARN que pretenden imitar los efectos de ARNip o miARN tienen entre 10 y 40
ribonucleétidos (0 analogos sintéticos de los mismos), mas preferentemente entre 17 y 30 ribonucleétidos, mas
preferentemente entre 19 y 25 ribonucleétidos y mas preferentemente entre 21 y 23 ribonucleétidos. En algunas
realizaciones de la invencion que emplean el ARNip de doble cadena, la molécula puede tener protuberancias 3’
simétricas, por ejemplo, de uno o dos (ribo)nucleétidos, normalmente un UU de una protuberancia dTdT 3'.
Basandose en la divulgacion proporcionada en el presente documento, el experto puede facilmente disefiar
secuencias adecuadas de ARNip y miARN, por ejemplo, utilizando fuentes tales como el buscador de ARNip de
Ambion, véase, http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_finder.html. Las secuencias de ARNip y miARN se
pueden producir sintéticamente y se afladen exdégenamente para producir una regulacién negativa genética o se
producen utilizando sistemas de expresién (por ejemplo, vectores). En una realizacién preferida el ARNip se sintetiza
sintéticamente.

Los ARN de cadena doble mas largos se pueden procesar en la célula para producir ARNip (por ejemplo, véase
Myers, Nature Biotechnology, 21: 324-328, 2003). La molécula de dsARN mas larga puede tener protuberancias 3’ o
5', por ejemplo, de uno o dos (ribo)nucleétidos, o puede tener los extremos truncados. Las moléculas de dsARN mas
largas pueden tener 25 nucleétidos o mayor longitud. Preferentemente, las moléculas de dsARN mas largas tienen
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entre 25 y 30 nucledtidos de longitud. Mas preferentemente, las moléculas de dsARN mas largas tienen entre 25 y
27 nucledtidos de longitud. Mas preferentemente, las moléculas de dsARN tienen 27 nucleétidos de longitud. Los
dsARN de 30 nucleétidos de longitud o mas se pueden expresar utilizando el vector pPDECAP (Shinagawa et al.,
Genes and Dev., 17: 1340-5, 2003).

Otra alternativa es la expresion de una molécula de ARN horquillado corto (ARNhp) en la célula. Los ARNhp son
mas estables que los ARNip sintéticos. Un ARNhp consiste en repeticiones invertidas cortas separadas por una
pequefia secuencia de bucle. Una repeticion invertida es complementaria al gen diana. En la célula es ARNhp se
procesa por DICER en un ARNip que degrada el gen de ARNm diana y suprime la expresion. En una realizacion
preferida el ARNhp se produce endégenamente (en la célula) mediante transcripcion a partir de un vector. Los
ARNhp pueden producirse en una célula transfectando la célula con un vector que codifica la secuencia de ARNhp
bajo el control de un promotor de ARN polimerasa Ill tal como el promotor H1 o 7SK humanos o un promotor de
ARN polimerasa Il. De manera alternativa, el ARNhp se puede sintetizar exdgenamente (in vitro) mediante la
transcripcion a partir de un vector. EIl ARNhp se puede introducir entonces directamente en la célula.
Preferentemente, la secuencia de ARNhp tiene entre 40 y 100 bases de longitud, méas preferentemente entre 40 y 70
bases de longitud. El tallo de la horquilla tiene preferentemente entre 19 y 30 pares de bases de longitud. El tallo
puede contener emparejamientos G-U para estabilizar la estructura de horquilla.

En una realizacién, el ARNip, el ARNds mas largo o el miARN se producen enddgenamente (en una célula)
mediante la transcripcién a partir de un vector. El vector se puede introducir en la célula en cualquiera de las
maneras conocidas en la técnica. Opcionalmente, la expresion de la secuencia de ARN se puede regular utilizando
un promotor especifico del tejido. En una realizacion adicional, el ARNip, el dsARN mas largo o el miARN se
producen exégenamente (in vitro) mediante transcripcion a partir de un vector.

De manera alternativa, las moléculas de ARNip se pueden sintetizar utilizando técnicas de sintesis en fase de
solucion o solida convencionales, que se conocen en la técnica. Las uniones entre los nucleétidos pueden ser
enlaces fosfodiéster o alternativas, por ejemplo, grupos de unién de férmula P(O)S, (tioato); P(S)S, (ditioato);
P(O)NR’2; P(O)R’; P(O)OR6; CO; 0 CONR’2 en los que R es H (0 una sal) o un alquilo (1-12C) y R6 es alquilo (1-
9C) esta unido a nucledtidos adyacentes mediante -O- 0 -S-.

Se pueden utilizar bases de nucleétido modificadas ademas de las bases de origen natural, y se pueden conferir
propiedades ventajosas en las moléculas de ARNip que las contienen.

Por ejemplo, las bases modificadas pueden aumentar la estabilidad de la molécula de ARNip, reduciendo de esta
manera la cantidad necesaria para el silenciamiento. La provisién de bases modificadas también puede proporcionar
moléculas de ARNip, que sean mas, 0 menos, estables que el ARNip sin modificar.

La expresion ‘base de nucleétido modificada’ engloba nucleétidos con una base y/o azlcar modificadas
covalentemente. Por ejemplo, los nucleétidos modificados incluyen nucleétidos que tienen azlcares, que estan
unidas covalentemente a grupos organicos de bajo peso molecular distintos de un grupo hidroxilo en la posicién 3’y
distintos de un grupo fosfato en la posicion 5. Por lo tanto, los nucleétidos modificados pueden incluir también
azucares sustituidos en 2’ tales como 2’-O-metil-; 2’-O-alquil-; 2’-O-alil-; 2’-S-alquil; 2’-S-alil; 2'-fluoro-; 2’-halo o 2'-
azido-ribosa, azUcares a-anoméricos analogos de azlcar carboxilico; azlicares epiméricos tales como arabinosa,
xilosa, o lixosa, azucares piranosa, azlcares piranosa y seudoheptulosa.

Los nucledtidos modificados se conocen en la técnica e incluyen purinas y pirimidinas alquiladas, purinas y
pirimidinas aciladas, y otros heterociclos. Estas clases de pirimidinas y purinas se conocen en la técnica e incluyen
pseudoisocitosina, N4,N4-etanocitosina, 8-hidroxi-N6-metiladenina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroxilmetil) uracilo, 5
fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-carboximetilaminometil-2-tiouracilo, 5-carboximetilaminometil uracilo, dihidrouracilo,
inosina, N6-isopentil-adenina, 1-metiladenina, 1-metilpseudouracilo, 1-metilguanina, 2,2-dimetilguanina, 2-
metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina, 7-metilguanina, 5-metilaminometil
uracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, D-manosilqueosina, 5-metoxicarbonilmetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-
N6-isopenteniladenina, metiléster del acido oxiacético-5-uracilo, pseudouracilo, 2-tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-
tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo, metiléster del acido oxiacético-5-N-uracilo, acido oxiacético-5-uracilo, queosina,
2-tiocitosina, 5-propiluracilo, 5-propilcitosina, 5-etiluracilo, 5-etilcitosina, 5-butiluracilo, 5-pentiluracilo, 5-pentilcitosina,
y 2,6-diaminopurina, metilpsuedouracilo, 1-metilguanina, 1-metilcitosina.

Métodos de exploracion

En algunos aspectos, la presente invencion se refiere a los métodos de exploracién de compuestos candidatos para
determinar si es probable que uno o mas agentes candidatos son Utiles para el tratamiento de un cancer con el
PTEN mutado o deficiente. Como se describe en el presente documento, hay tres estrategias generales preferidas
gue se pueden utilizar para estos métodos de exploracion, sean solas o en cualquier combinacion u orden.

En los métodos de exploracién, puede ser ventajoso utilizar una linea celular con PTEN mutante para ensayar la
eficacia de un candidato a inhibidor de la proteina cinasa TTK. Esta disponible una lista completa de lineas celulares
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con PTEN mutante para recuperarse a partir de la base de datos COSMIC:

http://www.sanger.ac.uk/perl/genetics/CGP/cosmic?action=mutations
&In=PTEN&start=1&end=404&coords=AA:AA&page=1)

En una primera estrategia, un método de exploracion puede implicar el uso de lineas celulares para determinar si un
agente candidato es sintéticamente letal en una primera linea celular con el PTEN mutado o deficiente. Este método
utiliza también preferentemente una segunda linea celular con el PTEN competente como control y se seleccionan
agentes candidatos que son sintéticamente letales en la primera linea celular y que no produce ninguna cantidad de
muerte celular sustancial en la segunda linea celular y/o células normales. Por lo tanto, en esta realizacion de la
invencion se explota la letalidad sintética en células cancerosas. Dos mutaciones son letales sintéticamente si las
células de cualquiera de las mutaciones Unicas son viables, pero las células con ambas mutaciones son inviables.
La identificacion de las combinaciones letales sintéticas permite una estrategia distinta para identificar dianas
terapéuticas que permiten la destruccion selectiva de las células tumorales. Preferentemente, el método se lleva a
cabo utilizando lineas celulares de cancer, por ejemplo, lineas celulares cancerosas de mamifero o humanas, y mas
especificamente lineas celulares cancerosas con el PTEN mutante o deficiente.

Una manera preferida de identificar interacciones letales sintéticas implica el uso de exploraciones de ARNi. La
letalidad sintética describe el escenario en el que dos genes normalmente no esenciales se convierten en esenciales
cuando ambos se pierden o inhiben. El direccionamiento de un gen que es sintéticamente letal con una mutacion
cancerosa especifica deberia destruir selectivamente células tumorales mientras que respeta las células normales.
Una de las mayores ventajas de esta estrategia es dirigirse a las células de cancer que contienen mutaciones de
pérdida de funcién, es decir, las mutaciones en genes supresores del tumor. Previamente, era dificil visionar
estrategias terapéuticas para dirigirse a estas mutaciones porque recopilarla funcién supresora tumoral es
técnicamente dificil. La mayoria de los agentes farmacéuticos mas bien inhiben que activan la funcién proteica y por
lo tanto no se pueden utilizar para dirigirse a alteraciones con pérdida de funcién en tumores. La identificacion de
relaciones letales sintéticas con genes supresores tumorales podria permitir que las células que contienen las
mutaciones supresoras tumorales se destruyan selectivamente.

El uso de letalidad sintética para dirigirse a mutaciones especificas de cancer se ha demostrado mediante la
destruccion selectiva de células cancerosas con el PTEN mutado o deficiente utilizando inhibidores de cinasa
mitotica. Estos inhibidores demuestran una profunda selectividad, destruyen las células con mutaciones o deficiencia
de PTEN, mientras que las células normales no se afectan. Sin embargo, con la llegada de las exploraciones de
ARNi de alto rendimiento ahora es posible, en principio, llevar a cabo la identificacién de genes letales sintéticos a
gran escala en células de mamifero, como se hace rutinariamente en levaduras. La deteccion en la exploracion de
mutantes que tienen defectos en el punto de control del ciclo celular o los mecanismos de reparacion de ADN en
levaduras ha dado lugar a genes letales sintéticamente e inhibidores de molécula pequefa. Utilizando lineas
celulares isogénicas emparejadas de mamifero que se diferencian en una Unica diana genética, se puede utilizar el
ARNi para identificar farmacos diana que cuando se inhiben daran como resultado la muerte selectiva de las células
tumorales.

Las exploraciones quimicas se habian llevado a cabo previamente en lineas celulares cancerosas isogénicas en
cuanto a interacciones letales sintéticas. sin embargo, dichas estrategias tienen la desventaja significativa de tener
que identificar las dianas celulares de una molécula pequefa activa. Esto se puede conseguir ilustrando la afinidad
de una molécula pequefia por una proteina particular, pero esto consume tiempo y tiene la limitacion de que se
uniran a proteinas irrelevantes ademas de a la diana. Una variaciéon del tema de letalidad sintética es para utilizar
compuestos que inhiban una diana especifica del cancer y entonces se exploran las bibliotecas de ARNi para
identificar dianas que selectivamente destruyan las células tratadas con este compuesto.

La presente invencidon también incluye métodos de exploracién que emplean cinasas mitéticas como dianas
proteicas para explorar compuestos candidatos para encontrar inhibidores de cinasa mit6tica. En consecuencia, los
métodos de exploraciéon se pueden llevar a cabo para identificar agentes candidatos que sean capaces de inhibir la
TTK proteinas cinasa para su uso posterior en el desarrollo como agentes para el tratamiento del cancer con PTEN
mutado o deficiente. Convenientemente, esto se puede hacer en un tamp6n de ensayo para ayudar a que
interactien los componentes del ensayo, y en un formato de pocillos multiples para ensayar una pluralidad de
agentes candidatos.

La actividad de una cinasa mitética se puede determinar entonces en presencia y ausencia de uno o mas
compuestos candidatos para determinar si un determinado candidato es un inhibidor de una cinasa mitética.

A modo de ejemplo, el agente candidato puede ser un inhibidor conocido de una de las proteinas diana desveladas
en el presente documento, un anticuerpo, un péptido, una molécula de &acido nucleico o un compuesto organico o
inorganico, por ejemplo, de peso molecular menor de 100 Da. En algunos casos se prefiere el uso de agentes
candidatos que son compuestos. Sin embargo, para algunos tipos de agente candidato, la tecnologia de biblioteca
combinatoria proporciona una via eficaz de ensayo de un nimero potencialmente enorme de diferentes sustancias
en cuanto a su capacidad para modular la actividad de una proteina diana. Dichas bibliotecas y su uso se conocen
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en la técnica. La presente invencién también prevé la exploraciéon de agentes candidatos conocidos para el
tratamiento de otras afecciones, y especialmente otras formas de cancer. Esto tiene la ventaja de que el perfil del
paciente o enfermedad de agentes terapéuticos conocidos se puede expandir o modificar utilizando las técnicas de
exploracion desveladas en el presente documento, o para los agentes en desarrollos, los perfiles de paciente o
enfermedad establecidos que son relevantes para el tratamiento del cancer con el PTEN mutado o deficiente.

A continuacion de la identificacion de un agente candidato para su investigacion adicional, el agente en cuestién se
puede ensayar para determinar si no es letal para las células normales o de otra manera si es adecuado para su uso
terapéutico. A continuacion de estos estudios, el agente se puede fabricar y/o utilizar en la preparacién de un
medicamento, una composicion farmacéutica o forma de dosificacion.

El desarrollo de agentes lideres o compuestos a partir de un éxito inicial en los ensayos de exploracion puede ser
deseable cundo el agente en cuestion es dificil o caro de sintetizar o cuando es inadecuado para un método
particular de administracion, por ejemplo, los péptidos son agentes activos inadecuados para composiciones orales
ya que tienden a degradarse rapidamente por las proteasas en el canal alimentario. Se utiliza en general el disefio,
la sintesis y ensayo de miméticos para evitar aleatoriamente la exploracién de un gran numero de moléculas con
una propiedad de direccionamiento.

Hay varias etapas que se aplican cominmente en el disefio de un mimético a partir de un compuesto que tiene una
determinada propiedad de direccionamiento. En primer lugar, se determinan las partes del compuesto en particular
gue son criticas y/o importantes en la determinacion de la propiedad de direccionamiento. En el caso de un péptido,
esto se puede hacer variando sistematicamente los restos de aminoacidos del péptido, por ejemplo, sustituyendo
cada resto uno a uno. Estas partes o restos que constituyen la region activa del compuesto se conocen como su
“farmacoforo”.

Una vez que se ha encontrado el farmacoéforo, se modela su estructura de acuerdo con sus propiedades fisicas, por
ejemplo, estereoquimica, enlazamiento, tamafio y/o carga, utilizando datos a partir de un intervalo de fuentes, por
ejemplo, técnicas espectroscopicas, datos de difraccién por rayos X y NMR. Se pueden utilizar el analisis
computacional, mapeo de similitud (con modelos de carga y/o volumen de un farmacéforo, mas que la unién entre
los atomos) y otras técnicas en este proceso de modelado. En una variante de esta estrategia, se modela la
estructura tridimensional del ligando y su pareja de unién. Esto puede ser especialmente Util cuando el ligando y/o la
pareja de unién cambia la conformacion de la unién, permitiendo que el modelo tenga en cuenta esto en el disefio
del mimético.

Se selecciona entonces una molécula matriz en la que se pueden injertar los grupos quimicos que imitan al
farmacoforo. La molécula matriz y los grupos quimicos injertados se pueden seleccionar convenientemente de
manera que el mimético sea facil de sintetizar, sea probablemente farmacol6gicamente aceptable, y no se degrade
in vivo, mientas que mantenga la actividad biol6gica del compuesto lider. Los miméticos que se encuentran en esta
estrategia se pueden explorar entonces para ver si tienen la propiedad de direccionamiento, 0 en que extension la
presentan. Se puede llevar a cabo entonces una optimizacion o modificacién adicional para llegar a uno o mas
miméticos finales para el ensayo in vivo o clinico.

Tratamiento del cancer

La presente invencion proporciona métodos y usos métodos para el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o
deficiente. Un cancer se puede identificar como con el PTEN mutado o deficiente ensayando una muestra de células
cancerosas de un individuo, por ejemplo, para determinar si la proteina PTEN contiene una o mas mutaciones o
para determinar la expresion del gen PTEN para evaluar si la expresion de la proteina esta ausente o en un nivel
reducido en comparacion con el normal. Se sabe que la inactivacion genética de PTEN se produce en el
glioblastoma, cancer endometrial y cancer de préstata y se encuentra una expresion reducida en muchos otros tipos
tumorales que incluyen el cancer de pulmén y de mama. Ejemplos de canceres conocidos con el PTEN mutado o
deficiente que son tratables de acuerdo con la presente invencién incluyen canceres que afectan los ganglios
auténomos, tracto biliar, hueso, mama, SNC, cuello uterino, endometrio, 0jo, tejido hematopoyético y linfoide, rifién,
intestino grueso, higado, pulmén, meninges, eso6fago, ovario, pancreas, prostata, glandula salivar, piel, tejidos
blandos, estémago, testiculos, tiroides, tracto aerodigestivo superior, tracto urinario, o vulva. El cancer asociado a
mutaciones del PTEN se produce a lo largo de la secuencia codificante completa del gen e incluye tanto las
mutaciones de truncado prematuras y las sustituciones de aminoacidos Unicos tanto en los dominios cataliticos y no
cataliticos de la proteina. La frecuencia de mutaciones monoalélicas en PTEN se han estimado en el 50 %-80 % en
tumores esporadicos (incluyendo carcinoma endometrial, glioblastoma, y cancer de préstata) y en un 30 %-50 % en
tumores de mama, colon y pulmén. La pérdida completa del PTEN se observa en frecuencias mas altas en el cancer
endometrial y glioblastoma y se asocia en general con canceres avanzados y metastasis. Las mutaciones de PTEN
comunes asociadas con tumores incluyen ¢.388C>G, ¢.697C>T, ¢.388C>T, c¢.800delA, c.968delA, c.517C>T,
€.968_969insA, c.518G>A, ¢.955_958delACTT, c.1003C>T, c.950_953delTACT.

La muestra puede ser de células normales del individuo en el que el individuo tiene una mutacion en el gen PTEN o
la muestra puede ser de células cancerosas, por ejemplo, cuando las células que forman el tumor contienen una o
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mas mutaciones PTEN. La actividad se puede determinar con respecto a un control, por ejemplo, en el caso de
defectos en las células cancerosas, con respecto a las células no cancerosas, preferentemente del mismo tejido.

La actividad del PTEN se puede determinar utilizando técnicas bien conocidas en la técnica tales como andlisis de
transferencia de Western, inmunohistologia, anormalidades cromosdmicas, ensayos de uniéon enzimatico o de ADN
y ensayos basados en plasmidos.

La determinacion de la expresion del gen PTEN puede implicar la determinacién de la presencia o cantidad de
ARNm de PTEN en una muestra. Los métodos para hacerlo se conocen bien por los expertos e. A modo de ejemplo,
incluyen la determinacion de la presencia de ARNm de PTEN (i) utilizando una sonda marcada que es capaz de
hibridarse con el acido nucleico de PTEN; y/o (ii) utilizar una PCR que implica uno o mas cebadores basados en una
secuencia de acido nucleico de PTEN para determinar si la transcripcion de PTEN esta presente en una muestra. La
sonda también se puede inmovilizar como una secuencia incluida en una micromatriz.

Preferentemente, la deteccién del ARNm de PTEN se lleva a cabo mediante la extraccion del ARN de una muestra
del tumor y midiendo la expresion de PTEN especificamente utilizando una RT-PCR en tiempo real cuantitativa. De
manera alternativa o adicionalmente, la expresion de PTEN se puede evaluar utilizando el ARN extraido de una
muestra tumoral utilizando el analisis de micromatrices, que mide los niveles de ARNm para un grupo de genes
utilizando una pluralidad de sondas inmovilizadas en un sustrato para formar una matriz.

De manera alternativa o adicionalmente, en la presente invencion se puede llevar a cabo la determinacion de si un
paciente tiene un cancer con PTEN mutado o deficiente mediante el analisis de expresién proteica de PTEN, por
ejemplo, para examinar si se expresan niveles reducidos de proteina PTEN o si la proteina PTEN contiene una o
mas mutaciones.

Preferentemente, la presencia o cantidad de la proteina PTEN se puede determinar utilizando un agente de union
capaz de unirse especificamente a la proteina PTEN, o fragmentos de la misma. Un tipo preferido de agente de
unioén a la proteina PTEN es un anticuerpo capaz de unirse a la PTEN o un fragmento de la misma. El anticuerpo se
puede marcar para facilitar que sea detectado o capaz de deteccion después de la reaccién con una 0 mas especies
adicionales, por ejemplo, utilizando un segundo anticuerpo que esta marcado o capaz de producir un resultado
detectable, por ejemplo, en un ensayo tipo ELISA. Como alternativa, se puede utilizar un agente de unién marcado
en una transferencia de Western para detectar la proteina PTEN.

De manera alternativa o adicionalmente, el método para la determinacion de la presencia de la proteina PTEN se
puede llevar a cabo sobre muestras tumorales, por ejemplo, utilizando analisis inmunohistoquimicos (IHC). Los
andlisis IHC se pueden llevar a cabo utilizando muestras fijadas en parafina o muestras de tejido congelado, y
generalmente implican la tincion de las muestras para resaltar la presencia y localizacion de la proteina PTEN.

Composiciones farmacéuticas

Los agentes activos desvelados en el presente documento para el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o
deficiente se puede administrar solo, pero generalmente es preferible proporcionarlos en composiciones
farmacéuticas, que comprenden adicionalmente uno o mas vehiculos, adyuvantes, excipientes, diluyentes, cargas,
tampones, estabilizantes, conservantes, lubricantes, u otros materiales farmacéuticamente aceptables conocidos por
los expertos en la técnica y opcionalmente otros agentes terapéuticos o profilacticos. Ejemplos de los componentes
de las composiciones farmacéuticas se proporcionan en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 202 Edicién, 2000,
pub. Lippincott, Williams & Wilkins.

Ejemplos de agentes terapéuticos de molécula pequefa utiles para el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado
o deficiente incluyen: BEZ235, Olaparib y GDC0941.

Estos compuestos o derivados de ellos se pueden utilizar en la presente invencion para el tratamiento de un cancer
con el PTEN mutado o deficiente. Como se utiliza en el presente documento “derivados” de los agentes terapéuticos
incluyen sales, complejos de coordinacién, ésteres tales como ésteres hidrolizables in vivo, acidos o bases libres,
hidratos, profarmacos o lipidos, parejas de acoplamiento.

Las sales de los compuestos de la invencién son preferentemente bien tolerados fisioldgicamente y no téxicos. Se
conocen muchos ejemplos de sales por los expertos en la técnica. Los compuestos que tienen grupos acidos, tales
como los fosfatos o sulfatos, pueden formar sales con metales alcalinos o alcalinotérreos tales como el Na, K, Mg y
Ca, y con aminas organicas tales como la trietilamina y Tris (2-hidroxietil)amina. Se pueden formar sales entre
compuestos con grupos basicos, por ejemplo, aminas, con acidos inorganicos tales como el acido clorhidrico, acido
fosforico o acido sulfdrico, o acidos organicos tales como el acido acético, acido citrico, acido benzoico, acido
fumarico, o acido tartarico. Los compuestos que tienen grupos tanto acidos como basicos pueden formar sales
internas.

Se pueden formar ésteres entre grupos hidroxilo o de acido carboxilico presentes en el compuesto y una pareja de
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reaccion apropiada de acido o alcohol carboxilico, utilizando técnicas bien conocidas en la técnica.

Los derivados como los profarmacos de los compuestos se convierten in vivo o in vitro en uno de los compuestos
parentales, Normalmente, al menos una de las actividades del compuesto se reducira en el compuesto en forma de
profarmaco, y se puede activar por conversion del profarmaco para liberar el compuesto o un metabolito del mismo.

Otros derivados incluyen las parejas de acoplamiento del compuesto en las que los compuestos se unen a una
pareja de acoplamiento, por ejemplo, estando acoplada quimicamente al compuesto o asociada fisicamente con el
mismo. Ejemplos de parejas de acoplamiento incluye un marcador o molécula indicadora, un sustrato de soporte, un
vehiculo o molécula de transporte, un efector, un farmaco, un anticuerpo o un inhibidor. Las parejas de acoplamiento
se pueden unir covalentemente a compuestos de la invencién mediante un grupo funcional adecuado del compuesto
tale como un grupo hidroxilo, un grupo carboxilo o grupo amino. Otros derivados incluyen la formulaciéon de los
compuestos con liposomas.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” como se utiliza en el presente documento incluye los compuestos,
materiales, composiciones, y/o formas de dosificacion que son, en el alcance del sano juicio médico, adecuado para
su uso en contacto con los tejidos del sujeto (por ejemplo, el ser humano) sin una toxicidad, irritacién, respuesta
alérgica excesivas, u otro problema o complicacién, proporcional con una relacion beneficio/riesgo razonable. Cada
vehiculo, excipiente, etc. También debe ser “aceptable” en el sentido de que sea compatible con los otros
ingredientes de la formulacion.

Los agentes activos desvelados en el presente documento para el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o
deficiente de acuerdo con la presente invencion son preferentemente para la administracion a un individuo de una
“cantidad profilacticamente eficaz” o de una “cantidad terapéuticamente eficaz” (como sea el caso, aunque la
profilaxis se puede considerar una terapia), siendo esta suficiente para demostrar un beneficio en el individuo. La
cantidad actual administrada, y la tasa y curso en el tiempo de la administraciéon, dependeran de la naturaleza y
gravedad de lo que se trate. La prescripcion del tratamiento, por ejemplo, las decisiones de dosificacion, etc., es la
responsabilidad de los médicos generales y otros doctores médicos, y normalmente, tiene en cuenta el trastorno que
se va a tratar, la afeccion del paciente individual, el sitio de suministro, el método de administracion y otros factores
conocidos por los médicos. Ejemplos de las técnicas y protocolos mencionados anteriormente se pueden encontrar
en Remington’s Pharmaceutical Sciences, 202 Edicién, 2000, Lippincott, Williams & Wilkins. Una composicion se
puede administrar sola o en combinacidbn con otros tratamientos, se simultdneamente o0 secuencialmente,
dependiendo de la afeccion que se va a tratar.

Las formulaciones se pueden presentar convenientemente en forma de dosificacion unitaria y se pueden preparar
por cualquiera de los métodos bien conocidos en la técnica de farmacia. Dichos métodos incluyen la etapa de poner
el compuesto activo en asociacién con un vehiculo, que puede estar constituido por uno o mas ingredientes
accesorios. En general, las formulaciones se preparan poniendo en asociacion uniforme e intimamente el compuesto
activo con vehiculos liquidos o vehiculos solidos divididos finamente o ambos, y entonces si es necesario dando
forma al producto.

Los agentes desvelados en el presente documento para el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o
deficiente se pueden administrar a un sujeto mediante una via de administracion conveniente, sea
sistematicamente/periféricamente o en el sitio de accion deseada incluyendo pero sin limitarse a, oral (por ejemplo,
mediante ingestion); topica (incluyendo, por ejemplo, transdérmica, intranasal, ocular, bucal y sublingual); pulmonar
(por ejemplo, mediante inhalacién o terapia de insuflacion utilizando, por ejemplo, un aerosol, por ejemplo, a través
de la boca o la nariz); rectal; vaginal; parenteral, por ejemplo, mediante inyeccion, incluyendo subcutanea,
intradérmica, intramuscular, intravenosa, intraarterial, intracardiaca, intratecal, intramedular, intracapsular,
subcapsular, intraorbital, intraperitoneal, intratraqueal, subcuticular, intraarticular, subaracnoidea, e intraesternal;
mediante el implante de un depdsito, por ejemplo, subcutaneo o intramuscular.

Las formulaciones adecuadas para la administracion oral (por ejemplo, mediante ingestién) se pueden presentar
como unidades por separado tales como capsulas, papelillos o comprimidos, conteniendo cada una, una cantidad
predeterminada del compuesto activo; como un polvo o granulos; como una solucién o suspensién en un liquido
acuoso 0 No acuoso; 0 en una emulsion de aceite en agua o una emulsion de agua en aceite; como un bolo; como
un electuario; o como una pasta.

Las formulaciones adecuadas para la administracion parenteral (por ejemplo, mediante inyeccién, que incluyen,
cutanea, subcutanea, intramuscular, intravenosa, o intradérmica), incluyen soluciones para inyeccion acuosas 0 no
acuosas, isotonicas, libres de pirdgenos, estériles que pueden contener anti-oxidantes, tampones, conservantes,
estabilizantes, bacteriostaticos, y solutos que hacen a la formulacién isotonica con la sangre del receptor deseado; y
suspensiones acuosas y no acuosas estériles que pueden incluir agentes suspensores y agentes espesantes, y
liposomas u otros sistemas de microparticulas que se disefian para dirigir el compuesto a componentes de la sangre
0 uno o mas o6rganos. Ejemplos de vehiculos isotonicos adecuados para su uso en dichas formulaciones incluyen la
inyeccion de cloruro soédico, solucién de Ringer, o inyeccion de Ringer Lactato. Normalmente, la concentracién del
compuesto activo en la solucién es desde aproximadamente 1 ng/ml a aproximadamente 10 mg/ml, por ejemplo,
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desde aproximadamente 10 ng/ml a aproximadamente 1 mg/ml. Las formulaciones se pueden presentar en envases
sellados de dosis unitaria 0 multidosis, por ejemplo, ampollas y viales, y se pueden almacenar en condiciones de
secado por congelacion (liofilizados) que solamente necesitan la adicién de un vehiculo liquido estéril, por ejemplo,
agua para inyecciones, inmediatamente antes de su uso. Las soluciones y suspensiones de inyeccion
extemporaneas se pueden preparar a partir de polvos estériles, granulos y comprimidos. Las formulaciones pueden
estar en forma de liposomas u otros sistemas de microparticulas que se disefian para dirigir el compuesto activo a
los componentes de la sangre 0 uno o mas 6rganos.

Las composiciones que comprenden los agentes desvelados en el presente documento para el tratamiento de un
cancer con el PTEN mutado o deficiente se pueden utilizar en los métodos descritos en el presente documento en
combinacién con regimenes quimioterapéuticos convencionales o en conjuncién con radioterapia. Ejemplos de otros
agentes quimioterapicos incluyen Amsacrina (Amsidina), Bleomicina, Busulfan, Capecitabina (Xeloda), Carboplatino,
Carmustina (BCNU), Clorambucilo (Leukeran), Cisplatino, Cladribina (Leustat), Clofarabina (Evoltra), Crisantaspasa
(Erwinasa), Ciclofosfamida, Citarabina (ARA-C), Dacarbazina (DTIC), Dactinomicina (Actinomicina
D),Daunorrubicina, Docetaxel (Taxotere), Doxorrubicina, Epirrubicina, Etopdsido (Vepesid, VP-16), Fludarabina
(Fludara), Fluorouracilo (5-FU), Gemcitabina (Gemzar), Hidroxiurea (Hidroxicarbamida, Hidrea), Idarrubicina
(Zavedos), Ifosfamida (Mitoxano), Irinotecan (CPT-11, Campto), Leucovorin (acido folinico), doxorrubicina liposémica
(Caelix, Miocet), daunorrubicina liposémica (DaunoXome®) Lomustina, Melfalan, Mercaptopurina, Mesna,
Metotrexato, Mitomicina, Mitoxantrona, Oxaliplatino (Eloxatin), Paclitaxel (Taxol), Pemetrexed (Alimta), Pentostatina
(Nipent), Procarbazina, Raltitrexed (Tomudex®), Streptozocin (Zanosar®), Tegafururacilo (Uftoral), Temozolomida
(Temodal), Teniposida (Vumon), Tiotepa, Tioguanina (6-TG) (Lanvis), Topotecan (Hicamtin), Treosulfan, Vinblastina
(Velbe), Vincristina (Oncovin), Vindesina (Eldisina) y Vinorelbina (Navelbina).

La administracion in vivo se puede efectuar en una dosis, continuamente o intermitentemente (por ejemplo, en dosis
divididas a intervalos apropiados) durante el curso de tratamiento. Los métodos para determinar el medio mas eficaz
y la dosificacion de administracion son bien conocidos para los expertos en la técnica y variaran con la formulacion
utilizada para la terapia, el fin de la terapia, la célula diana que se va a tratar, y el sujeto que se va a tratar. Se
pueden llevar a cabo administraciones Unicas y multiples con el nivel de dosis seleccionado el médico del
tratamiento.

En general, una dosis adecuada del compuesto activo esta en el intervalo de aproximadamente 100 mg a
aproximadamente 250 mg por kilogramo de peso corporal del sujeto por dia. Cuando el compuesto activo es una sal,
un éster, profarmaco, o similares, la cantidad administrada se calcula basandose en el compuesto parental, y
entonces el peso actual que se va a utilizar se aumenta proporcionalmente.

Ejemplos experimentales
Métodos
Lineas celulares, compuestos y ARNip

Todas las lineas celulares se obtuvieron en la ATCC (USA) y se mantuvieron de acuerdo con las instrucciones del
suministrador. Las lineas celulares se cultivaron y transfectaron con los ARNip SMARTpool utilizando los reactivos
de transfeccion Dharmafect 3 (DF3), Dharmafect 4 (DF4), (Dharmacon), Oligofectamina, Lipofectamina 2000 o
RNAIMAX (Invitrogen). Se obtuvo la biblioteca de ARNip (genes de supuesta proteina cinasa humana y 714
conocida que se dirige a siARRAY) en nueve placas de 96 pocillos en Dharmacon (USA). Cada pocillo de esta
biblioteca contenia un SMARTpool de cuatro especies de ARNip distintas que se dirigen a diferentes secuencias de
la transcripcién diana. Cada placa se suplementé con CONTROLip (diez pocillos, Dharmacon (USA)).

Anticuerpos

Se utilizaron anticuerpos dirigidos contra los siguientes segun las instrucciones de los fabricantes: ACTINA y C-MYC
(Santa Cruz Biotech), TTK, ER, PR, ERBB2, CYCLIN D1, TFF1l, FOXO1, C-JUN, y extremo C del PTEN (Cell
Signalling, Danvers, USA). Todos los anticuerpos que se utilizaron para el analisis de transferencia de Western
estaban conjugados con HRP.

Exploracion del ARN de interferencia

Los inventores transfectaron las células con la biblioteca SMARTpool, en el que cada pocillo de la placa de 96
pocillos contenia un agrupamiento de cuatro ARNip diferentes (un SMARTpool) que se dirigen a un gen. Después de
cinco doblajes de poblacion, se estimé la viabilidad de cada pocillo mediante el uso de un ensayo luminiscente
altamente sensible que mide los niveles de ATP (Cell Titre Glo, Promega). Para identificar los efectos de la pérdida
de viabilidad/fallo para proliferar en cada linea celular, se transformaron las lecturas de luminiscencia de cada pocillo
logaritmicamente y entonces se centraron por la mediana de la placa, para tener en cuenta la variacion comin de
placa a placa en exploraciones de alto rendimiento. Los efectos de la posicién del pocillo se identificaron y
eliminaron y la calidad de los datos de cada placa se estimaron mediante el célculo de los factores Z' (24)
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basandose en los controles positivo (ARNip que se dirige a PLK1) y negativo (ARNip sin dirigir) en cada placa. El
rango dinamico de cada exploracion se determiné calculando los valores Z prima (24); los inventores utilizaron un
umbral de Z prima > 0,3 para definir exploraciones aceptables, basandose en exploraciones previas en las que Z
prima > 0,3 son predictivas de datos reproducibles (25, 26).

Para permitir que se comparen los datos entre las diferentes lineas celulares, los datos centrados por placa de cada
exploracién se convencionalizaron por el uso de una estadistica de puntuacién Z, donde Z = 0 representa ningun
efecto sobre la viabilidad y las valoraciones de Z negativas representan pérdida de viabilidad. Aqui, las valoraciones
Z se calcularon utilizando la Desviacidn Absoluta de la Mediana (MAD) de todos los efectos en cada linea celular (5).
En cada exploracion los datos de la valoracion Z se aproximaban a la distribucion normal permitiendo la
comparacion de los efectos de los ARNip individuales a lo largo de las lineas celulares. Las exploraciones de ARNip
se llevaron a cabo por triplicado y la comparacién de los datos de puntuaciones Z de las exploraciones replicadas de
cada linea celular demostraban que el procedimiento de exploracién era altamente robusto, como se demostraba por
la estrategia 1 de los valores r2 de Spearman en todas las comparaciones. Se confirmd la calidad de las mediciones
de cada exploracion. Los valores de luminiscencia en bruto y los datos procesados se depositaron ahora en la base
de datos gendmica funcional de cancer de mama ROCK (23) (rock.icr.ac.uk) como un recurso de la comunidad. Este
método riguroso de control de calidad reducia el panel de linea célula de los inventores a 20 lineas celulares con
perfiles de viabilidad robusta. Se crearon mapas calientes de las valoraciones Z que separaban diferentes fenotipos
como se define por un ensayo de diferentes de permutacion para mostrar los genes significativos colocados en filas
de acuerdo con su diferencia de mediana y ordenadas en columnas por el fenotipo.

Transferencias de Western

Los lisados proteicos se prepararon utilizando tampon de lisis RIPA (50 nM Tris pH 8,0, 150 mM de NacCl, 0,1 % de
SDS, 0,1 % de DOC, 1 % de Triton X-100, 50 mM NaF, 1 mM de Na3VO4 e inhibidores de proteasa). Se cargaron
100 mg de lisado celular toral en geles 4-12 % Bis-Tris prefabricados (Invitrogen), con un marcador de peso
molecular de arco iris de intervalo completo (GE Healthcare, UK) como una referencia de tamafio y se resuelve por
electroforesis SDS-PAGE. Las proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Biorad, USA), se bloque6
y se hibridé con el anticuerpo primario diluido 1 en 1000 en un 5 % de leche durante una noche a 4 °C. Los
anticuerpos secundarios se diluyeron 1 en 5000 en un 5 % de leche y se incub6 durante una hora a temperatura
ambiente. Las bandas proteicas se visualizaron utilizando ECL (GE Healthcare, UK) y pelicula MR o XAR (Kodak).

Validacién de silenciamiento genético por ARNip

La validacion del silenciamiento genético por el ARNi se determiné por transferencia de Western y por ensayos de
viabilidad de los efectos de silenciamiento con oligos individuales. Las células se transfectaron con oligos ERBB2,
ESR1, PIK3CA o TTK siGenome individuales (Dharmacon). Los lisados proteicos se recolectaron 48 horas después
de la transfeccion para los analisis de transferencia de Western. La viabilidad celular se midié utilizando CellTiter Glo
(Promega, USA) después de 5 doblajes de la poblacion.

Ensayos de supervivencia

Para la medicién de la sensibilidad al tratamiento inhibidor de la TTK, se colocaron en placas de 96 pocillos y se
expusieron al farmaco en las concentraciones indicadas. Las células se dosificaron a las 24 y 96 horas. Después de
7 dias, se midio la viabilidad celular utilizando el Ensayo de Viabilidad Celular CellTiter Glo luminiscente (Promega,
USA). Se calcularon las fracciones de supervivencia y las curvas de sensibilidad al farmaco se dibujaron como se
habia descrito anteriormente (27).

Distribucion de metafase

Después de 24 horas de tratamiento con 2 uM de células AZ3146, HCT116, PTEN ts o nulas en PTEN con
colcemida (10 ng/ml, Sigma) y MG132 (20 uM, Sigma) durante 1 hora. Las células se lisaron entonces en solucién
hipoténica (0,03 M de Citrato sddico) durante 20 minutos a 37 °C y se fij6 en metanol/acido acético (3:1). Se
aplicaron dos o tres gotas de células suspendidas en portacbjetos de cristal y se tifieron los cromosomas con DAPI.

FISH del PTEN

Los aglomerados celulares de CAI51 y Hec-1b se lavaron dos veces con PBS y se fijaron con una solucién de
metanol/acido acético (3:1) en portaobjetos. Se hibridé una sonda de Color Dual LSI PTEN (10923,
rojo/naranja)/cromosoma de 10 centromeros (CEP 10, verde) (Abbott Molecular, IL, US) con los portaobjetos
representativos de lineas celulares de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se contaron las sefiales en 100
nucleos no solapados utilizando el microscopio confocal TCS SP2 de Leica (Leica, Milton Keynes, UK).

Perfil de transcripciones

Se extrajo el ARN de las lineas celulares con Trizol y extraccion con fenol/cloroformo seguido por precipitacion con
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isopropanol. Para cada linea celular, se llevaron a cabo extracciones y perfiles por triplicado. Se produjo ARNc
marcado por biotina por medio de un kit de amplificacién lineal (IL1791; Ambion, Austin, TX, http://www.
ambion.com) utilizando 250 ng de ARN total de calidad comprobada como entrada. Se llevaron a cabo las
hibridaciones en chip, lavado, tincion con Cy3-estreptavidina (Amersham Biosciences), y exploracién en una
plataforma BeadStation 500 Illlumina (San Diego, http://www.illumina.com) utilizando reactivos y siguiendo los
protocolos suministrados por el fabricante como se habia descrito anteriormente (28). Las muestras de ARNc se
hibridaron en BeadChips v2 human-6 de Illlumina, cubriendo aproximadamente 47.000 RefSeq de transcripciones. La
distribucion aleatoria de grandes poblaciones de perlas recubiertas de oligonucleétidos a lo largo de las posiciones
disponibles en el chip v2 human-6 que hace posible, de media, 30 mediciones de intensidad por RefSeq, dando
lugar a evaluaciones cuantitativas de expresion genética. El andlisis de todos los datos de expresidn basicos se llevo
a cabo utilizando el software BeadStudio 3.1 del fabricante. Los perfiles de expresién lllumina se llevaron a cabo por
triplicado, los datos en bruto se transformaron entonces por estabilizacion de la varianza y se normalizé una robusta
columna utilizando el paquete lumi del software Bioconductor. Los valores de expresion de cada muestra se
escalaron a la median y se establecié el valor de expresiéon media en los tres replicados. Los genes con una
diferencia significativa en la expresion entre las lineas celulares se identificaron mediante el andlisis de varianza de
una via (ANOVA).

Método de analisis de matriz CHG (aCGH)

Se extrajo el ADN gendmico de las lineas celulares utilizando el Mini Kit de sangre ADN QlAamp (51104, Qiagen),
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El andlisis de CGH basado en micromatrices se llevd a cabo en una
plataforma de matriz en mosaico de 32K BAC casera como se habia descrito anteriormente (29). Para las
correlaciones de nimero de copias, se utilizaron las relaciones de segmentacion binaria circular (CBS) de la BAC
que contenian el gen de interés para las correlaciones del nimero de copias, y el nimero de copia se asigné como
se habia descrito anteriormente (29). En resumen, los valores de la relacion log2 AWS suavizados < -0,12 se
categorizaban como pérdidas, las > 0,12 como ganancias, y entre estas como sin cambios. Las amplificaciones se
definieron como valores de la relacién log2 suavizados > 0,4 (29). El procesamiento de datos y el analisis se llevaron
a cabo en R 2.9.0 ((http://www.r-project.org/) y BioConductor 1.5 (http://www.bioconductor.org/), haciendo un uso
extenso de versiones modificadas de los paquetes aCGH, mmatriz y aws en particular.

Correlacién de expresion genética y datos de aCGH

Se compararon aCGH y expresion genética mediante correlacion directa de Pearson de los valores de intensidad log
de la expresion genética con los valores de la relacion log suavizada para cada sonda en los datos de expresién
genética. La correlacion de los valores de p se ajusté por ensayo de comparacion mltiple utilizando el método de la
Tasa de Descubrimiento Falso (FDR) local de Benjamini y Hochberg (30) como se habia descrito anteriormente (29).
Se llevaron a cabo los ensayos U de Mann Whitney para cada gen para comparar los valores de expresion genética
en grupos definidos que se asignan como amplificados o no, perdidos o no, y eliminados o no utilizando llamadas
aCGH con umbrales. Los valores de p del ensayo de Wilcox se corrigieron por el ensayo de comparacién multiple
con regiones alteradas contiguamente. Para cada gen, en los casos en los que los genes estaban amplificados, con
ganancia, pérdida o eliminados se registraron junto con las veces de cambio entre las muestras que albergan un
cambio en el nimero de copias y las que no. El recuento total de ganancias, pérdidas, amplificaciones y
eliminaciones también se registro.

Correlacion de la valoracién Z de ARNip con la expresién genética y los datos aCGH

La correlacién entre la valoracién Z del ARNip y la expresion genética normalizada se examiné en los genes en el
gue el ARNip producia una pérdida de viabilidad significativa (Z < -2). La valoracién Z se compar6 con la expresion
genética normalizada utilizando el coeficiente de correlacion de Pearson. Se tomd un gen como que estaba
correlacionado significativamente si el coeficiente de correlacion de Pearson era significativamente diferente a la
hipotesis nula, la correlacion era inversa, y la variacion de la expresion genética entre las lineas celulares eran
significativamente diferentes segln se evaluaba por ANOVA de una via.

Para la cobertura aCGH, las valoraciones Z para los 714 genes comunes de la expresién genética y la biblioteca de
cinasas se correlacionaron directamente utilizando la correlacion de Pearson y los valores de p se ajustaron por el
ensayo de comparacion mdltiple utilizando el FDR (28). Los valores de expresion genética se compararon
posteriormente en las lineas celulares que presentaban mayores valores de Z para cada gen y las que no. También
se calcularon las veces de cambio entre estos grupos para cada gen. Se utilizaron los cambios de nimero de copias
del a matriz CGH para cada gen para dividir las lineas celulares en las que albergaban amplificaciones, ganancias,
pérdidas o eliminaciones, de las que no y se llevaron a cabo los ensayos U de Man Whitney para comparar la
expresion genética entre estos grupos para cada gen. También se calculd el nimero de casos que albergaban
amplificaciones, ganancias, pérdidas o eliminaciones también respondian con méaximas valoraciones Z en la misma
linea celular.

Métodos de agrupamiento
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Se llevo a cabo el analisis supervisado calculando la diferencia absoluta en las medianas de los dos grupos, seguido
por la estimacién de un valor p permutando los marcadores para crear una distribucion de las diferencias medianas
en contra para comparar los efectos actuales. Los inventores utilizaron un punto de corte de significancia para p=
0,05 sin correcciones por comparaciones multiples. La expresidon genética combinada, las valoraciones Z y las
matrices aCGH se sometieron a agrupamiento jerarquico utilizando una medida de distancia de la correlacion de
Pearson y el algoritmo de agrupamiento de Wards. Se dibujaron mapas calientes equivalentes que agrupaban las
muestras y los genes en el solapamiento combinado utilizando las valoraciones Z correspondientes. Los mapas
calientes de la expresiéon genética y los cambios del nimero de copias se presentaron entonces bajo los mismos
dendrogramas mediante agrupamientos por valoracion Z. La estabilidad del agrupamiento se establecié por pvclust
dando un valor de p aproximadamente sin tendencia (AU) mayor de 0,9. Todos los analisis se llevaron a cabo en R
2.9.0 utilizando secuencias caseras.

Verificacion de la linea celular

Se utilizé el STR (repeticién corta en tandem) para el perfil para verificar la autenticidad del panel de las lineas
celulares. Los inventores amplificaron simultaneamente los 8 loci STR, en una reaccion PCR multiple (Sistema
PowerPlex 1.2 Promega) y se utilizo la base de datos de la ATCC para la comparacion cuando era posible. Ademas,
se confirmaron los marcadores de subtipo particular de ganancia y pérdida de la expresién, descritos por Hollestelle
et al. (14), mediante transferencia de Western asi como analisis de micromatrices.

RESULTADOS
Generacion de perfiles de viabilidad funcional de cancer de mama

Para generar perfiles funcionales de cancer de mama, los inventores utilizaron una estrategia que implica la
exploracién de viabilidad de ARN de interferencia de alto rendimiento/ARN de interferencia corto (ARNip) de
multiples lineas celulares y la integracion de los perfiles de viabilidad con la expresién genética, analisis genético,
gendémico e histolégico (3). Los inventores razonaron que los ARNip que causan una pérdida significativa de la
viabilidad celular en todas las lineas celulares ensayadas se dirigen probablemente a genes que tenian una funcion
ubicua esencial en células normales y tumorales. De manera similar, los ARNip que no tenian un efecto significativo
sobre la viabilidad en cualquiera de las lineas celulares eran genes no funcionales o esenciales dirigidos.
Finalmente, los ARNip que causaban una letalidad significativa en solo algunas, pero no en todas las lineas
celulares probablemente identificaban genes que representaban dependencias tumorales especificas y dianas
terapéuticas candidatas.

Para generar los perfiles de viabilidad funcional para el cancer de mama los inventores seleccionaron un panel de 34
lineas celulares derivadas de cancer de mama y los optimizaron para la exploracion de ARNip de alto rendimiento.
Posteriormente, se transfect6 cada linea celular con una biblioteca de ARNip matrizada en placas de 96 pocillos que
se dirigian a las 714 cinasas y genes relacionados con cinasas (véase Métodos). Después de cinco doblajes de
poblacién, se estimé la viabilidad celular en cada pocillo mediante el uso de un ensayo de luminiscencia altamente
sensible que media los niveles de ATP. Para identificar los efectos de pérdida de viabilidad/inhibicion/fallo para
proliferar en cada linea celular, las lecturas de luminiscencia de cada pocillo se transformaron logaritmicamente y
entonces se centraron por la mediana de la placa, para tener en cuenta la variaciéon de placa a placa. Para permitir
gue se comparen los datos entre las diferentes lineas celulares, los datos centrados de cada placa de cada
exploracion se convencionalizaron por el uso de una estadistica de la valoracion de Z, donde Z = 0O representa
ningun efecto sobre la viabilidad y los valores Z negativos representan pérdida de viabilidad. Las exploraciones del
ARN de interferencia se llevaron a cabo por triplicado y la comparacién da los datos de valoracion Z de las
exploraciones replicadas de cada linea celular demostraban que el procedimiento de exploracion era altamente
robusto.

Habiendo explorado y procesado los datos de 34 lineas celulares de cancer de mama, los inventores seleccionaron
20 para analisis adicionales, besandose en umbrales QC rigurosos (tales como factor Z prima). Este panel
encapsulaba cada uno de los grandes subtipos de cancer de mama (4) e incluia los de receptor hormonal (receptor
estrogénico (ER), receptor de progesterona (PR)), positivos a ERBB2 asi como modelos negativos ER, PR y ERBB2
(triple negativo), como se caracterizaron por andlisis inmunohistoquimicos paralelos, hibridacion fluorescente in situ
(FISH) y transferencia de Western. Para complementar este perfil de viabilidad funcional, los inventores también
caracterizaron el tumor de mama utilizando micromatrices de transcripciones, hibridacién genémica comparativa
basada en matrices (aCGH), sensibilidad a farmacos para un pequefio nimero de agentes dirigidos, asi como los
datos de mutacién genética. En las exploraciones de ARNip los inventores utilizaron un umbral riguroso de Z < -2
para definir la pérdida de los efectos de viabilidad (aproximadamente igual a Q = 0,02275 en una réplica de
exploracion, y Q = 1,21 x 10® en exploraciones por triplicado (5)) e identificaron 330 genes cuyo agotamiento por
ARNip producia una pérdida de viabilidad en al menos una linea celular, y 180 genes que producen pérdida de
viabilidad en dos o mas lineas celulares. Este analisis hacia posible que los inventores identificaran las
dependencias predominantes en cada linea celular.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2671233713

Identificacion de dependencias genéticas de facto utilizando el perfil de viabilidad funcional

El trazado de los perfiles de viabilidad funcional del panel para la linea celular de mama proporciona una estructura
para identificar dependencias en particular subgrupos definidos genéticamente de la enfermedad. Como prueba de
este principio, los inventores utilizaron agrupamiento jerarquico supervisado de los datos de viabilidad y la
integracion con la secuencia de ADN con los datos de secuenciacion de ADN, aCGH, FISH y transferencia de
Western para identificar dependencias genéticas adicionales en lineas celulares mutantes de PIK3CA o con ERBB2
amplificado. Las mutaciones somaticas de PIK3CA, que codifica la subunidad catalitica p110a de la PI3-cinasa, ha
demostrado que induce la transformacién oncogénica in vitro e in vivo (6). Las mutaciones PIK3CA se encontraron
en un 8 %-35 % de los canceres de mama humanos haciéndola una de las aberraciones genéticas mas comunes de
esta enfermedad (7). El agrupamiento jerarquico supervisado de los datos de viabilidad funcional de acuerdo con el
estado de mutacion de PIK3CA identificaba 30 ARNip que producian pérdida de viabilidad preferentemente en el
subgrupo mutante PIK3CA (Fig. 1a). De los 714 genes perfilados en el panel de linea celular, el efecto mutante
PIK3CA selectivo clasificado méas alto estaba dirigido por el propio PIK3CA (p = 0,014; Fig. 1b). En seis de siete
lineas mutantes, el ARNip de PIK3CA deba efectos de Z < -2, sugiriendo que la dependencia de PIK3CA es uno de
los efectos mas significativo de las células tumorales mutantes en PIK3CA. Estadisticamente, la probabilidad de
oportunidad, Q, de un efecto de ARNip de PIK3CA de < -2 en seis lineas mutantes en PIK3CA derivadas
independientemente es aproximadamente una Q = 1,39 x 10™° (en el que Z -2 en una linea celular es
aproximadamente igual a un efecto Q = 0,02275, 0 1 en 44; en seis lineas celulares esto es un efecto de oportunidad
Q= (0,02275)6), demostrando una fuerte dependencia del PIK3CA en los canceres de mama con mutaciones en
PIK3CA a pesar de sus antecedentes genéticos diversos. Los inventores también se dieron cuenta que las lineas de
cancer de mama mutantes en PIK3CA eran sensibles preferentemente a los ARNip AKT2 y AKT3 (Fig. 1c). Aunque
los mecanismos por los que el PIK3CA mutante media en la transformacion celular no se comprenden
completamente, es probable que parte de este efecto esté mediado por la sefalizacion mediante AKT (8). La
sensibilidad preferente de las células mutantes en PIK3CA al direccionamiento con AKT apoya la hip6tesis de que
los perfiles de viabilidad tenian la capacidad de iluminar rutas de dependencia verdaderas.

El andlisis de los inventores de los perfiles de viabilidad funcional basados en el estado de mutacion en PIK3CA
también sugieren que las lineas celulares con mutaciones en el dominio cinasa de PIK3CA tienden a ser mas
sensibles al direccionamiento con el ARNip de PIK3CA que las lineas celulares que albergan mutaciones PIK3CA en
el dominio no cinasa. Aunque se han identificado una amplia variedad de mutaciones PIK3CA especificas de tumor,
la mayoria se producen en dos puntos clave, sea en el dominio cinasa (por ejemplo, p.H1047R) o el dominio
helicoidal (por ejemplo, p.E542K o p.E545K). Se ha sugerido que los mutantes del dominio helicoidal y cinasa tienen
fenotipos fisiolégicos distintos en células humanas (9, 10), y los efectos diferenciales del direccionamiento de
PIK3CA en mutantes del dominio helicoidal frente al dominio cinasa también podria sugerir diferencias en la
dependencia a PIK3CA.

La interrogacion de los perfiles funcionales también identificaba otros efectos de dependencia a un oncogén bien
establecidos. Por ejemplo, aproximadamente el 15 % de los canceres de mama presentaban una amplificacion y
sobreexpresion del gen ERBB2 y la dependencia de algunos tipos tumorales a la sefializacion de ERBB2 es la base
para el éxito clinico de los agentes que se dirigen a ERBB2 tales como el trastuzumab y lapatinib. El agrupamiento
supervisado de los datos de viabilidad basados en el estado de amplificacion de ERBB2 (basado en una integracién
con los datos de aCGH y FISH identificaban un nimero de genes que cuando se silenciaban eran selectivamente
letales en lineas de cancer con ERBB2 amplificados (Fig. 1d) Uno de los efectos mas dominantes era el
direccionamiento del propio ERBB2 (p = 0,003), apoyando la hip6tesis de que la amplificacion de ERBB2 podia dar
lugar a un efecto de dependencia oncogénica (Fig. 1d, e). Esto reafirma que la estrategia de los inventores puede
ser ventajosa en la identificacion de genes funcionalmente relevantes para la viabilidad de la célula tumoral en
subgrupos definidos clinicamente. Ademas, muchas lineas celulares con ERBB2 amplificado son altamente
sensibles al ARNip de PIK3CA (Figura 1d) apoyando el desarrollo clinico de los inhibidores de PI3K en canceres de
mama dependientes de ERBB2 independientemente del estado de mutacion del PIK3CA.

Las células tumorales de mama con PTEN deficiente son dependientes de la cinasa TTK de punto de control
mitotico

Basandose en estos ejemplos de prueba del concepto, los inventores evaluaron si los perfiles de viabilidad funcional
se podian utilizar para identificar nuevas dependencias/dianas terapéuticas candidatas que se puedan utilizar en
escenarios genéticos o fenotipicos especificos. Para hacerlo, los inventores anotaron el conjunto de datos de
viabilidad con mutacién genética, la expresion de la transcripcion y los datos fenotipicos y entonces utilizaron el
agrupamiento jerarquico de los datos de viabilidad para identificar las dependencias genéticas candidatas en
diferentes escenarios genéticos. Por ejemplo, integrando los perfiles de viabilidad funcional con perfiles genémicos
generados por el perfil de aCGH hacia posible la identificacion de dependencias genéticas candidatas para las
células tumorales de mama que albergan eventos de amplificacion que se encuentran cominmente en cancer de
mama (11, 12) De manera similar al paradigma del ERBB2, los inventores identificaron dependencias genéticas
candidatas asociadas con la amplificacién del cromosoma (chr.) 11g13.2-q13.3; la amplificaciéon del chr. 8923.3-
g24.3 que se engloban en el oncogén MYC; la amplificacién de FGFR1 en el chr. 8p12; la amplificacion de AURKA
en el cromosoma 20q13; la amplificacién de CDK4 en el chr. 12q14.1; la amplificacion del chr. 17q21-923
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englobados en el oncogén PPM1D; y la amplificacion de MDM2 en el chr.12q14.3-q15. Un analisis similar permitié a
los inventores identificar dependencias candidatas en modelos con eventos supresores tumorales o mutaciones de
oncogenes tales como para la mutacion de PTEN, mutacion CDKN2A (pl16), mutacion KRAS, mutacion p53,
mutacion BRCA1 o mutacion RB. Finalmente, los inventores compararon los perfiles de viabilidad funcional para los
subtipos de cancer de mama definidos por transcripcion en micromatrices (por ejemplo ERBB2, negativo
basicoltriple, estado luminal (13, 14)) para identificar dependencias candidatas en cada grupo.

Para validar su estrategia, los inventores seleccionaron dos dependencias genéticas para un analisis mas detallado.
Comparando las dependencias genéticas candidatas entre los modelos mutantes en PTEN y los de expresion de
PTEN de tipo silvestre (véase la Tabla 1 posterior), los inventores observaron la dependencia aparente de lineas de
cancer de mama mutantes en PTEN para una serie de genes que controlan el punto de control de ensamblaje del
huso mitotico. El mas significativo entre estas era la dependencia en el gen de la proteina cinasa TTK (15) (aka
MPS1) (p = 0,0012; Fig. 2a,b). Para afrontar directamente la hipétesis de que la inhibicion de la TTK era selectiva
para las células de cancer mutantes en PTEN, los inventores utilizaron lineas cancerosas isogénicas en las que
ambas copias del gen PTEN se volvian disfuncionales por direccionamiento genético (16). Los inventores
demostraron que el silenciamiento de la TTK con multiples ARNip (Fig. 2c¢,d)) o la inhibicién quimica de la TTK (15)
(utilizando dos inhibidores de la TTK distintos) eran selectivos de la deficiencia de PTEN (Fig. 2e,f), confirmando las
observaciones hechas en el panel de linea de cancer de mama mas diverso genéticamente. Esto indicaba que la
inhibicion de la TTK puede ser una nueva estrategia terapéutica para tratar los tumores mutantes en PTEN. La
aneuploidia se observa frecuentemente en los carcinomas de mama humanos con baja expresiéon de PTEN y en la
neoplasia intraepitelial prostatica de ratones con Pten mutante (17). Este Gltimo fendmeno se explica quiza por la
disfuncion centromérica en las células tumorales mutantes en PTEN, mas probablemente mediado por una perdida
en la interaccién entre PTEN y CENP-C, un componente clave del cinetocentro (18). La TTK es necesaria para la
funcién normal del punto de control del huso mitético y se establecid que la inhibicién de la TTK da lugar a la salida
temprana de la mitosis y la aneuploidia cromosomica. En las células tumorales con un fenotipo aneuploide, la
inhibicion de la TTK exacerba adicionalmente la aneuploidia y es particularmente letal (19). Examinando las
metafases de las células tumorales deficientes en PTEN expuestas a un inhibidor de la TTK de molécula pequefia,
los inventores demostraron que la frecuencia de metafases anormales estaba sustancialmente aumentada en
células deficientes en PTEN, lo que puede explicar el efecto de inhibicion selectivo deficiente en PTEN de esta
cinasa de punto de control mitético.

El perfil de viabilidad funcional identifica taxonomias funcionales candidatas

Los perfiles de expresion genética y gendmicos se habian utilizado para sub-clasificar canceres de mama. Los
inventores investigaron si los patrones de respuesta al silenciamiento genético por el ARNip se podian utilizar
también para este fin para definir una “taxonomia funcional”. El analisis de agrupamiento jerarquico de los perfiles de
transcripcion clasifica los tumores de mama vy las lineas celulares tumorales en subtipos luminal y molecular tipo
basal (14). El agrupamiento jerarquico de genes que cuando se silencian causaban pérdida de viabilidad (Z < -2) en
dos o mas lineas celulares revelaban dos grupos distintos, que se distinguian de los que se formaban por el
agrupamiento de los datos de expresion (Fig. 3).

El Grupo 1 estaba enriquecido en las lineas de cancer de mama con mutaciones en PTEN (5/5 lineas mutantes en
PTEN en el grupo 1, p = 0,0016), mientras que el Grupo 2 estaba enriquecido en lineas mutantes en PIK3CA (5/7
lineas mutantes en PIK3CA, p = 0,038). CAL51 y MDAMBA453, que albergaban ambas mutaciones en PTEN y
PIK3CA se clasificaron en el Grupo 1. De manera interesante, aunque las lineas celulares con el ERBB2 amplificado
se distribuian uniformemente entre los dos grupos, las lineas celulares resistentes al silenciamiento de ARBB2 y
también al tratamiento con lapatinib (HCC202, BT474 y SKBR3) se encontraban en el Grupo 2 (Fig. 3b). En general
la distincién entre los Grupos 1y 2 implica que el panel de lineas celulares de cancer de mama de los inventores se
divide en dos grupos de acuerdo con su dependencia en sistemas de cancer esenciales bien establecidos y es
independiente de los subgrupos de cancer de mama clinicos utilizados actualmente y definidos de manera
transcriptémica.

Tabla 1: Estado de PTEN y TTK en el panel de linea celular. La mutacion de PTEN, nimero de copias,
expresion (como se evalGa por micromatriz y trasferencia de Western) y dependencia de la linea celular a
TTK (como se define por el valor de Z y el inhibidor de la TTK) se resumen en la presente tabla. Ademas, la
expresion y numero de copias gendémicas de la TTK se enumera segun se evalla por micromatriz y aCGH,
respectivamente.

Se resaltan cuatro lineas mutantes en PTEN y células CAL51, que tienen una eliminacion de PTEN. MUT =
mutante, WT = tipo silvestre, ND = no determinado.

Expresion Expresion
ARNip Mutacién en Numero relativa de relativa de Numero de |Sensibilidad al
dela PTEN de copias | ARNm de PTEN |ARNm de la TTK | copias de |inhibidor de la
TTK de PTEN (unidades (unidades la TTK TTK
arbitrarias) arbitrarias)
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Evsl)ura.do \éilg secuenciacion aCGH micromatriz micromatriz aCGH SF50 uM
B120 | -0,92 WT Pérdida 8,18 10,11 Sin 11,81
cambios
BT474 -0,51 WT Sin 10,10 9,87 Sin 50,00
cambios cambios
CAL120 | 0,90 WT Pérdida 8,25 8,87 Sin 17,36
cambios
p Sin Sin
CAL91 -3,10 | ELIMINACION . 7,96 9,68 . 9,96
cambios cambios
CAM41 -7,83 T277p:i3 Sm. 8,03 8,42 Pérdida 27,00
cambios
HCC1143 | -0,70 WT Sin 9,84 10,55 Sin 12,79
cambios cambios
HCC202 | -0,63 WT Sin 9,55 8,00 Pérdida 12,55
cambios
HSS781 -0,61 WT Pérdida 9,06 9,69 Sm. 50,00
cambios
JEMTL | 2,00 WT Sin 8,69 7.11 Sin 50,00
cambios cambios
MCF2 2,29 WT Sin 8,90 10,01 Sin 1,59
cambios cambios
MDAMBI134 | 49 WT Sin 8,85 9,07 Sin 50,00
cambios cambios
MDAMB157 | -0,59 WT Pérdida 8,55 10,78 Ganancia ND
MDAMB231 | 6 30 WT Sin 9,63 9,77 Sin 15,01
cambios cambios
MDAMB453 | 626 |  E39-75: Sin 9,41 9,72 Sin 12,55
cambios cambios
MDAMBA68 | (97 | A72fsC<5 Sin 9,22 10,21 Ganancia ND
cambios
SKBR3 ND WT Pérdida 8,04 8,97 Sm. 12,57
cambios
SUM149 | -1,97 | Mutaciones Sin 6,65 9,79 Sin 14,96
cambios cambios
suMas | 127 WT Sin 9,33 9,41 Sin 50,00
cambios cambios
T470 -0,50 WT Pérdida 10,01 9,31 Sm. 7,35
cambios
vP229 | -0,09 WT Sin 8,47 9,63 Sin 16,79
cambios cambios
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de un individuo que tiene un
cancer inhibiendo dicha proteina cinasa TTK, en donde el cancer es un cancer con el homdlogo de fosfatasa y
tensina (PTEN) mutado o deficiente.

2. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la reivindicacién
1, en donde el cancer con PTEN deficiente es un cancer con PTEN anulado o el PTEN mutado que comprende una
mutacion de truncado o una 0 mas sustituciones.

3. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en donde el cancer con el PTEN mutante o deficiente afecta a los ganglios
auténomos, tracto biliar, hueso, mama, SNC, cuello uterino, endometrio, 0jo, tejido hematopoyético y linfoide, rifién,
intestino grueso, higado, pulmén, meninges, eso6fago, ovario, pancreas, prostata, glandula salivar, piel, tejidos
blandos, estdmago, testiculo, tiroides, tracto aerodigestivo superior, tracto urinario o vulva.

4. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3, en donde el cancer con el PTEN mutante o deficiente es cancer de mama, carcinoma
endometrial, glioblastoma, cancer de préstata, cancer de colon o cancer de pulmoén.

5. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en donde:

(@) el inhibidor es un acido nucleico inhibidor, un anticuerpo, una molécula pequefia, tal como AZ3146 o
CCT132774, o un péptido; o

(b) el inhibidor es un acido nucleico inhibidor que es una molécula de ARNi o una molécula de ARNip o una
molécula de ARNhp.

6. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en donde el tratamiento con un inhibidor de la cinasa mitética se combina con una
terapia anti-cancer adicional, opcionalmente en donde el tratamiento con un inhibidor de la cinasa mitotica se utiliza
junto con un agente quimioterapico adicional.

7. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la reivindicacién
6, en donde el agente quimioterapico adicional es Amsacrina (Amsidina), Bleomicina, Busulfan, Capecitabina
(Xeloda), Carboplatino, Carmustina (BCNU), Clorambucilo (Leukeran), Cisplatino, Cladribina (Leustat), Clofarabina
(Evoltra), Crisantaspasa (Erwinasa), Ciclofosfamida, Citarabina (ARA-C), Dacarbazina (DTIC), Dactinomicina
(Actinomicina D), Daunorrubicina, Docetaxel (Taxotere), Doxorrubicina, Epirrubicina, Etopésido (Vepesid, VP-16),
Fludarabina (Fludara), Fluorouracilo (5-FU), Gemcitabina (Gemzar), Hidroxiurea (Hidroxicarbamida, Hidrea),
Idarrubicina (Zavedos), Ifosfamida (Mitoxana), Irinotecan (CPT-11, Campto), Leucovorin (acido folinico),
doxorrubicina liposomica (Caelix, Miocet), daunorrubicina liposémica (DaunoXome®) Lomustina, Melfalan,
Mercaptopurina, Mesna, Metotrexato, Mitomicina, Mitoxantrona, Oxaliplatino (Eloxatin), Paclitaxel (Taxol),
Pemetrexed (Alimta), Pentostatina (Nipent), Procarbazina, Raltitrexed (Tomudex®), Streptozocin (Zanosar®),
Tegafururacilo (Uftoral), Temozolomida (Temodal), Teniposida (Vumon), Tiotepa, Tioguanina (6-TG) (Lanvis),
Topotecan (Hicamtin), Treosulfan, Vinblastina (Velbe), Vincristina (Oncovin), Vindesina (Eldisina) o Vinorelbina
(Navelbina).

8. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con la reivindicacion 6
o la reivindicacion 7, en donde el agente quimioterapico adicional es 5FU un inhibidor de BCL-XL, un inhibidor de
BCR-ABL, cKIT o PDGFR, un inhibidor de CDK, un inhibidor de CHK, un inhibidor de COX2, un inhibidor de EGFR,
un agente dirigido a HER2, un inhibidor de HSP, inhibidores de hTERT, un inhibidor de IDO, un agente dirigido a
MDM2, metotrexato, un inhibidor de mTOR, un inhibidor de PARP, un inhibidor de PI3K, una sal de platino, un
inhibidor del proteasoma, un inhibidor de RAR o de RXR, un inhibidor de SRC, un inhibidor de TGFB2, un inhibidor
de topoisomerasa, un inhibidor de VEGF, RAF, cKIT o PDGFR, o un mimético de SMC.

9. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende la etapa de determinar si el individuo tiene un cancer
con el PTEN mutado o deficiente.

10. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde la determinacién de si el individuo tiene un cancer con el PTEN mutado
o deficiente comprende la medicion de la expresion proteica del PTEN en una muestra obtenida del individuo para
determinar si la proteina de PTEN esta mutada o es deficiente;

y opcionalmente en donde la determinacion de la expresion proteica del PTEN comprende una o mas de entre
determinar la expresion proteica del PTEN en una muestra tumoral utilizando inmunohistoquimica, determinar la
expresion proteica del PTEN que comprende la medicion de los niveles proteicos de PTEN en un lisado celular por
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ELISA o transferencia de Western, y/o determinar la expresion proteica del PTEN que comprende la utilizacion de un
agente de unién capaz de unirse especificamente a la proteina del PTEN, o un fragmento del mismo.

11. El inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde la determinacién de si el individuo tiene un cancer con el PTEN mutado
o deficiente se lleva a cabo en un acido nucleico genémico extraido de una muestra de células obtenidas del cancer
de mama o de una muestra de células cancerosas circulantes en la sangre;

y opcionalmente en donde la determinacion de la expresion del gen PTEN comprende la extraccion de ARN de una
muestra de células cancerosas y la medicion de la expresion por PCR en tiempo real y/o utilizando una sonda capaz
de hibridarse al ARN de PTEN, estando opcionalmente la sonda inmovilizada en una micromatriz.

12. el inhibidor de la proteina cinasa TTK para su uso en un método de tratamiento de acuerdo con una cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, en donde el método comprende la etapa inicial de obtenciéon de una muestra de
dicho individuo, opcionalmente en donde la muestra es una muestra tumoral, una muestra de sangre, una muestra
de tejido o una muestra celular.

13. Un método de exploracion de agentes utiles en el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o deficiente,
empleando el método una primera y una segunda lineas celulares, en donde la primera linea celular es PTEN y la
segunda linea celular tiene el PTEN competente, comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la primera y la segunda lineas celulares de mamifero con al menos un agente candidato;
(b) determinar la cantidad de muerte celular en la primera y la segunda lineas celulares;

(c) seleccionar un agente candidato que sea sintéticamente letal en la primera linea celular; y

(d) determinar si el agente candidato seleccionado en la etapa (c) es un inhibidor de la proteina cinasa TTK.

14. Un método de exploracion de agentes utiles en el tratamiento de un cancer con el PTEN mutado o deficiente,
comprendiendo el método:

(a) poner en contacto la proteina cinasa TTK con al menos un agente candidato;

(b) determinar un efecto del al menos un agente candidato sobre una actividad de la proteina cinasa TTK; y

(c) seleccionar un agente candidato que inhiba la actividad de la cinasa mit6tica que sea Util para el tratamiento
del cancer con el PTEN mutado o deficiente.

15. El método de acuerdo con la reivindicacion 14, que comprende adicionalmente la etapa de poner en contacto un
agente candidato seleccionado en la etapa (c) con una linea celular de cancer con el PTEN mutado o deficiente para
determinar si el agente candidato es citotoxico para la linea celular cancerosa.

16. El método de acuerdo con la reivindicacion 14 o la reivindicacion 15, en el que:

(a) el agente candidato es un inhibidor del acido nucleico candidato, un anticuerpo candidato, o una molécula
pequefia candidata o un péptido candidato; y/o

(b) el agente candidato es un compuesto que es parte de una biblioteca de compuestos y opcionalmente en
donde el compuesto candidato tiene un peso molecular de menos de 100 Da; y/o

(c) el agente candidato o el compuesto candidato es un farmaco aprobado para su uso en el tratamiento del
cancer.

17. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16, que comprende adicionalmente la

determinacion de si un agente candidato no es letal para las células normales y/o la determinacién del efecto de
combinaciones de dos 0 mas compuestos candidatos sobre las lineas celulares o las dianas proteicas.
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