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DESCRIPCION
Compafiero de diagnostico para inhibidores de CDK4
1. Introduccioén

La presente invencién se refiere a biomarcadores que pueden usarse para evaluar la probabilidad de que un
inhibidor de CDK4 produzca un efecto anticancerigeno en un sujeto. Como tal, estos biomarcadores pueden usarse
en métodos de tratamiento de pacientes con cancer.

2. Antecedentes de la invencion

El homdlogo doble diminuto murino 2 (MDM2) es una proteina que esta codificada por el gen MDM2. MDM2
funciona como una ubiquitina ligasa E3 y como regulador negativo de la proteina supresora tumoral, p53, mediante
ubiquitinacién y seleccion como diana de p53 para su degradacion (8). MDM2 afecta el ciclo celular, la apoptosis y la
tumorigénesis a través de la interaccion con otras proteinas, incluyendo el retinoblastoma (RB) (50).

Los estudios de asociacion de todo el genoma, tales como los proyectos del Atlas del Genoma del Cancer, muestran
que la mayoria de los canceres son genéticamente heterogéneos. Algunas alteraciones/mutaciones recurrentes son
parte integral del desarrollo y la progresion de un tumor, mientras que una gran cantidad de otros cambios pueden
alterar sustancialmente su fenotipo, afectando a la progresién y teniendo un impacto tanto sobre el prondstico del
paciente como sobre la eficacia de la terapia (1-5). El noventa por ciento de los liposarcomas bien diferenciados y
desdiferenciados (WD/DDLS, por sus siglas en inglés) tienen amplificacion de genes en el segmento cromosémico
12913-15, en un contexto de cariotipos que son ampliamente variables y, en muchos casos, altamente complejos. La
amplificacion de 12q13-15 se asocia con la sobreexpresion de los oncogenes MDM2 y CDK4, y se cree que las
proteinas traducidas correspondientes fomentan la liposarcomagénesis (6).

CDK4 fomenta la proliferacion celular catalizando la fosforilacion y la inactivacion del RB (7), y MDM2 suprime la
senescencia o apoptosis inducida por oncogén al inactivar p53 (8). Se han desarrollado farmacos que se
seleccionan como diana especificamente estos posibles controladores y el efecto de estos agentes seleccionados
como diana en pacientes con una variedad de tumores ha sido un area activa de investigacion. Sin embargo,
predecir la eficacia de estos farmacos sobre el desenlace de pacientes ha sido problematico, debido a la extensa
interferencia molecular entre las rutas de p53 y RB y la heterogeneidad gendmica de los tumores examinados (9,
10).

Da David, 2013. ProQuest Dissertation describe PD0332991 (un inhibidor de CDK4) y su uso para tratar el
liposarcoma y menciona que los inhibidores de CDK4 pueden reducir la fosforilacion de la proteina del
retinoblastoma y que la respuesta a los inhibidores de CDK4 se asocia con la regulacion por disminucion de MDM2
y Dickson et al, 2013. J Clin Oncol, 31 (16), 2024-2028 describen un inhibidor de CDK4 (PD0332991) y su uso en el
tratamiento de liposarcoma.

Richard et al, 2009. Breast Can Res, 11 (5), R77 describen un inhibidor de CDK4 (PD0332991) y su uso en el
tratamiento de cancer de mama.

El documento EP1309621 describe anticuerpos anti-MDM2 y anticuerpos anti-pRB y su uso para medir estos
biomarcadores.

3. Sumario de la invencion

La presente descripcion se refiere a métodos y composiciones que proporcionan un comparero de diagnostico para
los inhibidores de CDK4, y en particular, al uso de la expresion de MDM2 como biomarcador para la probabilidad de
que un cancer pueda tratarse con éxito mediante la inhibicion de CDK4. Se basa, al menos en parte, en el
descubrimiento de que el tratamiento con un inhibidor de CDK4 es mas eficaz cuando las células cancerosas
tratadas experimentan senescencia celular en lugar de una detencion transitoria del ciclo celular, en el que la
senescencia celular se asocia con un nivel disminuido de proteina MDM2.

4. Breve descripcion de las figuras

FIGURAS 1A-C. PD0332991 induce la detencion del crecimiento. Las células crecieron en presencia (blanco) o
ausencia (negro) de PD0332991 durante 48 horas y marcadas con BrdU, un marcador de replicacion de ADN en
curso (A), o anexina V y 7-AAD, un marcador de apoptosis (B). Se calcul6 el porcentaje medio de incorporacion de
BrdU o células anexina V+/7-AAD- a partir de tres o mas experimentos independientes. Las barras de error
representan la desviacion estandar (*p<0,05). (C) Se detectd la cantidad de serina 780 fosforilada o Rb total
mediante inmunotransferencia en extractos de células en crecimiento asincronico (0) y células tratadas con
PD0332991 durante 1 6 2 dias (experimento representativo; n>3 para cada linea celular).

FIGURAS 2A-D. PD0332991 induce senescencia en algunas células. Se hicieron crecer células en presencia
(blanco) o ausencia (negro) de PD0332991 durante 7 dias. Porcentaje medio (+ desviacion estandar). (*p<0,05). (A)
Se cuantificéd la tincion con [l-galactosidasa asociada a senescencia y (B) con HP1( para la formacion de focos
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heterocromaticos asociados a senescencia (SAHF) para tres o mas experimentos independientes para cada linea
celular. (*p<0,05). Se muestran micrografias de contraste de fase representativas de células tefiidas para SA-(1-gal o
tincion de inmunofluorescencia para HP1(1 en dos de las lineas celulares antes (ctrl) y después (PD) del tratamiento
farmacoldgico en las inserciones de las figuras 2A y 2B, respectivamente. (C) Incorporacién de BrdU. Se trataron las
lineas celulares con PD0332991 durante siete dias y se liberaron en medio libre de farmaco que contenia BrdU
durante el numero de dias indicado. Las barras de error representan la desviacion estandar de la media calculada a
partir de tres ensayos independientes. (D) Se detectdé la cantidad de ciclina A, p53, p16 y Arf mediante
inmunotransferencia de extractos de preparados a partir de células en crecimiento asincrénico (-) y células tratadas
con PD0332991 (+) durante 7 dias (n>3).

FIGURAS 3A-D. El silenciamiento de CDK4 imita el efecto de PD0332991. Tras la infeccion lentiviral, se
seleccionaron células con silenciamiento de CDK4 (shCDK4) y células infectadas con un ARNhp de control de
reordenamiento (shSCR) durante diez dias en puromicina. (A) Inmunotransferencia. Se resolvieron extractos de
células que expresaban ARNhp dirigido contra CDK4 (+) y el control de reordenamiento (-) mediante SDS-PAGE y
se midio el nivel de las proteinas indicadas mediante inmunotransferencia. (B) Incorporacion de BrdU. Se marcaron
con BrdU células infectadas con vectores que expresan ARNhp reordenados (negro) o de CDK4 (blanco) durante
2 horas. Se calcul6 el porcentaje medio de incorporacion de BrdU a partir de tres o mas ensayos independientes.
Las barras de error representan la desviacion estandar. (*p<0,05). (C) Se calcul6 la tincion con [I-galactosidasa
asociada a senescencia y (D) con HP1(] para la formacidon de focos heterocromaticos asociados a senescencia
(SAHF) para las células infectadas con ARNhp reordenados (negro) y de CDK4 (blanco). Se determinaron la media
y la desviacion estandar de tres experimentos independientes. (*p<0,05)

FIGURAS 4A-E. El silenciamiento de MDM2 induce senescencia en todas las lineas celulares de liposarcoma. Se
transdujeron las células indicadas con dos vectores lentivirales de silenciamiento de MDM2 diferentes (M376 o
M380) o un vector no especifico reordenado (scr) y se seleccionaron en puromicina durante 10 dias antes de la
extraccion de proteinas para inmunotransferencia (A), o andlisis de tincién con beta-galactosidasa asociada a
senescencia. (B) o tincion con HP1(J (C). (D y E) Se transdujeron células LS8817 con un lentivirus que expresa un
alelo de titubeo de MDM2 y se seleccionaron antes de la transduccidon secundaria con el lentivirus que expresa
M380 y la seleccion en puromicina durante diez dias antes de la inmunotransferencia (D) y la tinciéon con beta-
galactosidasa asociada a senescencia (*p<0,05) (E). Estos experimentos se realizaron al menos tres veces con
diferentes grupos de transductores con resultados similares cada vez.

FIGURAS 5A-D. La expresion forzada de MDM2 puede anular la actividad promotora de senescencia de PD0332991
pero no su capacidad para inducir la detencion del crecimiento. (A) Inmunotransferencia. Se midié la cantidad de
MDM2 en extractos preparados a partir de células tratadas con PD0332991 durante dos dias o seleccionados para
la expresion de shCDK4 tal como se muestra en la figura 3A. La tubulina era un control de carga. (B)
Inmunotransferencia. Se transdujeron células con vectores lentivirales que expresaban RFP o MDM2 y se determiné
la cantidad de proteinas 48 horas después del tratamiento con la dosis indicada de PD0332991. (C) Se midio la
incorporacion de BrdU en las células que expresaban RFP y MDM2 cuarenta y ocho horas después del tratamiento
con la dosis indicada de PD0332991. (D) Se llevé a cabo la tincién con beta-galactosidasa asociada a senescencia
en las células que expresaban RFP o MDM2 tratadas con diferentes dosis de PD0332991 durante siete dias. Este
experimento se llevo a cabo con tres grupos diferentes de transductores varias veces (*p<0,05, **p<0,01). r? se
calcula como la correlacion de ajuste optimo.

FIGURAS 6A-B. PSM-Rb puede inducir senescencia. Se transdujeron las células que respondieron, LS8817 vy
LS0082, y las células que no respondieron, LS7785-1, con un lentivirus que expresaba el bolsillo grande de RB (LP)
o un bolsillo grande no fosforilable de RB (PSM) y se seleccionaron durante 10 dias en puromicina. Se evaluaron el
efecto de estos productos génicos sobre la incorporacion de BrdU y la expresion de proteinas (A) y la tinciéon con
beta-galactosidasa asociada a senescencia (B) tal como se describe en las leyendas de las otras figuras. (B) Se
midi6é Rb fosforilado endégeno como marcador de la actividad cinasa CDK4/6 en células que expresan los dominios
de bolsillo LP o PSM. PD0332991 y las células de control no tratadas se muestran para una comparacion. Este
experimento se realizd al menos tres veces con diferentes grupos de transductores con resultados similares cada
vez.

FIGURA 7. Los cambios en MDM2 se correlacionan con la respuesta de pacientes con WD/DDLS al tratamiento con
PD0332991. Se inscribieron nueve pacientes acumulados entre enero de 2012 y agosto de 2012 en un ensayo
clinico continuo de fase Il de PD0332991. Se recogieron biopsias previas al tratamiento y biopsias posteriores al
tratamiento de estos pacientes y se midi6 la expresion de MDM2 y RB mediante inmunotransferencia. GAPDH sirve
como control de carga. Los pacientes, indicados por los numeros 1 a 9, se clasificaron en tres clases (PR, respuesta
parcial; SD, enfermedad estable; POD, progresion de la enfermedad) basandose en su mejor respuesta al farmaco,
tal como se mide por el crecimiento de la lesion objetivo mediante tomografia computarizada segun criterios
RECIST. Se midié el cambio en la expresion de MDM2 y se normalizd con respecto al cambio en GAPDH en cada
par de muestras. Para el paciente 5, el cambio en MDM2 se resalta con un asterisco porque el valor se obtuvo
normalizando MDM2 con respecto a actina (no mostrado). El signo del nimero en superindice indica que el paciente
se retird del ensayo, y los triangulos indican que el paciente ha fallecido. Se indica el nUmero de dias que el paciente
ha estado en el ensayo.
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FIGURA 8. Alteraciones del nimero de copias en lineas celulares de WD/DDLS tal como se determina mediante
hibridacién genémica comparativa. Se identificaron amplificacion (rojo) y deleciones (azul) usando el algoritmo RAE
y se visualizan usando Integrated Genomic Viewer (http://broadinstitute.org/igv).

FIGURAS 9A-B. PD0332991 induce la detencion de G1 en lineas celulares de liposarcoma. (A) Numero de células
aisladas de cultivos hechos crecer en presencia (lineas discontinuas) o ausencia (lineas continuas) de PD0332991
durante 4 dias cuantificado diariamente mediante un contador Coulter y representado graficamente en funcion del
tiempo. (B) Se tifieron células hechas crecer en presencia de PD0332991 durante dos dias o que crecian de manera
asincronica en ausencia del farmaco (control) con yoduro de propidio y se analizaron mediante citometria de flujo
para determinar la distribucién del ciclo celular dentro del cultivo. Los porcentajes anotados en los graficos
representan la media de tres o0 mas experimentos independientes.

FIGURAS 10A-C. PD0332991 induce un cambio en el volumen celular. Se tifieron células hechas crecer en
presencia o ausencia de PD0332991 durante 48 horas con faloidina o se analizaron mediante citometria de flujo. (A)
Imagenes representativas obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de dos de las lineas celulares tefiidas
con faloidina (rojo) y DAPI (azul). (B) Se promediaron el tamafio celular medio en células de control no tratadas
(negro) y células tratadas con PD0332991 (blanco) en tres ensayos independientes (+ desviacion estandar).
(*p<0,05) (C) Graficos de dispersion directa obtenidos mediante citometria de flujo. Se indica la distribucion de
células de control no tratadas (rojo) y células tratadas con PD0332991 (azul). El valor medio maximo de tres
experimentos independientes se cuantifica a continuacién (tamario celular medio + desviacion estandar).

FIGURA 11. PD0332991 no induce diferenciacion. Se trataron las lineas celulares o bien con PD0332991 (gris) o
bien con un medio de diferenciacion (Gimble, blanco) durante siete dias y se compara la cantidad de ARN para cada
producto génico indicado con la observada en células con buen crecimiento tratadas (ctrl, negro).

FIGURAS 12A-D. Se inhibi6 la expresion de CDK4 o CDK6 con ARNhp en comparacién con controles reordenados
(scr). Se seleccionaron todas las células infectadas durante diez dias en puromicina. (A) Inmunotransferencia. Se
prepararon extractos a partir de las células infectadas resistentes al tratamiento con puromicina y se midi6 la
expresion de CDK4 y CDK6 mediante SDS-PAGE e inmunotransferencia. (B) Se marcaron las células infectadas
con vectores que expresan ARNhp reordenado (negro), de CDK4 (gris) o ARNhp de CDK6 (blanco) con BrdU
durante 2 horas. Se calculd el porcentaje medio de incorporacion de BrdU a partir de tres o mas ensayos
independientes. Las barras de error representan la desviacion estandar. (*p<0,05). (C) Se calculé la tincién con (-
galactosidasa asociada a senescencia y (D) con HP1[] para la formacion de focos heterocromaticos asociados a
senescencia (SAHF) para células infectadas con ARNhp reordenado (negro), de CDK4 (gris) o ARNhp de CDK6
(blanco). (*p<0,05). Estos experimentos se realizaron al menos tres veces con diferentes grupos de transductores
con resultados similares cada vez.

FIGURAS 13A-B. La nutlina-3a induce apoptosis en todas las lineas celulares de liposarcoma. Se trataron las lineas
celulares indicadas con nutlina-3a o control de vehiculo y se prepararon extractos para inmunotransferencia (A) o
tincion con anexina V (B) cuarenta y ocho horas después del tratamiento. Se calcul6 el porcentaje medio de células
anexina V+/7-AAD- a partir de tres o mas experimentos independientes. Las barras de error representan la
desviacién estandar (*p<0,05).

FIGURAS 14A-B. La expresion y la senescencia de MDM2 se correlacionan con la amplificacion de CDK4. (A) Se
examinaron la tincion con [I-galactosidasa asociada a senescencia y (B) con HP10l en células LS6736
caracterizadas por amplificacion de MDM2 pero no coamplificacion de CDK4 después del tratamiento con
PD0332991 (blanco) o medio de control (negro) durante siete dias.

FIGURAS 15A-D. La senescencia inducida por PD0332991 se correlaciona con cambios en la expresion de MDM2.
Se hicieron crecer células en presencia (blanco) o ausencia (negro) de PD0332991 durante 7 dias. Porcentaje medio
(+ desviacion estandar). (*p<0,05). (A) Se detectd la cantidad de MDM2, p53, ciclina A, p16, p21 y tubulina mediante
inmunotransferencia de extractos preparados a partir de células tratadas con PD0332991 (7D PD) o no tratadas en
crecimiento asincronico (ctrl) durante 7 dias. (B) Micrografias de contraste de fase representativas de células tefiidas
para SA-l-gal en lineas celulares tratadas con medio de control (ctrl) o tratamiento farmacolégico con PD0332991
(7D PD). (C) Se calculé la incorporacion de BrdU y (D) (I-galactosidasa asociada a senescencia para las células
después del tratamiento con PD0332991 (7D PD) o medio de control (ctrl).

FIGURA 16. Se cultivaron células que respondieron LS8817 (negro) y que no respondieron LS8313 (gris claro) en
presencia o ausencia de PD0332991 durante siete dias y se representa graficamente el efecto del farmaco sobre la
expresion de citocinas a la izquierda. Se muestran autorradiografias representativas a la derecha.

FIGURA 17. La expresion forzada de MDM2 en LS8817 puede prevenir la pérdida inducida por PD0332991 de la
proteina (izquierda) y la acumulacion de células positivas para [l-galactosidasa asociada a senescencia (derecha)
pero no la reduccion inducida por el farmaco de la incorporacion de BrdU (centro). Se usaron como control células
transducidas con un virus que expresa RFP.

FIGURAS 18A-E. El recambio de MDM2 esta regulado de manera postraduccional y se asocia con una sefializacion
desequilibrada. (A) Se transdujeron las células que respondieron, LS8817 y LS0082, y que no respondieron,
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LS7785-1, con un lentivirus que expresa o bien el bolsillo grande de RB (LP) o bien un bolsillo grande no fosforilable
de RB (PSM) y se seleccionaron durante cinco dias en blasticidina. El efecto de estos productos génicos sobre la
incorporacion de BrdU se muestra a la izquierda, la tincion con beta-galactosidasa asociada a senescencia a la
derecha y la expresion de MDM2, RB fosforilado, p53, p16, Arf y ciclina A en el centro. Este experimento se realizé
al menos tres veces con diferentes grupos de transductores con resultados similares cada vez. (B) La privacion de
suero induce la detencion del crecimiento pero no el cambio en MDM2 o la senescencia. Se hicieron crecer las
células indicadas en suero al 0,5% (blanco) o se trataron con PD0332991 (gris) y se midi6 la proliferacion mediante
la incorporacién de BrdU (izquierda) y el numero de células que experimentan senescencia mediante tincion para (-
galactosidasa asociada a senescencia (derecha). Se midio el nivel de MDM2 mediante inmunotransferencia (centro).
La tubulina era un control de carga. (C) Se trataron las células con PD0332991 durante dos dias y se determiné el
efecto sobre los niveles de transcrito de MDM2 mediante qPCR. Este experimento se repitié al menos tres veces con
diferentes réplicas bioldgicas. (D) Se trataron las lineas celulares indicadas con PD0332991 durante dos dias y se
afadié cicloheximida, y se recogieron muestras cada 15 minutos a partir de los 30-60 minutos para medir la cantidad
de MDM2 mediante inmunotransferencia. La tubulina es un control de carga. Se representan graficamente los datos
compilados de al menos tres experimentos independientes (media y desviacion estandar) y se muestra una
inmunotransferencia representativa. (E) La privacion de suero tiene un efecto mas moderado sobre la semivida de
MDM2 que la inhibicion de CDK4. Se trataron las células con PD0332991 o suero al 0,5% y se determiné el efecto
sobre los niveles de MDM2 mediante inmunotransferencia. Los graficos se compilan a partir de los datos obtenidos
con tres réplicas biolégicas independientes y se muestran autorradiografias representativas.

FIGURAS 19A-C. La senescencia asociada con la regulacién por disminucion de MDM2 es independiente de p53 e
INK4. (A) La capacidad de MDM2 para bloquear la senescencia inducida por PD0332991 depende de un dominio
RING intacto, pero no de la capacidad de unirse a p53. Se transdujeron células con vectores lentivirales que
codifican para los mutantes indicados de MDM2 y después de la seleccion se trataron con PD0332991 y se
determind la expresion de MDM2 mediante inmunotransferencia y el porcentaje de células que experimentan
senescencia midiendo la [I-galactosidasa asociada a senescencia. Este experimento se repitié tres veces con
resultados similares tanto en LS8817 como en LS141. (B) Se trataron células de glioma (U87MG, U251, SNB19,
DBTRG-05MG) y cancer de mama (MDA453, T47D, ZR-75-1 y MCF7) con PD0332991 y se examinaron sus efectos
sobre la senescencia y la expresion de proteinas tal como se describe. Se obtuvieron el estado mutacional de p53
de estas lineas celulares (WT, wild type, silvestre; R273H y L194F, mutaciones de cambio de sentido; if-DEL,
delecion en marco de 30 nucledtidos en el aminoacido 368) de la base de datos de mutaciones de p53 y el banco de
datos de recursos bioldgicos RIKEN y concuerda con la deteccion de p21 mediante inmunotransferencia. (C) Se
transdujeron células SNB19, un mutante de p53 y célula deficiente en INK4A, con los mutantes descritos en el panel
Ay se determind su efecto sobre la senescencia.

FIGURA 20. Modelo resumen. Este modelo resume los puntos clave que sugieren que es la sefalizacion
desequilibrada asociada con la detencion del crecimiento inducida por la acumulacién de RB no fosforilado lo que
desencadena el cambio postraduccional en MDM2 que activa un programa de senescencia independiente de p53
e INK4A. En células que no responden, la célula ni experimenta una detencién desequilibrada ni puede activar la
ruta de recambio de MDM2 que desencadena la ruta de senescencia independiente de p53 e INK4A. La inhibicion
de CDK4 da como resultado adicionalmente la disociacion del complejo de MDM2 y HAUSP en células que no
responden y que responden.

FIGURAS 21A-B. El recambio de MDM2 esta regulado de manera postraduccional. (A) Se trataron lineas celulares
con PD0332991 durante dos dias, después de lo cual se anadieron 10 M del inhibidor de proteasoma MG132
durante los tiempos indicados (horas). Se uso6 tubulina como control de carga. Este experimento se repitié dos veces
con resultados similares. (B) Se seleccionaron células LS8817 transducidas o bien con un MDM2 marcado con
etigueta FLAG o bien un mutante C464A marcado con etiqueta FLAG de MDM2 y se midié el recambio de la
proteina marcada con etiqueta FLAG mediante inmunotransferencia después de que se bloquease la sintesis de
proteina con cicloheximida durante el tiempo indicado. Se muestra una inmunotransferencia representativa y la
media y la desviacion estandar se compilaron de dos experimentos independientes.

FIGURA 22. Analisis de inmunotransferencia adicional en células que responden y que no responden. Tal como se
describe en la leyenda de la figura 5A, se usaron inmunotransferencias para medir la acumulacién de p27, catalasa y
p53 en células tratadas con PD0332991 y se extrajeron las proteinas en SDS-RIPA. La actina es un control de
carga. Este experimento se repitid al menos tres veces para cada linea celular.

FIGURAS 23A-B. PD0332991 tiene poco efecto sobre los indices de activacion de ATM, pero si que resuelve los
focos de dafio del ADN en células que responden. (A) Se midieron CHK2, fosfoKAP1 y KAP1 total como marcadores
de actividad de ATM en células tratadas con PD0332991. Se incluyeron como control extractos de fibroblastos de
embrién de ratén irradiados y de control. La tubulina es un control. (B) Se puntuaron los focos de [1TH2AX y 53BP1
en las lineas celulares indicadas. Segun (Doil et al., 2009; Panier et al., 2012), tener una célula con mas de 10 focos
(blanco) se considera positivo para el dafio del ADN. Tal como se esperaba para las lineas celulares de WD/DDLS,
el nivel basal de dafio en el ADN fue bastante alto. Aunque todas las lineas celulares salen del ciclo celular,
PD0332991 conduce a la resolucion de los focos de dafio en las células que responden LS8817, pero no en las que
no responden LS8107 y LS7785-10.
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FIGURA 24. La senescencia inducida por PD0332991 no se correlaciond con la induccién o bien de E2F7 o bien de
catalasa, un marcador de especies reactivas de oxigeno. Se midieron los niveles de E2F7 mediante
inmunotransferencia 48 horas después del tratamiento con PD0332991 en las lineas celulares indicadas. La tubulina
es un control de carga. Este experimento se repitié al menos dos veces para cada linea celular.

FIGURAS 25A-D. El recambio de MDM2 esta regulado de manera postraduccional. (A) Se trataron las lineas
celulares indicadas con PD0332991 durante dos dias, después de lo cual se afadid6 MG132 5 [IM y continud la
incubacion durante 2 horas adicionales. Se prepararon extractos y se inmunoprecipit6 MDM2 y se determind la
presencia de HAUSP y MDM2 en los precipitados mediante inmunotransferencia. Se us6 IgG como control de
anticuerpo inespecifico para la inmunoprecipitacion. (B) Las lineas celulares o bien se hicieron crecer de manera
asincronica o bien se trataron con PD0332991 durante 2 dias y se midio la expresion de HAUSP y MDM2 mediante
inmunotransferencia. La tubulina es un control de carga. Se redujeron los niveles de HAUSP con ARNhp en las
lineas celulares indicadas y se midieron el efecto sobre la expresion de proteina (C) y la acumulacion de células
positivas para [I-galactosidasa asociada a senescencia (D). Se compilaron la media y la desviacion estandar de al
menos dos experimentos independientes con cada linea celular y se muestra una inmunotransferencia
representativa.

FIGURAS 26A-B. No se requiere p53 para la senescencia inducida por silenciamiento de MDM2 o PD0332991 en
células LS8817. Se infectaron células LS8817 con lentivirus que expresan un ARNhp o bien reorganizado (shSCR) o
bien que selecciona como diana dos p53 independientes (shp53a y shp53d2). Después de la seleccion, estas
células o bien se trataron con PD0332991 (A) o bien se redujo MDM2 mediante superinfeccion con un lentivirus que
expresa shM380 (B). Se determinaron la acumulacion de [1-galactosidasa asociada a senescencia (parte superior) y
la expresion de MDM2 y p53 mediante inmunotransferencia (parte inferior). La tincion con Coomassie del gel indico
una carga equivalente.

FIGURA 27. Se silenci6 MDM2 en células SNB19 y MCF7 y se muestra el efecto sobre la acumulacion de células
positivas para []-galactosidasa asociada a senescencia (izquierda) y p53 y p21 (derecha). Este experimento se
repitié dos veces.

5. Descripcion detallada de la invencién
Para mayor claridad y no a modo de limitacion, la descripcion detallada se divide en las siguientes subsecciones:
(iy MDM2 como biomarcador;
(ii) inhibidores de CDK4;
(iii) dianas de cancer;
(iv) métodos de uso;y
(v) Kkits.
5.1 MDM2 COMO BIOMARCADOR

Doble diminuto murino 2 se indica como MDM2 en el presente documento.

Un sujeto puede ser humano o no humano. Los ejemplos no limitativos de sujetos no humanos incluyen primates no
humanos, perros, gatos, ratones, ratas, cobayas, conejos, cerdos, aves de corral, caballos, vacas, cabras, ovejas,
cetaceos, etc.

En ciertos ejemplos no limitativos, un biomarcador de MDM2 puede ser una proteina.

En un ejemplo especifico, no limitativo, una proteina MDM2 puede ser una proteina MDM2 humana que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en el n.° de registro de la base de datos de NCBI NP_002383 (SEQ ID NO: 1).

Las proteinas y los acidos nucleicos de MDM2 para especies no humanas se conocen o pueden determinarse segun
métodos conocidos en la técnica, por ejemplo, en los que la secuencia es el alelo representado en la mayoria de la
poblacién.

En un ejemplo especifico, no limitativo, una proteina MDM2 puede ser una proteina MDM2 de raton que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en el n.° de registro de la base de datos de NCBI NP_034916 (SEQ ID NO: 2).

En un ejemplo especifico, no limitativo, una proteina MDM2 puede ser una proteina MDM2 de rata que tiene la
secuencia de aminoacidos expuesta en el n.° de registro de la base de datos de NCBI NP_001101569 (SEQ ID NO:
3).

Un biomarcador de MDM2 es un biomarcador, que se manifiesta como niveles de expresiéon de MDM2 disminuidos
tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4, en relacién con un nivel de criterio de referencia. Un nivel de criterio de
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referencia de MDM2 puede establecerse, por ejemplo, usando un criterio de referencia tal como células cancerosas
del sujeto antes del tratamiento con un inhibidor de CDK4 o en un cultivo paralelo de las células cancerosas del
sujeto.

En ciertos ejemplos no limitativos de la divulgacion, puede evaluarse un nivel de un biomarcador de MDM2
evaluando la funcién de MDM2, en el que el nivel de MDM2 es directamente proporcional al nivel de la funcién de
MDM2.

En ejemplos no limitativos particulares, una reduccion del nivel de biomarcador de MDM2 significa una reduccion de
al menos una cantidad estadisticamente significativa, o al menos aproximadamente el diez por ciento, o al menos
aproximadamente el veinte por ciento, o al menos aproximadamente el treinta por ciento, o al menos
aproximadamente el cuarenta por ciento, o al menos aproximadamente el cincuenta por ciento, en relacién con el
nivel de criterio de referencia.

Los métodos para detectar y/o determinar el nivel de un biomarcador de proteina incluyen, pero no se limitan a,
técnicas de espectrometria de masas, sistemas de analisis basados en gel 1D o 2D, cromatografia,
microalineamiento de proteinas, inmunofluorescencia, ensayos de inmunosorcion ligada a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo (RIA), inmunoensayos enzimaticos (EIA), inmunotransferencia de tipo Western y otros ensayos
mediados por inmunoglobulina, y otras técnicas conocidas en la técnica.

En ciertas realizaciones no limitativas, un método que puede usarse para detectar un biomarcador de MDM2 es la
inmunotransferencia de tipo Western. Pueden recogerse células mediante tripsinizacion y homogeneizarse y/o
sonicarse en tampon de lisis. Los lisados pueden clarificarse mediante centrifugacion y someterse a SDS-PAGE
seguido de transferencia a una membrana, tal como una membrana de poli(difluoruro de vinilideno) (PVDF). Pueden
ponerse en contacto entonces anticuerpos (sin marcar), especificos de un biomarcador, por ejemplo, de MDM2 con
la membrana y someterse a ensayo mediante un reactivo inmunoldgico secundario, tal como anticuerpo anti-
inmunoglobulina marcado. Los ejemplos no limitativos de marcadores incluyen, entre otros, %I, peroxidasa de
rabano picante y fosfatasa alcalina. En ciertos ejemplos, puede realizarse inmunodeteccion con anticuerpos contra
un biomarcador usando el sistema de quimioluminiscencia mejorado (por ejemplo, de PerkinElmer Life Sciences,
Boston, Mass.). La membrana puede separarse entonces y volver a someterse a transferencia con un anticuerpo de
control, por ejemplo, anti-tubulina. En ciertas realizaciones, el nivel de un biomarcador puede normalizarse frente al
nivel de una proteina de control, por ejemplo, tubulina o actina, detectada en la misma muestra.

En ciertos ejemplos no limitativos, puede usarse inmunohistoquimica para detectar un biomarcador de MDM2. Por
ejemplo, un primer anticuerpo puede ponerse en contacto con una muestra, por ejemplo, una capa delgada de
células, seguido de lavado para retirar el anticuerpo no unido, y luego ponerse en contacto con un segundo
anticuerpo marcado. El marcaje puede ser mediante marcadores fluorescentes, enzimas, tales como peroxidasa,
avidina o radiomarcaje. En ciertos ejemplos, el primer anticuerpo puede conjugarse con un fluoréforo para la
deteccion directa. El marcaje puede puntuarse visualmente mediante microscopia y los resultados pueden
cuantificarse.

5.2 INHIBIDORES DE CDK4

Los ejemplos no limitativos de inhibidores de CDK4 incluyen compuestos que inhiben la actividad cinasa de CDK4.
Los ejemplos adicionales no limitativos de inhibidores de CDK4 incluyen inhibidores de CDK4 competitivos con ATP.
En realizaciones no limitativas particulares, el inhibidor de CDK4 se deriva de compuestos de piridopirimidina,
pirrolopirimidina o indolocarbazol. Otros ejemplos no limitativos de inhibidores de CDK4 incluyen isetionato de
palbociclib, LEEO11 (numero CAS 1211441-98-3), LY2835219 (numero CAS 1231930-82-7), PD0332991 y
clorhidrato de flavopiridol. Se describen inhibidores de CDK4 adicionales en las patentes estadounidenses n.°s
6.630.464 y 6.818.663 y las solicitudes de patente estadounidense n.°s U.S. 2012/0244110, 2012/0207763 y
2011/0152244.

Otros ejemplos no limitativos de inhibidores de CDK4 incluyen oligonucleétidos antisentido, moléculas de ARNhp y
moléculas de ARNip que inhiben especificamente la expresion o actividad de CDK4. Un ejemplo no limitativo de un
inhibidor de CDK4 comprende una secuencia de acido nucleico antisentido, ARNhp o ARNip homdloga a al menos
una parte de una secuencia de acido nucleico de CDK4, en el que la homologia de la parte con relacién a la
secuencia de CDK4 es de al menos aproximadamente el 75 o al menos aproximadamente el 80 o al menos
aproximadamente el 85 o al menos aproximadamente el 90 o al menos aproximadamente el 95 o al menos
aproximadamente el 98 por ciento, en el que el porcentaje de homologia puede determinarse, por ejemplo, mediante
el software BLAST o FASTA. En ciertas realizaciones no limitativas, la parte complementaria puede constituir al
menos 10 nucledtidos o al menos 15 nucledtidos o al menos 20 nucleétidos o al menos 25 nucledtidos o al menos
30 nucledtidos y las moléculas de acido nucleico antisentido, ARNhp o ARNip pueden tener hasta 15 o hasta 20 o
hasta 25 o hasta 30 o hasta 35 o hasta 40 o hasta 45 o hasta 50 o hasta 75 o hasta 100 nucledtidos de longitud. En
ciertas realizaciones, el inhibidor de CDK4 es un ARNhp que comprende la secuencia de acido nucleico
GAGATTACTTTGCTGCCTTAA (SEQ ID NO: 4). Las moléculas antisentido de ARNhp, ARNhp o ARNip pueden
comprender ADN o residuos atipicos o que no se producen de manera natural, por ejemplo, pero sin limitarse a,
residuos de fosforotioato.
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5.3 DIANAS DE CANCER

Los ejemplos no limitativos de canceres que pueden ser objeto de la presente invencién incluyen liposarcoma,
glioma (o glioblastoma), osteosarcomas, melanoma, oligodendroglioma, astrocitoma, neuroblastoma, tumores
neuroendocrinos de pancreas y cancer de mama.

5.4 METODOS DE USO

En ciertas realizaciones no limitativas, la presente invencién proporciona un método in vitro para determinar si es
probable que un inhibidor de CDK4 produzca un efecto anticancerigeno en un cancer, que comprende determinar si
las células del cancer tienen una expresion reducida de MDM2 tras el tratamiento con el inhibidor de CDK4, en el
que si la expresion de MDM2 esta reducida, es mas probable que el inhibidor de CDK4 tenga un efecto
anticancerigeno sobre el cancer, en el que el cancer se elige del grupo que consiste en liposarcoma, glioma y cancer
de mama, y

el inhibidor de CDK4 seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de CDK4 competitivo con ATP, un
inhibidor de CDK4 derivado de compuestos de piridopirimidina, pirrolopirimidina o indolocarbazol, isetionato de
palbociclib, LEEO11, LY2835219, PD0332991, clorhidrato de flavopiridol, un oligonucleétido antisentido una molécula
de ARNhp o molécula de ARNip que inhibe la expresion o actividad de CDK4.

Por ejemplo, la reduccion puede apreciarse comparando el nivel de biomarcador de MDM2 en el cancer como
consecuencia del tratamiento con inhibidor de CDK4 con un criterio de referencia tal como se describi
anteriormente.

Los biomarcadores de MDM2 se describen en las secciones anteriores. Los inhibidores de CDK4 se describieron
anteriormente. Los canceres adecuados para el tratamiento se describieron anteriormente.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para determinar si es probable que
un inhibidor de CDK4 produzca un efecto anticancerigeno en un cancer, que comprende obtener una muestra del
cancer antes y tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4 y determinar, en las muestras, el nivel de expresion de
un biomarcador de MDM2, en el que si el nivel de expresion del biomarcador de MDM2 esta disminuido tras el
tratamiento con un inhibidor de CDK4, es mas probable que un inhibidor de CDK4 tenga un efecto anticancerigeno
en el cancer. Se exponen métodos para determinar los niveles de expresion de un biomarcador de MDM2 en la
secciéon 5.1 anterior. Tal como se indicé anteriormente, la reducciéon puede apreciarse comparando el nivel de
biomarcador de MDM2 en el cancer como consecuencia del tratamiento con inhibidor de CDK4 con un nivel de
criterio de referencia. Por ejemplo, pero no a modo de limitacion, el nivel de criterio de referencia puede establecerse
usando células cancerosas del sujeto antes del tratamiento con un inhibidor de CDK4.

Un efecto anticancerigeno significa una o mas de una reduccion de la masa de células cancerosas total, una
reduccion de la velocidad de crecimiento de células cancerosas, una reducciéon de la proliferacion de células
cancerosas, una reduccion de la masa tumoral, una reduccién del volumen tumoral, una reduccion de la proliferacion
de células tumorales, una reduccion de la velocidad de crecimiento tumoral, una reduccion de la metastasis tumoral
y/o un aumento de la proporcién de células cancerosas senescentes.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para producir un efecto
anticancerigeno por un inhibidor de CDK4 en un sujeto, que comprende obtener una muestra del cancer antes del
tratamiento del sujeto con un inhibidor de CDK4 y determinar, en una o mas células cancerosas de la muestra, el
efecto del tratamiento con el inhibidor de CDK4 sobre el nivel de biomarcador de MDM2, en el que si el nivel de
expresion del biomarcador de MDM2 esta disminuido tras el tratamiento con el inhibidor de CDK4, entonces se inicia
el tratamiento del sujeto con una cantidad terapéuticamente eficaz del inhibidor de CDK4.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para producir un efecto
anticancerigeno por un inhibidor de CDK4, que comprende obtener una muestra del cancer tras el tratamiento con
un inhibidor de CDK4 y determinar, en una o mas células cancerosas de la muestra, el nivel de expresion de un
biomarcador de MDM2, en el que si el nivel de expresién del biomarcador de MDM2 esta disminuido tras el
tratamiento con un inhibidor de CDK4, entonces se continla o reanuda el tratamiento del sujeto con una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de CDK4. Opcionalmente, puede recogerse una muestra antes y después
del tratamiento y comparar los niveles de MDM2.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para producir un efecto
anticancerigeno por un inhibidor de CDK4, en el que el inhibidor de CDK4 usado para tratar a un sujeto después de
la deteccion de una disminucion de los niveles de expresion de MDM2 puede ser el mismo o diferente del inhibidor
de CDK4 administrado durante la determinacion del cambio en el nivel de expresion de MDM2 en el sujeto. En
ciertos ejemplos no limitativos, el inhibidor de CDK4 usado para tratar al sujeto después de la deteccion de una
disminucién de los niveles de expresion de MDM2 puede ser de la misma clase quimica o diferente que el inhibidor
de CDK4 administrado durante la determinacion del cambio en el nivel de expresion de MDM2 en el sujeto. En
ciertos ejemplos no limitativos, el inhibidor de CDK4 usado para tratar al sujeto después de la deteccion de una
disminucion de los niveles de expresiéon de MDM2 puede funcionar mediante un mecanismo similar o diferente que
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el inhibidor de CDK4 administrado durante la determinaciéon del cambio en el nivel de expresién de MDM2 en el
sujeto.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene
un cancer, que comprende, obtener una muestra del cancer antes del tratamiento del sujeto con un inhibidor de
CDKA4, y determinar, en una o mas células cancerosas de la muestra, el efecto del tratamiento con el inhibidor de
CDK4 sobre el nivel del biomarcador de MDM2, en el que si el nivel de expresion del biomarcador de MDM2 esta
disminuido tras el tratamiento con el inhibidor de CDK4, entonces se inicia el tratamiento del sujeto con una cantidad
terapéuticamente eficaz del inhibidor de CDK4.

En ciertos ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un método para tratar a un sujeto que tiene
un cancer, que comprende, obtener una muestra del cancer tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4 y
determinar, en la muestra, el nivel de expresién de un biomarcador de MDM2, en el que si el nivel de expresién del
biomarcador de MDM2 esta disminuido tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4 en comparacién con un nivel de
criterio de referencia, entonces se continta o reanuda el tratamiento del sujeto con una cantidad terapéuticamente
eficaz de un inhibidor de CDK4. Opcionalmente, puede recogerse una muestra antes y después del tratamiento y
comparar los niveles de MDM2.

Cualquiera de los métodos anteriores puede comprender una etapa de recogida de una o mas muestras de células
cancerosas del sujeto, en la que una célula o células del sujeto pueden usarse para determinar el efecto del inhibidor
de CDK4 del nivel de biomarcador de MDM2.

Cualquiera de los métodos anteriores puede comprender ademas una etapa de detectar uno o mas marcadores de
senescencia en una muestra tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4.

Cualquiera de los métodos anteriores puede comprender ademas determinar el nivel de RB fosforilado en una
muestra tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4, en el que si el nivel de RB fosforilado esta disminuido tras el
tratamiento con un inhibidor de CDK4, es mas probable que el inhibidor de CDK4 haya reducido la actividad cinasa
de CDK4. En ciertos ejemplos, la reduccion puede apreciarse comparando el nivel de RB fosforilado en el cancer
como consecuencia del tratamiento con inhibidor de CDK4 con un nivel de referencia. Un nivel de referencia de RB
fosforilado puede establecerse, por ejemplo, usando células cancerosas del sujeto antes del tratamiento con un
inhibidor de CDK4 o en un cultivo paralelo de las células cancerosas del sujeto.

En ciertos ejemplos no limitativos, una muestra incluye, pero no se limita a, una muestra clinica, células en cultivo,
sobrenadantes celulares, lisados celulares, suero, plasma sanguineo, liquido bioldgico (por ejemplo, liquido linfatico)
y muestras de tejido. La fuente de la muestra puede ser tejido sdlido (por ejemplo, de un dérgano fresco, congelado
y/o conservado, muestra de tejido, biopsia o aspirado), sangre o cualquier componente sanguineo, liquidos
corporales (tales como, por ejemplo, orina, linfa, liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido peritoneal o
liquido intersticial) o células del individuo, incluyendo células tumorales circulantes. En ciertos ejemplos no
limitativos, la muestra se obtiene de un tumor.

En ciertos ejemplos no limitativos, cuando el nivel de expresion de un biomarcador de MDM2 no esta disminuido en
las células cancerosas tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4, el sujeto del que derivan las células cancerosas
se trata con otra modalidad, por ejemplo, se administra un agente quimioterapico, agente anticancerigeno biolégico
o radioterapia alternativos.

Una cantidad terapéuticamente eficaz es una cantidad que puede lograr uno o mas de un efecto anticancerigeno,
prolongacion de la supervivencia y/o prolongacion del periodo hasta la recidiva. Se exponen métodos para
determinar los niveles de biomarcadores de MDM2 en la seccion 5.1 anterior.

5.5 KITS

En ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un kit para determinar si es probable que un inhibidor
de CDK4 produzca un efecto anticancerigeno en un cancer, que comprende un medio para detectar el nivel de
expresion de un biomarcador. Los biomarcadores de MDM2 y el método para medir los niveles de biomarcadores de
MDM2 se describen en las secciones anteriores.

Los tipos de kits incluyen, entre otros, alineamientos/microalineamientos, perlas y anticuerpos especificos de
biomarcadores, que contienen ademas una o mas sondas, anticuerpos u otros reactivos de deteccién para detectar
uno o mas biomarcadores de la presente divulgacion.

En ejemplos no limitativos, la presente divulgacion proporciona un kit para determinar si es probable que el inhibidor
de CDK4 produzca el efecto anticancerigeno en un cancer, que comprende un medio para detectar los niveles de
proteina de un biomarcador.

En ejemplos no limitativos, un kit puede comprender al menos un anticuerpo para la inmunodeteccion del/de los
biomarcador(es) que va(n) a identificarse. Los anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales, incluyendo
moléculas que comprenden una region variable de anticuerpo o una subregion de MDM2 del mismo, especifica para
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un biomarcador de MDM2, pueden prepararse usando técnicas de inmunizaciéon convencionales, como conoceran
generalmente los expertos en la técnica. Los reactivos de inmunodeteccion del kit pueden incluir marcadores
detectables que estan asociados o vinculados con el anticuerpo o antigeno dado. Tales marcadores detectables
incluyen, por ejemplo, moléculas quimioluminiscentes o fluorescentes (rodamina, fluoresceina, proteina fluorescente
verde, luciferasa, Cy3, Cy5 o ROX), radiomarcadores (°H, 38, 3?P, "*C y "3') o enzimas (fosfatasa alcalina,
peroxidasa de rabano picante). Alternativamente, un resto detectable puede estar comprendido en un anticuerpo
secundario o fragmento de anticuerpo que se une selectivamente al primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo (en
el que dicho primer anticuerpo o fragmento de anticuerpo reconoce especificamente MDM2).

En otro ejemplo no limitativo, el anticuerpo especifico de biomarcador de MDM2 puede proporcionarse unido a un
soporte sélido, tal como una matriz de columna, un alineamiento o pocillo de una placa de microtitulacién.
Alternativamente, el soporte puede proporcionarse como un elemento independiente del kit.

En un ejemplo especifico no limitativo, un kit puede comprender una sonda, un microalineamiento o anticuerpo
adecuado para detectar un biomarcador de MDM2.

En un ejemplo no limitativo especifico, un kit puede comprender ademas una sonda, un microalineamiento o
anticuerpo adecuado para detectar RB fosforilado.

En ciertos ejemplos no limitativos, cuando el medio de medicién en el kit emplea un alineamiento, el conjunto de
biomarcadores establecidos anteriormente puede constituir al menos el 10 por ciento o al menos el 20 por ciento o al
menos el 30 por ciento o al menos el 40 por ciento o al menos el 50 por ciento o al menos el 60 por ciento o al
menos el 70 por ciento o al menos el 80 por ciento de las especies de marcador representadas en el
microalineamiento.

En ciertos ejemplos no limitativos, un kit puede contener ademas medios para detectar un marcador de senescencia.
Por ejemplo, en ciertos ejemplos no limitativos, el kit puede comprender ademas un anticuerpo adecuado para
detectar focos heterocromaticos asociados a senescencia (SAHF, por sus siglas en inglés), por ejemplo, un
anticuerpo especifico para HP1[J. En ciertos ejemplos no limitativos, el kit puede comprender un anticuerpo
adecuado para detectar la [1-galactosidasa asociada a senescencia.

En ciertos ejemplos no limitativos, un kit puede comprender ademas una sonda, un microalineamiento o anticuerpo
adecuado para detectar niveles de proteina de retinoblastoma (RB). Por ejemplo, el kit puede comprender una
sonda, un microalineamiento o anticuerpo adecuado para detectar la forma fosforilada de RB (por ejemplo, p-RB
Ser780).

En ciertos ejemplos no limitativos, un kit de deteccion de biomarcadores puede comprender uno o mas reactivos de
deteccion y otros componentes (por ejemplo, un tampoén, enzimas tales como fosfatasa alcalina, anticuerpos y
similares) necesarios para llevar a cabo un ensayo o una reaccion para determinar los niveles de expresion de un
biomarcador.

En ciertos ejemplos no limitativos, un kit puede contener ademas medios para comparar el biomarcador con un
criterio de referencia. Por ejemplo, en ciertas realizaciones no limitativas, el kit puede comprender ademas una
sonda, un microalineamiento o anticuerpo adecuado para detectar proteinas que puede usarse como control para
normalizar los niveles de expresion de proteinas. Ejemplos no limitativos de tales proteinas incluyen tubulina y
actina.

Un kit puede incluir ademas instrucciones para usar el kit para determinar el nivel de expresién del biomarcador de
MDM2. Especificamente, las instrucciones describen que la disminucién de los niveles de expresién de un
biomarcador de MDM2 tras el tratamiento con un inhibidor de CDK4, expuesta en el presente documento, es
indicativa de una mayor posibilidad de un efecto anticancerigeno en un cancer por un inhibidor de CDK4.

Se ha descubierto que la amplificacion o actividad de CDK4 se correlacionaba con la acumulacién de la proteina
MDM2 del locus amplificado en algunas células, y la expresion sostenida de la proteina MDM2 en células
quiescentes desempefiaba un papel critico en la supresion de una ruta de senescencia asociada a RB. Ademas,
observando la respuesta de los pacientes al tratamiento con PD0332991 y midiendo la cantidad de MDM2 en
biopsias previas y posteriores al tratamiento, se hallé6 que las reducciones de MDM2 se correlacionaban con un
desenlace favorable.

6.1 MATERIALES Y METODOS

Cultivo de lineas celulares, diferenciacion y validacion. Se desarrollaron lineas celulares a partir de tumores de
WD/DDLS resecados de pacientes quirdrgicos después de obtener el consentimiento informado. Se han descrito
previamente LS8817 y LS0082 usando la nomenclatura DDLS8817 y WDO0082. Se extrajo ADN de las lineas
celulares usando protocolos habituales (QIAGEN DNEasy) y se confirmé el linaje mediante un alineamiento de
numero de copias para confirmar la amplificacion del segmento 12q13-15 (Agilent 244K segun las especificaciones
del fabricante). Se realiz6 el andlisis de los datos comparativos de hibridacién genémica usando una cartera
personalizada, que realiza la segmentacion binaria circular habitual de la biblioteca de copias de ADN
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R/bioconductor y procesa todas las muestras con el algoritmo RAE (47).

Se mantuvieron las lineas celulares en DMEM con alto contenido de glucosa (HG, high glucose) complementado con
suero bovino fetal inactivado por calor al 10%. Se mantuvieron lineas celulares de glioma, DKMG, SNB19, DBTRG-
05MG y T89G, en DMEM HG complementado con suero bovino fetal al 10% y glutamina 2 mM. Se mantuvo la linea
celular de cancer de mama MCF7 en medio RPMI-1640 complementado con suero bovino fetal al 10% y glutamina
2mM. Se extrajo ARN de las células (RNEasy, QIAGEN) y se realizé transcripciéon inversa (22) después del
tratamiento durante 7 dias con PD0332991 (Selleckchem) o medios de diferenciacion tal como se describid
previamente (21).

Seleccion _como diana de genes por ARNhp. Se suministraron ARNhp en el vector pLKO.1 (Sigma) y se
seleccionaron células infectadas usando puromicina (1 [ig/ml); se usé como control la infeccién con un virus que
porta un control de reordenamiento (CAACAAGATGAAGAGCACCAA) en todos los experimentos que utilizan
ARNhp. Se trataron lineas celulares con PD0339221 o ARNhp dirigido contra CDK4
(GAGATTACTTTGCTGCCTTAA (SEQ ID NO: 4)), MDM2 (M376, TTCACTATTCCACTACCAAAG (SEQ ID NO: 5);
M380, TACTAGAAGTTGATGGCTGAG (SEQ ID NO: 6)), CCAGCTAAGTATCAAAGGAAA (SEQ ID NO: 7); 845,
CGTGGTGTCAAGGTGTACTAA (SEQ ID NO: 8)) o CDK6 (GACCTGGAAAGGTGCAAAGAA (SEQ ID NO: 9))
durante de 48 horas a 7 dias y se tifieron con BrdU (20 [IM durante dos horas) o anexina V tal como se describid
previamente (22, 48). Se determind el contenido de GO mediante tincidn con yoduro de propidio y analisis mediante
FACS (49).

Ensayos de proliferaciéon y apoptosis. Se tifieron células con BrdU (20 (1M durante dos horas) o anexina V tal como
se describid previamente (22, 48). Se determind el contenido de GO mediante tincion con yoduro de propidio y
analisis mediante FACS (49).

Anadlisis de senescencia. Se sembraron células en placa a una concentracion de 25.000 por pocillo en portaobjetos
de camara de 4 pocillos (Lab-Tek) y se trataron durante siete dias con un farmaco o ARNhp tal como se describid
anteriormente y se tifieron para la [1-galactosidasa asociada a senescencia (kit de sefalizacion celular #9860). Se
cuantificd el nimero de células mediante tincién con DAPI y se cuantificé la tinciéon con [1-galactosidasa como una
proporcion de las células totales. Se cuantificaron los focos heterocromaticos asociados a senescencia después de
que las células se fijaron con paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Tritén al 0,1%, se bloquearon con
FBS al 2% vy se tifieron con anticuerpos contra HP1(J (dilucion 1:5000, 2MOD-1G6 Millipore). Se identificaron células
senescentes mediante inmunofluorescencia después del tratamiento de portaobjetos con anticuerpos secundarios
anti-ratéon y cuantificacion de SAHF focal como porcentaje de las células totales (microscopio confocal Upright
Confocal SP5 de Leica). Se marco la actina usando tincion con faloidina (1:500, Invitrogen) y se contratifieron las
células con DAPI. Se midio el area celular con el software Metamorph para calcular el area relativa por célula.

Se adquirieron alineamientos de citocinas humanas de R&D Technologies (ARY006). Se trataron las células en
platos de 10 cm con PD0332991 1 (1M o se dejaron sin tratar como control. Se cambio el medio 24 horas antes de la
recogida. El dia de la recogida, se recogio el medio, se centrifugd durante 5 minutos a 1200 rpm y se filtr6 a través
de una jeringa de 45 (1M para retirar los residuos. Se tripsinizaron las células y se contaron y se ajusto el volumen
del medio para que se representara un nimero igual de células de cada muestra. Se realizaron alineamientos de
citocinas segun el protocolo del fabricante. Se midio la intensidad de sefial usando ImageJ y se calculd un valor de
logz delarazén PD/CTRL.

Inmunotransferencia. Se obtuvieron anticuerpos contra CDK4 (3F121), MDM2 (N-20 y SMP14), RB total (IF8), ciclina
A (H432), p16 (C20), p53 (DO-1y Bp53-12), tubulina (C20) y FLAG (M2) de Santa Cruz Biotechnology, fosfo-Rb 780
(#9307) de Cell Signaling y ARF (3642) de Abcam, HAUSP (A300-033A) de Bethyl Laboratories. Las células tratadas
se lisaron con tampén que se componia de Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 250 mM, EDTA 5 mM, NP40 al 0,5%,
PMSF 2 mM, y complementado con inhibidores de la proteasa. Se resolvieron ochenta microgramos de proteina
mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Se incubaron las membranas durante la noche con
anticuerpos (1:1000). Se prepararon extractos a partir de biopsias previas y posteriores al tratamiento de pacientes
tratados con 125 mg de PD0332991 diariamente durante 3 semanas seguido de una semana de descanso. Los
ciclos se repitieron cada cuatro semanas y los pacientes todavia estan en el ensayo. Se recogieron biopsias previas
al tratamiento en el plazo de las dos semanas posteriores a la primera dosis y se recogieron biopsias posteriores al
tratamiento después de las Ultimas tres semanas de tratamiento. Se prepararon extractos en Tris-HCI 50 mM, pH
7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP40 al 1%, desoxicolato de sodio al 0,25% y complementado con coctel de
inhibidor de mini-proteasa (Roche). Se evalud la respuesta tumoral por el radiélogo de referencia mediante TAC
cada seis semanas durante 36 semanas, y cada 12 semanas después de eso. El ensayo clinico estuvo aprobado
por la Junta de Revision Institucional del Centro de Cancer Memorial Sloan-Kettering y todos los pacientes dieron su
consentimiento informado por escrito (NCT01209598).

Rescate de titubeo. En primer lugar, se infectaron células con un lentivirus (pLOC, Open Biosystems) que codifica
para o bien un casete de expresion de MDM2 que contiene la secuencia con apareamiento erréneo
(ACTATTCTCAACCCTCAACTTCTA (SEQ ID NO: 10)) o bien un casete RFP. 24 horas después, se seleccionaron
las células transducidas en medios que contenian blasticidina 3 [ig/ml y se mantuvo la selecciéon durante todo el
experimento. Cinco dias después de que comenzara la seleccion con blasticidina, se transdujeron las células con un
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segundo vector lentiviral que codifica o bien para la secuencia shM380 que selecciona como diana MDM2 o bien
para una secuencia reordenada (shSCR) tal como se describié anteriormente. 24 horas después, se seleccionaron
estas células en medios que contenian tanto blasticidina como puromicina 3 [1g/(l.

Recambio de MDM2. Se sembraron 250.000 células en placas de 6 cm y se trataron con PD0332991 1 ['M durante
48 h. Luego se retiré el medio y se reemplazé por medio que contenia cicloheximida 75 [ig/ml (y PD0332991 segun
sea necesario). Se recogieron las placas en los puntos de tiempo indicados y se procesaron las células para
inmunotransferencia tal como se describié anteriormente. Se midié la intensidad de sefial usando ImageJ y se
normalizd con respecto a la intensidad de tubulina correspondiente. Se representaron graficamente los datos y se
calculd el descenso monofasico de ajuste 6ptimo usando GraphPad Prism 6.

6.2 RESULTADOS

La inhibicion farmacoldgica de CDK4 puede inducir senescencia en un subconjunto de lineas celulares de
liposarcoma_positivas para RB. Los inhibidores de molécula pequeiia de CDK4 inhiben de manera potente la
proliferacion celular de una manera dependiente de RB. En algunas circunstancias, estas células quiescentes
pueden experimentar senescencia, una forma especializada de detencién del crecimiento, aunque el mecanismo
que controla esta transicion no se comprende completamente (17, 18). Para determinar como la inhibicion de CDK4
afectaria a WD/DDLS, se traté una coleccion de siete lineas celulares derivadas de pacientes positivos para RB que
tenian amplificaciones comunes de MDM2 y CDK4 pero también contenian una variedad heterogénea de
mutaciones secundarias y posiblemente alteraciones adicionales en las mutaciones iniciadoras también (figura 8)
con PD0332991. La adicién de PD0332991 a las células en crecimiento asincrénico dio como resultado la detencion
del crecimiento en el plazo de un solo ciclo celular (figura 9A) acumulandose células en GO/G1 (figura 9B) y una
reduccion significativa de la incorporacion de bromodesoxiuridina (BrdU; figura 1A). Tal como se esperaba, se
acumulé RB no fosforilado en estas células (figura 1C) y en tratamientos mas largos la cantidad de RB disminuy6
(datos no mostrados), lo que indica que el farmaco alcanzoé la diana. PD0332991 no indujo un cambio significativo en
la tincion con anexina V, un marcador de apoptosis, en ninguna de las lineas celulares (figura 1B). Con el
tratamiento continuado con PD0332991, las siete lineas celulares cultivadas comenzaron a tener un aspecto
confluente. Cuando se rastreé el perimetro celular después de tefiir estos cultivos con faloidina, que resalta el
citoesqueleto de actina, estuvo claro que las células estaban agrandadas. También se confirmé un aumento del
volumen celular mediante citometria de flujo. Se muestran datos representativos en las figuras 10A-C.

En algunas circunstancias, las células quiescentes experimentan senescencia, una forma estable especializada de
detencioén del crecimiento (17, 18). Las rutas moleculares que controlan esta transicion no se entienden
completamente. Las células senescentes se caracterizan a menudo por una morfologia aplanada y agrandada (19).
Para determinar si PD0332991 indujo senescencia en estas células, se midié la acumulacién de (1-galactosidasa
asociada de manera perinuclear (SA-[1-gal) (figura 2A) y la acumulacion de focos heterocromaticos asociados a
senescencia (SAHF), segun se marcé mediante HP1(], una proteina se sabe que se acumula en estas estructuras
(20) (figura 2B). En tres lineas celulares (LS8817, LS141 y LS0082), pero no en las otras cuatro (LS8107, LS7785-
10, LS7785-1 y LS8313), se observé un aumento significativo del niumero de células positivas para SA-(1-gal o SAHF
siete dias después de la exposicion a PD0332991 a concentraciones de tan sélo 100 nM. No hubo aumento del
numero de células LS7785-1, LS7785-10, LS8107 y LS8313 positivas para SA-[1-gal o SAHF ni siquiera cuando se
aumento la concentracion de PD033299 diez veces.

De manera acorde con estas diferencias en la naturaleza de la detencién del crecimiento entre las lineas celulares,
las que no se tifieron para SAHF o SA-[I-gal (LS8107 y LS7785-1) después de siete dias de tratamiento
farmacologico volvieron al ciclo celular en el plazo de las 48 horas después de que se eliminé el farmaco (figura 2C).
Las que expresaron marcadores de senescencia (LS8817 y LS0082) no lo hicieron (figura 2C). Incluso en momentos
posteriores, solo se detectdé una incorporacion limitada de BrdU en los cultivos que contenian células que
expresaban marcadores de senescencia, que se cree que son aquellas células que no experimentaron la
transformacion a senescencia.

La capacidad de PD0332991 para inducir senescencia no se asocié con el tiempo de duplicacién de las células.
LS8817,LS141 y LS0082 experimentaron senescencia cuando se trataron con el farmaco, pero LS8313 no aunque
crecio tan rapido como las demas (figura 9A).

Dada la evidencia celular de senescencia, se examiné la expresion de Arf, p53 y p16, tres proteinas que se
acumulan normalmente en células senescentes (30, 28, 19) y varias citocinas asociadas con el programa secretor
asociado a senescencia (SASP; 54, 55, 38, 40, 41). No se observé ninguna diferencia en la expresion de Arf, p53 o
p16 en dos de las lineas celulares en las que se acumularon SA-(1-gal y SAHF en comparacién con dos de las que
no lo hicieron (figura 2D); sorprendentemente, la cantidad de p53 incluso disminuyd en las lineas celulares tras el
tratamiento farmacoldgico. Se observaron disminuciones similares de Arf y p53 en las otras lineas celulares también.
Los niveles reducidos de ciclina A en las células tratadas con farmaco confirmaron que PD0332991 inhibi6 la
proliferacion celular y alcanzé su diana.

La senescencia puede asociarse con una mayor expresion de varias citocinas. Esto se define como el programa
secretor asociado a la senescencia (SASP; 54, 55, 38, 40, 41). Por otro lado, se observaron diferencias en la
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secrecion de citocinas al comparar la linea celular LS8817, en la que se acumularon SA-[1-gal y SAHF, con la linea
celular LS8313 en la que no lo hicieron. De las 36 citocinas que se investigaron en este alineamiento de proteinas,
17 se han implicado como parte del SASP. De estas 17, siete eran detectables en los medios, un nimero que
concuerda con estudios previos en ofras lineas celulares no fibroblasticas (56, 57). En LS8817, la secrecion de GM-
CSF, GRO[/CXCL1, IL-6, IL-8 y MCP-1 estaba regulada por incremento tras el tratamiento con PD0332991. MIF-1 y
PAI-1, otros dos factores de SASP detectables, esencialmente no cambiaron. En LS8313, solo aumento la secrecion
de IL-6, y esto fue moderado en comparacion con el cambio en los niveles observados en las células LS8817 (figura
16). Se observaron patrones similares de expresion de citocinas al comparar las células LS0082 y LS8107, un
segundo par de células que experimentan senescencia o quiescencia, respectivamente.

La senescencia puede activarse por la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) o dafios en el ADN.
Por tanto, se examind si PD0332991 inducia la expresion de catalasa en dos lineas celulares que experimentan
senescencia inducida por PD0332991 y dos lineas celulares que no. La catalasa aument6 en las cuatro lineas
celulares (figura 22), lo que indica que PD0332991 podria aumentar las ROS en ambos tipos de células que no
ciclan, pero esto no fue un determinante clave de si las células experimentaban senescencia. Adicionalmente,
PD0332991 no indujo cambios significativos en la movilidad de CHK2 o la fosforilacion de KAP1, dos marcadores de
actividad ATM, en las lineas celulares que experimentaron senescencia (LS8817 y LS141) o aquellas que
experimentaron quiescencia (LS8107, LS8313 y LS7785-1). Por el contrario, estas proteinas aumentaron claramente
después del dafio del ADN inducido por radiacion en fibroblastos de embriones de ratén (figura 23A). Sin embargo,
en las células LS8817, el numero de focos de [1TH2Ax y 53BP1, marcadores de una respuesta frente a dafio de ADN
activada, se redujeron tras el tratamiento con PD0332991 (figura 23B). El niumero de focos no se vio afectado en
gran medida en otras dos lineas celulares que experimentaron quiescencia inducida por PD0332991 (LS8107 y
LS7785-10, figura 23B). Esto indica que la reparacion del ADN en curso y el dafio del ADN pueden desacoplarse de
la senescencia inducida por PD0332991.

Recientemente también se ha informado de la acumulacion de E2F7 en células senescentes (5). Aunque
PD0332991 indujo la acumulacién de E2F7 en LS8817, LS0082 y LS8313, la cantidad de proteina no cambié en
LS8107. E2F7 era indetectable en LS7785-1 y LS141 (figura 24). Por tanto, no pudo correlacionarse la induccién de
E2F7 con la acumulacion de SA-[1-gal y SAHF inducida por PD0332991.

Las rutas alternativas en las que se acumulan las células en G0/G1, tales como la diferenciacion, es decir, la
adopcion de un destino celular alternativo, podrian impedir la induccion de un programa de senescencia. Se
midieron tres marcadores de adipocitos diferenciados, CEBP([], FABP4 y ARNm de PPAR[ en células LS8107 y
LS7785-10, dos de las lineas celulares que experimentaron detencion del crecimiento pero no senescencia. Se
comparé la expresion de estos marcadores con la expresion cuando se cultivaron células en condiciones de
induccion de diferenciacion en adipocitos (21). Ninguno de estos marcadores aumenté en los cultivos tratados con
PD0332991 (figura 11), aunque aumentaron cuando se cultivaron las células en condiciones de induccion de
diferenciacion. De manera similar, la tincion con aceite rojo O, que detecta gotas de lipidos, tampoco aumenté por
PD0332991 en estas células y en LS8313 y LS7785-1. Por tanto, las células con crecimiento detenido que no
lograron experimentar senescencia tras el tratamiento con PD0332991 no experimentaron diferenciacion.

Por consiguiente, la inhibicion de CDK4 puede inducir dos respuestas diferentes en lineas celulares de WD/DDLS
positivas para RB caracterizadas por la amplificacion de MDM2 y CDK4: una en la que las células experimentan
detencion del crecimiento y otra en la que la detencién del crecimiento se asocia con la induccién de senescencia.
Por simplicidad, se hace referencia a estos subgrupos como que no responden y que responden, respectivamente.

La reduccion de la proteina CDK4 imita el efecto de PD0332991 en lineas celulares de liposarcoma positivas para
RB. Para abordar la especificidad del efecto de PD0332991, también se redujo la expresion de la proteina CDK4 en
dos lineas celulares que responden (LS8817 y LS0082) y dos lineas celulares que no responden (LS8107 y LS7785-
1) usando dos ARNhp que codifican para lentivirus independientes (figura 3A). La reduccion de CDK4 imitaba la
respuesta celular a la inhibicion de CDK4; se muestran datos representativos para una de las horquillas en las
figuras 3A-D. En estas cuatro lineas celulares, la supresion de la expresion de CDK4 redujo la incorporacion de
BrdU (figura 3B) y disminuy6 el nivel de ciclina A y fosfo-RB, lo que indica que las células experimentaron una
detencién de G1 (figura 3A). Los niveles de p53 y ARF disminuyeron de manera equivalente tanto en las lineas
celulares que responden como en las que no responden y los niveles de p16 se mantuvieron altos (figura 3A).
Mientras que todas las lineas celulares experimentaron una detencion del crecimiento, la tincion con SA-[I-gal y
SAHF se acumularon significativamente sélo en las lineas celulares que responden (figuras 3C y 3D). La reduccion
de la expresion de CDK®, otra diana de PD0332991, en dos lineas celulares que responden (LS8817 y LS0082) con
ARNhp solo redujo moderadamente la proliferacion, ciclina A, fosfo-Rb, y no indujo la acumulaciéon de SA-[1-gal o
SAHF (figuras 12A-E). Esto indico la importancia de CDK4 para suprimir la senescencia en algunas de las lineas
celulares de WD/DDLS.

Los cambios en la expresion de MDM2 se asociaron con el efecto promotor de la senescencia de
PD0332991. También se examiné si la expresion de MDM2 podria ser un determinante del tipo que responden a
PD0332991. Se examinaron los niveles de MDM2 en células que responden y que no responden tratadas con
PD0332991. MDM2 se redujo aproximadamente tres veces en las células que responden tratadas con PD0332991
(LS8817 y LS0082) que experimentaron senescencia y no lo hicieron en las que no responden (LS8107 y LS7785-1)
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que experimentaron detencion del crecimiento (figura 5A). Se observaron resultados similares con las células que
responden LS141 y las células que no responden LS7785-10 (figura 25B) y LS8313. Ademas, los niveles de MDM2
se redujeron mediante el silenciamiento de CDK4 en las células que responden pero no en las que no responden
(figura 5A). Los niveles de MDM2 no se redujeron mediante el silenciamiento de CDK6 (figura 12A). En las células
que responden, los niveles de MDM2 no estaban regulados de manera dependiente del crecimiento o del suero
(datos no publicados).

Estos datos sugirieron una relacion entre la actividad de CDK4, los niveles de MDM2 y la senescencia, respaldada
adicionalmente cuando se caracterizé otra linea celular, LS6736, que tenia amplificaciéon de MDM2 pero no de CDK4
(figura 8). La expresion de MDM2 fue notablemente baja en estas células, especialmente en comparacién con las
otras lineas celulares que estaban usandose (datos no mostrados). Estas células crecieron escasamente, y hubo un
porcentaje extraordinariamente alto de células positivas para SA-ll-gal y SAHF (HP1()) incluso en ausencia de
PD0332991 (figuras 14A y B). La adicion de PD0332991 no aumentd adicionalmente el nimero de células positivas
para SA-[1-gal y SAHF (HP1(]). Se intentd infectar estas células con un lentivirus que expresa CDK4 para ver si eso
aumentaria los niveles de MDM2 o reduciria el nUmero de células que se tifien positivamente para los focos de SA-
l-gal o HP1(1, pero no se tuvo éxito en el aislamiento de transductantes.

Ademas, se examinaron los niveles de MDM2 en varias lineas celulares de cancer en respuesta al tratamiento con
PD0332991 (figura 15A y tabla 1). Para determinar si PD0332991 inducia senescencia en estas células, se midi6 la
acumulacion de [1-galactosidasa asociada de manera perinuclear (SA-[1-gal) (figura 15D) y la incorporacion de BrdU
(figura 15C). En cuatro lineas celulares (DKMG, SNB19, DBTRG-05MG y MCF7), se observd un aumento
significativo del nimero de células de SA-[1-gal siete dias después de la exposicion a PD0332991. Por el contrario,
no se observé un aumento del nimero de células de SA-(1-gal en la linea celular T98G después del tratamiento con
PD0332991 (tabla 1). En las células de glioma (DKMG, SNB19 y DBTRG-05MG) y las células de cancer de mama
MCF (MCF7) que experimentaron senescencia en respuesta al tratamiento con PD033299, los niveles de expresion
de MDM2 se redujeron en mas del 34% en comparacion con las células no tratadas, independientemente del estado
de p53 (figuras 15A y B). Los niveles de MDM2 no se vieron afectados en las células de glioma tratadas con
PD0332991 (T98G) que no experimentaron senescencia (tabla 1).

Una diferencia clave entre las lineas celulares que responden y que no responden y aquellos pacientes que
obtuvieron buenos resultados con PD0332991 y aquellos que no lo hicieron fue el nivel de MDM2 en las células tras
el tratamiento farmacoldgico. Para determinar el mecanismo mediante el cual PD0332991 afectd a la expresion de
MDMZ2, luego se examind la acumulacion de transcritos de MDM2. No hubo asociacion entre la expresion de ARNm
de MDM?2 y si respondian o no (figura 18C). A continuacién, se midié el recambio de proteina MDM2 en células que
no responden y que responden privadas de suero y tratadas con PD0332991. La semivida de la proteina MDM2 se
redujo notablemente tras el tratamiento con PD0332991 en las células que responden en comparacion con las
células que no responden (figuras 18D y E). La privacion de suero no aceleré el recambio en la misma medida. Por
tanto, los mecanismos postraduccionales contribuyen al recambio en las células que responden tratadas con
PD0332991.

Para determinar como contribuyé MDM2 al crecimiento de las lineas celulares de WD/DDLS, se trataron dos que
responden (LS8817 y LS0082) y dos que no responden (LS8107 y LS7785-1) con nutlina 3a. Se espera que nutlina
3a aumente el nivel de estado estacionario de p53 y/o la actividad transcripcional de p53 al bloquear la interaccion
fisica entre p53 y MDM2. Tal como se esperaba las dianas de p53, MDM2 y p21, aumentaron en todas las lineas
celulares tratadas con nutlina 3a (figura 13B) (22). El porcentaje de células apoptéticas tefiidas con anexina V
también aumentd (figura 13A). Por tanto, la nutlina 3a activa apoptosis tanto en células que responden como que no
responden.

La inhibicion de MDM2 mediada por ARNhp induce senescencia. Para evaluar directamente si la reduccién de la
expresion de MDM2 induciria senescencia, se transdujeron dos células que responden (LS8817 y LS0082) y dos
que no responden (LS8107 y LS7785-1) con dos lentivirus que expresan ARNhp que seleccionaban como diana
diferentes regiones del transcrito o un control reordenado (figura 4A). La cantidad de p53 no aument6 cuando se
redujo MDM2 con dos lentivirus independientes que expresan ARNhp que seleccionaron como diana diferentes
regiones del transcrito de MDM2 (figura 4A). La fosforilacion de RB se redujo en todas las lineas celulares, indicativa
de la detencién del crecimiento (figura 4A). Los niveles de p53 y ARF no cambiaron, y los niveles de p16
permanecieron altos (figura 4A). Segun la capacidad de MDM2 para bloquear la actividad transcripcional de p53,
hubo un aumento de p21 tanto en células que responden como en que no responden; sin embargo, estas células no
experimentaron apoptosis (datos no mostrados). Sorprendentemente, tanto SA-[1-gal (figura 4B) como SAHF (figura
4C) se acumularon en células que responden y que no responden en las que MDM2 se habia reducido, lo que indica
que experimentaron senescencia. SAHF aumenté en todas las células, excepto LS7785-1, lo que concuerda con los
informes de que no todas las células senescentes tienen la capacidad de formar tales focos (52, 53).

Para garantizar que la senescencia no fuera un efecto fuera de la diana del ARNhp, se expresé un alelo de titubeo
('wobbled') no seleccionable como diana de MDM2 en LS8817 y se examind el efecto sobre la incorporacion de
BrdU y la aparicion de SA-[1-gal después de la transduccion de ARNhp. El ARNhp dirigido contra MDM2 no pudo
reducir la expresion de MDM2 en estas células (figura 4D) ni inducir senescencia (figura 4E). Por tanto, se concluyo
que las células que no responden tienen la capacidad de activar un programa de senescencia, pero algo estaba
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bloqueando su activacion cuando PD0332991 indujo la detencion del crecimiento en estas células. Ademas, la
reduccion de MDM2 fue suficiente para inducir detencion del crecimiento y senescencia en las lineas celulares de
WD/DDLS caracterizadas por la amplificacion de CDK4 y MDM2.

Luego se planteo si la pérdida de MDM2 era necesaria para que la inhibicion de CDK4 indujera senescencia. Para
abordar esto, se forzé la expresion de un MDM2 silvestre (WT, wild type) a partir de un vector lentiviral y se midié su
efecto sobre la senescencia inducida por PD0332991 en células LS8817. Como control también se expresé RFP.
Después de seleccionar los transductantes durante cinco dias, se trataron con PD03329991. La expresion ectdpica
de MDM2 impidié la reduccion inducida por PD0332991 de la proteina MDM2 (figura 17). La salida del ciclo celular
no se vio afectada ya que se redujo la incorporacion de BrdU y ciclina A y Rb fosforilado (figura 17). Los niveles de
Arf y p16 no aumentaron, sino que los niveles de p53 todavia se redujeron (figura 17), lo que indica que PD0332991
regula la acumulacion de p53 en estas células independientemente de su efecto sobre MDM2. No obstante, SA-[1-
gal no pudo acumularse en las células con expresion forzada de MDM2 (figura 19A). La respuesta parcial observada
a mayores concentraciones del farmaco refleja la heterogeneidad celular de los niveles de expresion de MDM2 en la
reserva de transductantes (figura 5D). Curiosamente, la expresion ectopica de MDM2 reveld la pendiente de la
respuesta, lo que sugiere que la senescencia fue un evento cooperativo que involucra probablemente bucles de
realimentacion cuya iniciacion estuvo modulada por la expresiéon de MDM2 y refuerza la nocion de que es el cambio
en MDM2, en lugar del nivel absoluto de MDM2, lo que es fundamental para conducir las células a un estado
senescente. Por tanto, se concluyd que la expresion de MDM2 elevada continuada en la célula quiescente podria
interferir en la activacion de un programa de senescencia.

Estos datos indicaron que era necesario reducir el nivel de MDM2 para la senescencia tras la detencién del
crecimiento inducida por PD0332991. No fue el nivel de MDM2 antes o después del tratamiento farmacologico lo que
determiné la respuesta, sino que fue el cambio en MDM2 inducido por el farmaco lo que se asocié con la
senescencia. Este cambio observado no esta relacionado con el hecho de que estas células sobreexpresan
diferentes cantidades de MDM2.

Tabla 1: Efecto de PD0332991 sobre la expresion de MDM2 y la acumulacion de actividad (1-galactosidasa asociada
a senescencia en lineas celulares de glioma y cancer de mama

Linea celular Detencion del crecimiento inducida  SA-[I-gal inducida por  [IMDMZ2 con
por PD? PD*4 PD?®
DKMG' + S 0,66
SNB19' + S 0,08
DBTRG- + S 0,49
05MG’
T98G' N No detectado
MCF72 + S 0,08

'Células de glioma

2Células de cancer de mama

3La incorporacion de BrdU se reduce al menos 8 veces 7 dias después del tratamiento con el farmaco.
4S, si: el nimero de células SA-L1-gal aumenta al menos 10 veces después de 7 dias de tratamiento.
5La razon de MDM2 detectada mediante con ImageJ en cultivos tratados frente a no tratados

Los cambios inducidos por PD0332991 en la expresion de la proteina MDM2 estan correlacionados con el desenlace
del paciente. Como parte del reciente estudio de fase Il de los presentes inventores (NCT01209598) que examina la
respuesta de aproximadamente 40 pacientes a PD0332991, nueve dieron su consentimiento para biopsias previas y
posteriores al tratamiento que permitié evaluar si los cambios en MDM2 estaban asociados con el desenlace clinico.
Estos pacientes fueron positivos para RB mediante IHC y con amplificacion de CDK4 mediante FISH. Estos
pacientes se trataron con 125 mg de PD0332991 diariamente durante 21 dias seguidos de siete dias de descanso
con ciclos que se repitieron cada cuatro semanas. Se tomaron biopsias previas al tratamiento antes de la primera
dosis del farmaco, y se recogié una biopsia posterior al tratamiento o bien el dia anterior al segundo ciclo (pacientes
2, 6, 8 y 9) o bien en el plazo de los seis dias posteriores al inicio del segundo ciclo (pacientes 1, 3, 4, 5y 7). Se
evaluo la respuesta tumoral mediante tomografias computarizadas cada seis semanas durante 36 semanas y cada
12 semanas después de eso. Se agruparon los pacientes segun su respuesta al farmaco segun los criterios RECIST
(51).

Se agruparon los pacientes segun su mejor respuesta al farmaco segun los criterios de Criterios de evaluacion de
respuesta a tumores solidos (RECIST, por sus siglas en inglés). Por tanto, el crecimiento de las lesiones tumorales
diana no se vio afectado en pacientes con progresion de la enfermedad (POD; empeoran), y se detuvo o redujo en
pacientes con enfermedad estable (SD; permanecen igual) o respuesta parcial (PR; mejoran) (figura 7). Los niveles
de MDM2 se redujeron en los pacientes 1, 4, 7 y 8 y no se vieron afectados en los pacientes 2, 3 y 9. No pudo
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detectarse MDM2 o RB en extractos del paciente 6, aunque el paciente era positivo de manera inmunohistoquimica
antes del inicio del ensayo. Debido a que no se pudo usar GAPDH para normalizar los niveles de MDM2 en los
extractos del paciente 5, en su lugar se uso actina. Usando los criterios RECIST descritos anteriormente (51), cinco
pacientes obtuvieron buenos resultados con el farmaco. A partir de marzo de 2013, uno de estos pacientes (paciente
1) logré una respuesta segun RECIST ya que el tamafio tumoral disminuyé mas del 60%. Dos pacientes con
enfermedad progresiva fallecieron (pacientes 2 y 3) y dos mas se retiraron del estudio (pacientes 6 y 9) debido a la
carga tumoral creciente. Sélo se observaron cambios en MDM2 en asociacién con una respuesta favorable
(enfermedad estable o respuesta parcial) a PD0332991. Por tanto, los cambios en MDM2 se asociaron con una
respuesta favorable a PD0332991.

PD0332991 activa la disociaciéon de HAUSP de MDM2. Luego se planteé como PD0332991 reducia la expresion de
MDM2. Se redujeron moderadamente los transcritos de MDM2 en cada linea celular por PD0332991 (figura 18C);
sin embargo, la estabilidad de MDM2 se redujo notablemente tras el tratamiento con PD0332991 en las células que
responden LS0082, LS141 y LS8817 y no se vio afectada en gran medida en las células que no responden LS7785-
1y LS7785-10 (figura 18D). La adicion del inhibidor del proteasoma MG132 a las células LS8817 y LS141 tratadas
con PD0332991 permiti6 la nueva acumulacion de MDM2 (figura 21A). No se examind el efecto sobre las células
LS0082. Por tanto, PD0332991 activa un mecanismo dependiente del proteasoma postraduccional que reduce
MDM2 en las células que responden.

La regulaciéon postraduccional de MDM2 es compleja, desempefiando un papel tanto la autoubiquitinacion
dependiente de RING como las reacciones de transubiquitinacion independientes de RING (61, 62). El mutante
C464A de MDM2 puede ubiquitinarse en trans tanto por SCFLUTrCP como por PCAF, pero no puede
autoubiquitinarse (61-63). Por tanto, para plantearse si la autoubiquitinacion contribuia al recambio de MDM2, se
transfectaron células que responden LS8817 con MDM2 o bien marcado con etiqueta Flag o bien con el mutante
C464A deficiente en ligasa E3 marcado con etiqueta Flag y se midio la estabilidad de las proteinas cuando se
afiadié PD0332991. PD0332991 no afecté a la estabilidad del mutante C464A, pero la proteina silvestre todavia se
recambi¢ (figura 21B). Por tanto, el recambio inducido por PD0332991 de MDM2 dependia de la autoubiquitinacion.

La interaccion de MDM2 con la desubiquitinasa HAUSP/USP7 es clave para inhibir el recambio de MDM2 (59, 60).
Por tanto, se planted si las diferencias en la interaccion de HAUSP y MDM2 podrian contribuir a la estabilidad
diferencial observada en las células que responden y que no responden. Se detecto la interaccion de HAUSP y
MDM2 mediante coinmunoprecipitacion en células LS8817 y LS0082 (que responden) y LS7785-1 y LS7785-10 (que
no responden) de crecimiento asincronico no tratadas, pero no en ninguna de las células tratadas con PD0332991
(figura 25A). No se examino esta interaccion en las células LS141, LS8813 y LS8107. Los niveles de HAUSP no
cambiaron tras el tratamiento con PD0332991 (figura 25B). Por tanto, la inhibicion de CDK4 indujo la disociacion de
MDM2 y HAUSP independientemente de si la célula respondia o no.

Los datos anteriores sugirieron que o bien faltaba alguna actividad en las células que no responden o bien impedian
el recambio de MDM2 mediante este mecanismo. De manera acorde con esto, el silenciamiento de HAUSP con dos
horquillas lentivirales independientes en LS8107 que no responden no redujo los niveles de MDM2 (figura 25C) y el
numero de células positivas para SA-[1-gal no aumento (figura 25D). Estas células todavia experimentaron detencion
del crecimiento (datos no mostrados). La reduccién de HAUSP en las células LS8817 fue suficiente para inducir la
detencién (datos no mostrados), reducir el nivel de MDM2 (figura 25C) y las células positivas para SA-[I-gal se
acumularon (figura 25D). Tomados en conjunto, estos datos indican que los inhibidores de CDK4 fomentan la
disociacion de HAUSP de MDM2; sin embargo, se requiere una etapa especifica de tipo celular posterior para el
recambio de MDM2.

6.3 DISCUSION

WD/DDLS es uno de los tipos mas comunes de sarcomas de tejidos blandos y es dificil de tratar cuando no es
posible la reseccion quirurgica, puesto que son relativamente resistentes a la quimioterapia convencional. El noventa
por ciento (90%) de WD/DDLS tiene amplificacion de genes en el segmento cromosémico 12g13-15, asociado con la
sobreexpresion de los oncogenes MDM2 y CDK4. Esta region contiene dos amplicones de 12q distintos, uno que
porta el oncogén MDM2 y otro que porta CDK4 (29). La naturaleza altamente recurrente de estas amplificaciones
sugiere que una mayor comprension de las rutas de sefalizacion desreguladas controladas por MDM2 y CDK4
podria conducir al desarrollo de estrategias de tratamiento mas eficaces en WD/DDLS.

En este ejemplo de trabajo, se demostré que la inhibicién de la actividad de CDK4 en WD/DDLS conduce a la
detencién del crecimiento en todas las lineas celulares e induce senescencia en un subconjunto. La induccién de
senescencia se asocia con disminuciones del nivel de MDM2 pero no con alteraciones en la expresion de p16, ARF
o p53, reguladores canonicos del fenotipo senescente. Se induce senescencia cuando se inhibe MDM2 por el
silenciamiento de ARNhp en todas las células cultivadas, lo que sugiere que la elevacion continuada de MDM2
impide la senescencia en células quiescentes. De hecho, la expresion forzada de MDM2 inhibe la senescencia
inducida por PD pero no su capacidad para inducir la detencién del crecimiento.

La senescencia es una barrera temprana comun frente a la oncogénesis (28, 30, 31). Los presentes resultados
sugieren que la coamplificacion de MDM2 y CDK4 tiene el efecto de suprimir esta respuesta. Se propone que
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durante el inicio de esta enfermedad, un oncogén aun no identificado confiere la propension de las células a la
senescencia. La amplificacion de MDM2 en 12913-15 desempefia un papel que impide esto. Sin embargo, la
amplificacion no es suficiente para regular por incremento la cantidad de MDM2 en la célula, y se requiere la
coamplificacion de CDK4 para aumentar la expresion de MDMZ2 e inhibir la senescencia celular. La regulaciéon por
incremento dependiente de CDK4 de MDM2 puede explicar por qué estos dos genes se coamplifican con frecuencia,
y la senescencia puede explicar por qué los tumores con amplificacion de MDM2 pero no de CDK4 suelen tener una
evolucion clinica benigna (29).

Aunque proporciona informacion sobre los papeles que desempefian MDM2 y CDK4 en la liposarcomagénesis, este
trabajo también proporciona informaciéon sobre como la inhibicion de CDK4 puede tener un beneficio clinico in
vivo. En un estudio de fase | del inhibidor de CDK4/6 PD0332991, dos pacientes con WD/DDLS positivos para RB
tenian enfermedad estable prolongada que durd varios afos (32). Se han notificado los hallazgos de un ensayo de
fase Il que examina la seguridad y la eficacia del inhibidor de CDK4/6 PD0332991 en 30 pacientes con WD/DDLS
(51). Los resultados de este ensayo muestran enfermedad estable prolongada en el 66% de los pacientes. Un
paciente logré una respuesta parcial segin RECIST a las 74 semanas. Otros tres pacientes tuvieron evidencia de
una respuesta favorable al tratamiento que no cumplié con RECIST, especificamente, disminucién del tamafio
tumoral de al menos el 10%. El tratamiento con PD0332991 se toleré bien generalmente, aunque la mielosupresion
fue comun. Solo una minoria de pacientes requirié reducciones de dosis o retardos en la dosis. Los presentes datos
indican que la diferencia en la respuesta inducida por PD0332991, con respecto a la senescencia o la detencion del
crecimiento, puede ser la base de la variacién en la respuesta del paciente. Se ha propuesto que la senescencia es
un criterio de valoracion clinico favorable (28) y los presentes datos indican que los cambios en MDM2 se
correlacionan con la respuesta del paciente al farmaco.

Es necesario realizar estudios correlativos adicionales que involucren a mas pacientes con WD/DDLS y en otras
enfermedades en las que PD0332991 ha tenido éxito, para ver como de universal podria ser esta relacién. Los datos
obtenidos del ensayo clinico de fase Il de los presentes inventores muestran que los niveles reducidos de MDM2
tras el tratamiento con CDK4 estan asociados con mejores desenlaces. Esto concuerda con la nocion de que la
senescencia es un desenlace clinico preferido y allana el camino para evaluar directamente esta hipétesis en futuros
estudios de fase Il de los presentes inventores que se iniciaran en breve. Por tanto, se mostr6 que la baja
regulacion de MDM2 activada por la inhibicion de CDK4 activa una nueva ruta independiente de p53 que puede
contribuir a la senescencia, tanto en las células en las que MDM2 se amplifica y la proteina se sobreexpresa como
en aquellas en las que MDM2 no se amplifica ni se sobreexpresa.
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7. EJEMPLO 2: LA SENESCENCIA INDUCIDA POR LA INHIBICION DE CDK4 MODULA LA FOSFORACION DE
RB

7.1 MATERIALES Y METODOS

Cultivo de lineas celulares, diferenciacion y validacion. Se desarrollaron lineas celulares a partir de tumores de
WD/DDLS resecados de pacientes quirdrgicos después de obtener el consentimiento informado. LS8817 y LS0082
se han descrito previamente usando la nomenclatura DDLS8817 y WD0082. Se extrajo ADN de las lineas celulares
usando protocolos habituales (QIAGEN DNEasy) y se confirmé el linaje mediante un alineamiento de numero de
copias para confirmar la amplificacion del segmento 12q13-15 (Agilent 244K segun las especificaciones del
fabricante). Se realizd el analisis de los datos comparativos de hibridacion gendmica usando una cartera
personalizada, que realiza la segmentacion binaria circular habitual de la biblioteca de copias de ADN
R/bioconductor y procesa todas las muestras con el algoritmo RAE (Taylor et al., 2008).

Se mantuvieron las lineas celulares en DME HG complementado con suero bovino fetal inactivado por calor al 10%
y L-glutamina 2 mM. Se extrajo ARN de las células (RNEasy, QIAGEN) y se realiz6 transcripcion inversa (Singer et
al., 2007) después del tratamiento durante 7 dias con PD0332991 (Selleckchem) o medios de diferenciacion tal
como se describid previamente (Halvorsen et al., 2001).

Analisis del ciclo celular. Se suministraron ARNhp en el vector pLKO.1 (Sigma) y se seleccionaron células infectadas
usando puromicina (1 [1g/ml); se usé como control la infeccién con un virus que porta un control de reordenamiento
(CAACAAGATGAAGAGCACCAA) en todos los experimentos que usan ARNhp. Se trataron lineas celulares con
PD0339221 o ARNhp dirigido contra CDK4 (GAGATTACTTTGCTGCCTTAA (SEQ ID NO: 4)), MDM2 (M376,
TTCACTATTCCACTACCAAAG (SEQ ID NO: 5); M380, TACTAGAAGTTGATGGCTGAG (SEQ ID NO: 6)),
CCAGCTAAGTATCAAAGGAAA (SEQ ID NO: 7); 845, CGTGGTGTCAAGGTGTACTAA (SEQ ID NO: 8)) o CDK6
(GACCTGGAAAGGTGCAAAGAA (SEQ ID NO: 9)) durante de 48 horas a 7 dias y se tifieron con BrdU (20 M
durante dos horas) o anexina V tal como se describié previamente (Singer et al., 2007; Zezula et al., 2001). Se
determiné el contenido de GO mediante tincién con yoduro de propidio y analisis mediante FACS (Ciznadija et al.,
2011).

Para la expresion de MDM2 y Rb, se infectaron células con un lentivirus (pLOC, Open Biosystems) que codifica para
cualquiera de MDM2, MDM2 V75A, MDM2 1440A, MDM2 C464A, MDM2 (1254-264, MDM2 L468A, MDM2 (1464-
471, MDM2 P476A, RB, LP-RB, PSM-RB o RFP. Se seleccionaron las células transducidas en medios que
contenian blasticidina 3 [1g/ml y se mantuvo la seleccién durante todo el experimento.

Analisis de senescencia. Se sembraron células en placa a una concentracion de 25.000 por pocillo en portaobjetos
de camara de 4 pocillos (Lab-Tek) y se trataron durante siete dias con farmaco y se tifieron para [l-galactosidasa
asociada a senescencia (kit de sefalizacion celular #9860). Se cuantific el nimero de células mediante tincion con
DAPI y se cuantifico la tincion con [1-galactosidasa como una proporcion de las células totales.

Se cuantificaron los focos heterocromaticos asociados a senescencia después de que las células se fijaron con
paraformaldehido al 4%, se permeabilizaron con Triton al 0,1%, se bloquearon con FBS al 2% y se tifieron con
anticuerpos contra HP1(J (dilucion 1:5000, 2MOD-1G6 Millipore). Se identificaron células senescentes mediante
inmunofluorescencia después del tratamiento de portaobjetos con anticuerpos secundarios anti-ratén y cuantificacion
de SAHF focal como porcentaje de las células totales (microscopio confocal Upright Confocal SP5 de Leica).
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Inmunotransferencia. Se obtuvieron anticuerpos contra CDK4 (3F121), MDM2 (SMP-14), RB total (IF8), ciclina A
(H432), p16 (C20) y p53 (Bp53-12), de Santa Cruz Biotechnology, fosfo-Rb 780 (#9307) de Cell Signaling y ARF
(3642) de Abcam. Las células tratadas se lisaron con tampén que se componia de Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl
250 mM, EDTA 5 mM, NP40 al 0,5%, PMSF 2 mM, y complementado con inhibidores de proteasa. Se resolvieron
ochenta microgramos de proteina mediante SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de PVDF. Se incubaron las
membranas durante la noche con anticuerpos (1:1000).

Se prepararon extractos a partir de biopsias previas al tratamiento en el plazo de un periodo de dos semanas antes
de la primera dosis del farmaco y biopsias posteriores al tratamiento en el plazo de los 7-10 dias después de tres
semanas de tratamiento. Se prepararon extractos en Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, NP40 al
1%, desoxicolato de sodio al 0,25% y complementado con céctel de inhibidor de mini-proteasa (Roche). Se evalud la
respuesta tumoral por el radidlogo de referencia mediante TAC cada seis semanas durante 36 semanas, y luego
cada 12 semanas. El ensayo clinico estuvo aprobado por la Junta de Revision Institucional del Centro de Cancer
Memorial Sloan-Kettering y todos los pacientes dieron su consentimiento informado por escrito (NCT01209598).

Rescate de titubeo. En primer lugar, se infectaron células con un lentivirus (pLOC, Open Biosystems) que codifica
para o bien para un casete de expresion de MDM2 que contiene la secuencia de apareamiento erréneo
(ACTATTCTCAACCCTCAACTTCTA (SEQ ID NO: 10)) o bien un casete RFP. 24 horas después, se seleccionaron
las células transducidas en medios que contenian blasticidina 3 [ig/ml y se mantuvo la seleccidon durante todo el
experimento. Cinco dias después de que comenzara la seleccion con blasticidina, se transdujeron las células con un
segundo vector lentiviral que codifica para la secuencia shM380 que selecciona como diana MDM2 o una secuencia
reordenada (shSCR) tal como se describid anteriormente. 24 horas después, estas células se seleccionaron en
medios que contenian tanto blasticidina como puromicina 3 mg/ml.

7.2 RESULTADOS

La senescencia inducida por PD0332991 es independiente de p53 e INK4A. MDM2 es mas conocido como
regulador negativo de p53, que tanto afecta a su actividad transcripcional como cataliza su ubiquitinacion y recambio
(Haupt et al., 1997; Honda et al., 1997; Kubbutat et al., 1997; Momand et al., 1992; Oliner et al., 1993). Por tanto, se
examiné el efecto de PD0332991, el silenciamiento de CDK4, la expresion de PSM-RDb, el silenciamiento de MDM2 y
el silenciamiento de CDKG6 sobre la acumulacion de p53. Notablemente, los niveles de p53 estaban disminuidos con
el tratamiento con PD0332991 (figura 2D), y en las células en las que CDK4 se redujo mediante silenciamiento
(figura 3A), independientemente de si eran células que responden o que no responden. No pudo detectarse ningun
aumento de p53 cuando se evaluaron la acumulacion y localizacion de proteinas con varias condiciones de
extraccion diferentes y varios anticuerpos diferentes para la transferencia (por ejemplo, se prepararon extractos en
tampones SDS-RIPA para la figura 22). Por otro lado, los niveles de p53 no se redujeron en el silenciamiento de
MDM2 (figura 4A) o en células que expresan PSM-Rb (figura 6B), o en células en las que se silencié6 CDK6 (figura
12A). Existen multiples rutas mediante las cuales las células pueden volverse senescentes, algunas de las cuales
dependen de p53 y otras son independientes de p53 (Campisi, 1997; Courtois-Cox et al., 2008; Kuilman et al., 2010;
Lin et al., 2010; Prieur et al., 2011; Ramsey y Sharpless, 2006). Sin embargo, debido a que era tan sorprendente que
rutas que involucran MDM2 pudieran ser independientes de p53, se investigé esto mas a fondo.

Para determinar si p53 era importante para la senescencia inducida por el silenciamiento de o bien PD0332991 o
bien MDM2 en células LS8817, se redujo el nivel de p53 con dos ARNhp independientes en estas células. Aunque
ambos ARNhp redujeron el nivel de p53, uno tuvo un efecto mas pronunciado sobre el nivel de estado estacionario
de MDM2 que el otro (figura 26). Las células positivas para SA-[l-gal todavia se acumulaban cuando las células
deficientes en p53 se trataron con PD0332991 (figura 26) o cuando se silencio MDM2 (figura 26). Esto indica que la
pérdida de MDM2 puede inducir senescencia de una manera independiente de p53. Ademas, PD0332991 indujo
senescencia en células que responden en las que se redujo p53 mediante infeccion con vectores de expresion de
ARNhp lentivirales que redujeron p53. Colectivamente, esto sugiri6 que MDM2 suprimi6 la senescencia de una
manera independiente de p53. También se deseaba determinar si la senescencia inducida por PD0332991 dependia
de los productos del locus INK4A, p16 y Arf. La senescencia inducida por PD0332991 no se vio afectada cuando se
silenciaban estos productos génicos.

Sin embargo, un silenciamiento podria dejar una pequefia reserva de p53 biolégicamente activa indetectable; por
tanto, se deseaba una prueba “genética” mas limpia de la dependencia de p53. Se tuvo en cuenta que las
mutaciones de p53 y la pérdida de INK4 son bastante comunes en el glioma y el cancer de mama (Dean et al., 2012;
Michaud et al., 2010; Roberts et al., 2012; Thangavel et al., 2011). Por tanto, se recogieron ocho lineas celulares,
algunas de las cuales eran mutantes en el locus p53 y/o INK4 , y todos los cuales no expresan MDM2 en exceso, y
se planted si experimentaban senescencia cuando se trataban con PD0332991 tal como se indica, mediante la
pérdida de ciclina A y/o una reduccion de la fosforilacion de RB (figura 19B). La expresion de RB total también se
reduce en muchas de las células detenidas, pero no se prosiguié con esto. De manera acorde al estado mutacional
notificado de p53, pudo detectarse p21 en las células U87MG, DBTRG-05MG, ZR-75-1 y MCF7 pero no en las
células U251, SNB19 y MDA453 (figura 19B). T47D, que se notificd que tenia una mutacion L194F en p53, todavia
expreso p21. Todas las lineas celulares experimentaron senescencia medida mediante la acumulacion de SA-[1-gal
(figura 19B). De manera similar a las presentes observaciones en las lineas celulares de WD/DDLS que responden,
los niveles de MDM2 disminuyeron tras el tratamiento con PD0332991 (figura 19B). Por tanto, también se observan
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pérdida inducida por PD0332991 de MDM2 y senescencia en las lineas celulares de cancer de mama y glioma.
Aunque todas las lineas celulares de WD/DDLS tenian amplificacion y sobreexpresion de MDM2, estas lineas
celulares de mama y glioma no; por tanto, indicando que la senescencia inducida por la inhibicion de CDK4 no
dependia de altos niveles de MDM2. Por tanto, esta ruta de senescencia independiente de p53 e INK4A,
dependiente de MDM2 activada por la inhibicion de CDK4 opera en muiltiples tipos de células, incluidas aquellas en
las que MDM2 no se amplifica. Luego se planteé si el silenciamiento de MDM2 también induciria senescencia en
células SNB19 y MCF7, un glioma mutante para p53 y un cancer de mama silvestre para p53. En ambos casos, las
células experimentaron senescencia (figura 27A).

Para confirmar adicionalmente que la interacciéon con p53 no se requeria para que MDM2 impidiese la senescencia,
se comparo la capacidad de un V75A que perturba la union de p53 (Moll y Petrenko, 2003) y MDM2 silvestre para
bloguear la senescencia inducida por PD0332991. También se examinaron mutaciones de MDM2 que afectan sus
funciones no relacionadas con p53 (Marine y Lozano, 2010), tales como las mutaciones C464A, 1440A, L468A,
P476A y [1254-264. La mutacion C464A perturba la estructura de refuerzo cruzado de RING y elimina la actividad
ligasa E3 (Foo et al., 2007; Wawrzynow et al., 2007), y las mutaciones 1440A, L468A y P476A eliminan la actividad
ligasa E3, pero lo hacen perturbando selectivamente la uniéon de E2 (Mace et al., 2008). La mutacion [1254-264 en el
dominio acido perturba multiples interacciones de la proteina MDM2 (Sdek et al., 2004). Como control, también se
expreso la proteina fluorescente roja (RFP).

El mutante V75A pudo suprimir la acumulacion inducida por PD0332991 de células positivas para SA-[1-gal (figura
19A), por tanto, reforzando la nocién de que la senescencia inducida por PD0332991 era independiente de p53.
Ninguno de los cuatro mutantes de RING examinados pudo suprimir la acumulacion inducida por PD0332991 de
células positivas para SA-[I-gal. Ademas, otro mutante que se solapa con RING pero que también afecta a la
localizacion nucleolar ([1464-471) no pudo suprimir la acumulacion de células positivas para SA-[1-gal.
Colectivamente, esto indicaba que la actividad ligasa E3 de MDM2 era necesaria para suprimir la senescencia y
podria seleccionar como diana un sustrato que se una al dominio acido, pero claramente no dependia de p53. Del
mismo modo, V75A silvestre y mutante podian suprimir la acumulacion inducida por PD0332991 de células SNB19
positivas para SA-[1-gal, pero el mutante C464A no pudo (figura 19C).

La reduccion de SKP2 induce la detencion del ciclo celular y puede activar una ruta de senescencia independiente
de INK4A y p53 en células transformadas de manera oncogénica (Lin et al., 2010). Dado que la activacion de la ruta
de SKP2 es esencial para ciclos celulares continuados, no era probable que fuera un determinante clave para
determinar si una célula experimenta senescencia o quiescencia una vez que sale del ciclo celular. No obstante,
para confirmar que la actividad del complejo de SKP2 no era diferente entre las células que responden y las que no
responden, se examino la expresion de p27, el sustrato mejor descrito de la ligasa SKP2 (Hershko, 2008; Wang et
al., 2012; Zhu et al., 2004). Los niveles de p27 fueron idénticos en las células que responden y que no responden, y
no cambiaron con el tratamiento con PD0332991 (figura 22). Por tanto, tal como se esperaba, esta ruta reprimida de
MDM2 no estaba relacionada con la ruta reprimida de SCFsP2,

La acumulacién de RB no fosforilado es suficiente para fomentar la senescencia. Los programas de senescencia
inducidos por PD0332991 o el silenciamiento de MDM2 no se asociaron con la acumulacion de un programa de p53
transcripcionalmente activo robusto. En cambio, la acumulacion de p53 transcripcionalmente activo condujo a
apoptosis. Ademas, después de cambiar las condiciones de extraccion y usar varios anticuerpos diferentes para p53
para la transferencia y localizacion mediante inmunofluorescencia, se descarté que las modificaciones o diferencias
en la localizacién de p53 podrian explicar la aparente independencia de p53 de este proceso.

Puede inducirse senescencia activando la ruta de RB en ausencia de p53 (Sperka et al., Nature reviews Molecular
cell biology 2012; 13: 579-90; Chan et al., J Mol Med (Berl) 2011; 89: 857-67) MDM2 puede interactuar con RB
(Hsieh et al., Molecular cell 1999; 3: 181-93; Xiao ef al., Nature 1995; 375: 694-8; Yap et al., Oncogene 1999; 18:
7681-9), y podria impedir su capacidad de fomentar la senescencia. Para determinar si la acumulacion de RB no
fosforilado seria suficiente para inducir senescencia, se expresé el mutante de bolsillo grande no fosforilable de RB
(PSM-Rb) (Knudsen et al., 1998) en dos de las lineas celulares que responden, LS8817 y LS0082, y como control en
una de las lineas celulares que no responden, LS7785-1. Como otro control, también se expresoé el bolsillo grande
silvestre (LP) que podria inactivarse por cinasas enddégenas dependientes de ciclina. Tal como se esperaba, la
proliferacion se redujo significativamente mediante la expresion de PSM-Rb en las tres lineas celulares, pero no por
LP (figura 6A). Los niveles de MDM2 se redujeron en las lineas celulares que responden pero no en las que no
responden (figura 6A), y la tincidon con SA-[lgal (figura 6B) aumento solo en las lineas celulares que responden que
expresan PSM-Rb y no en las que no responden. La fosforilacion de la proteina RB endégena, aunque disminuy6 en
relacion con las células de control, todavia se detecto, lo que indica que estas células con crecimiento detenido
todavia tenian un mayor nivel de actividad de ciclina D1-cdk4 que las células de control tratadas con PD0332991
(figuras C y D).

También se indujo la detencion de G0/G1 y se impidi6 la fosforilacion de RB mediante privacion de suero de dos
lineas celulares que responden, LS141 y LS8817, y dos lineas celulares que no responden, LS8107 y LS7785-10
(figura 18) y se midiod el efecto sobre la senescencia. La incorporacion de BrdU se redujo, pero MDM2 no se redujo
(figura 18A), ni aumento el nimero de células positivas para SA-[1-gal (figura 18B). Esto indic6 que la detencidn del
crecimiento no fue suficiente para explicar la regulacion de MDM2. No se detectd ninguna asociacion entre la
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expresion de catalasa (figura 22), un marcador de la ruta de ROS, o el reclutamiento de p53BP1 en cromatina, un
marcador de la ruta de respuesta al dafio del ADN con el estado de respuesta, lo que indica que la sefializacion
mitogénica desequilibrada es el estrés que induce esta ruta.

Por tanto, al menos, en presencia de suero, la acumulaciéon de RB no fosforilado en células que responden es
suficiente para reducir la acumulacion de MDM2 e inducir senescencia en un grado cuantitativamente similar a
PD0332991, ARNhp dirigido contra CDK4 o ARNhp dirigido contra MDM2. Sin querer restringirse a una teoria
particular, estos datos sugieren que hay un bucle de realimentacion entre la inactivacion de RB y los niveles de
MDM2 que podrian iniciar y mantener las células en el estado senescente, que se perturbd en células que no
responden.

7.3 DISCUSION

La senescencia es una potente barrera frente a la formacion de tumores, y desencadenar su reactivacion en las
células tumorales se considera una opcion terapéutica viable. Sin embargo, la presente comprension de las rutas a
través de las cuales las células se vuelven senescentes todavia es inmadura. La mayoria de los desencadenantes,
tales como el estrés oncogénico, la acumulacién de especies reactivas de oxigeno o el dafio en el ADN, conducen a
la activacion de las rutas de ARF-p53 y/o p16-RB, y cualquiera de los dos solo es suficiente para que las células
experimenten senescencia (Campisi, 1997; Courtois-Cox et al., 2008; Kuilman et al., 2010; Ramsey y Sharpless,
2006). En comun entre todas estas rutas es que la célula toma la decision de continuar el ciclo o experimentar
senescencia. Por otro lado, en el presente documento se presenta una nueva ruta hacia la senescencia, una que
refleja una eleccién entre quiescencia o senescencia. Estudiar esta ruta de desarrollo Unica condujo a definir una
ruta molecular igualmente Unica, una inducida por la inhibicion de CDK4 y es independiente de p53 e INK4A.

Se identific6 MDM2 como un actor critico que suprime la senescencia en células que salieron del ciclo celular en
respuesta a la inhibicion de CDK4. La expresion de MDM2 continuada impide que las células quiescentes progresen
a senescencia, y la reduccion de MDM2 es suficiente para activar la ruta de senescencia. Esta ruta puede activarse
en varios tipos de células, incluidos WD/DDLS en los que MDM2 se amplifica y se sobreexpresa, y aquellos en los
que generalmente no se amplifica o se sobreexpresa, tales como cancer de mama y el glioma. Esta ruta no se activa
mediante privacién de suero, induccion de p53 por nutlinas o dafio en el ADN.

Es bastante interesante observar que la reduccion de MDM2 de las células en ciclos a las que no lo hacen, en lugar
del nivel absoluto de MDM2, es lo que activa la respuesta de senescencia. Este tipo de sefial, en el que la célula lee
el cambio en el nivel de la proteina frente a su nivel absoluto, estd emergiendo como concepto de nivel de sistemas
en otras rutas de sefializacion (Goentoro et al., Molecular Cell 2009; 36: 872-84) Se propone amortiguar la respuesta
celular con respecto a variaciones transitorias en la cantidad de proteina. Sin embargo, la cuestion de como logran
las células tal medicion todavia no esta clara. Comprender por qué el nivel de MDM2 se altera mucho mas en
células que responden en comparacion con las que no responden puede iluminar la presente comprension de tales
entradas reguladoras. Claramente, la acumulacion de Rb no fosforilado en las células que responden es necesaria,
pero no es suficiente porque la privacion de suero induce detenciéon con RB hipofosforilado pero no senescencia
(datos no publicados), y RB no fosforilado solo no puede inducir senescencia en las células que no responden.

Ademas de las posibles implicaciones clinicas, este estudio también ha proporcionado una vision significativa e
innovadora de los mecanismos moleculares mediante los cuales CDK4 y MDM2 inhiben la senescencia. Se induce
senescencia en respuesta a muchos tipos de estrés celular (Campisi, Eur J Cancer 1997; 33: 703-9; Courtois-Cox et
al., Oncogene 2008; 27: 2801-9; Prieur et al., Nature Communications 2011; 2: 473; Ramsey et al., Nature cell
biology 2006; 8: 1213-5). Se ha observado en el contexto de dafio en el ADN, después de multiples replicaciones
celulares (envejecimiento), en presencia de altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) celulares y en
asociacion con la expresion aberrante de oncoproteinas tales como RasV'? (Kuilman et al., Nature reviews Cancer
2009; 9: 81-94). En la visidn clasica de la senescencia, la respuesta al dafio del ADN se activa por uno de estos
eventos y provoca una cascada de sefializacion que culmina en la detencién irreversible del ciclo celular. El proceso
esta mediado por p53 y RB o por rutas solapadas activadas por altos niveles de inhibidores de cinasa dependientes
de ciclina (por ejemplo, p21, p16) o ARF (Campisi, Eur J Cancer 1997; 33: 703-9; Chicas et al., Cancer cell 2010; 17:
376-87; Kuilman et al., Genes & development 2010; 24: 2463-79; Rodier et al. The Journal of cell biology 2011; 192:
547-56). Sin embargo, el silenciamiento de la expresiéon de estas proteinas en las lineas celulares que responden no
afectd a la capacidad de PD0332991 de provocar senescencia (datos no mostrados) argumentando en contra de un
papel clave para ellos en este tipo de senescencia. Sin embargo, PSM-Rb activa la senescencia en células que
responden, la sobreexpresién de CDK4 puede inhibir la senescencia inducida en fibroblastos, e inhibir CDK4 puede
inducir senescencia en algunas lineas celulares de cancer (Michaud et al., Cancer research 2010; 70: 3228;
Wiedemeyer et al., 2010; 107: 11501-6; Capparelli et al., Cell Cycle 2012; 11: 3599-610; Puyol et al., Cancer cell
2010; 18: 63-73; y Rane et al., Molecular and cellular biology 2002; 22: 644-56). Esto concuerda con un modelo en el
que CDK4 inhibe la senescencia a través de su efecto canonico sobre la fosforilacion de RB; inhibir esta cinasa
permite que se acumule RB no fosforilado en los promotores de genes diana E2F y participe en la formacion de
focos heterocromaticos asociados a senescencia (SAHF) (Narita et al, Cell 2003; 113: 703-16; Adams et al.,
Molecular cell 2009; 36: 2-14) que afecta a la expresion de MDM2.

No obstante, RB puede no ser la Unica diana mediante la cual CDK4 inhibe la senescencia. Multiples dianas de
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CDK4 pueden actuar conjuntamente para coordinar la respuesta. Por ejemplo, Anders et al. (Cancer cell 2011; 20:
620-34) determinaron que FOXM1 también es un sustrato de CDK4, y se requeria FOXM1 para la inhibicion de la
senescencia dependiente de CDK4. EI FOXM1 estable fomenta la expresion de genes del ciclo celular, un posible
mecanismo mediante el cual contrarresta la senescencia. Mdltiples dianas de CDK4 pueden actuar conjuntamente
para coordinar la respuesta. Las presentes observaciones sugieren que un programa quiescente dependiente de
CDK4 incide en una ruta de sefalizacion sensible a los niveles de MDM2 en células quiescentes. Esto puede
representar un nuevo mecanismo adicional mediante el cual CDK4 regula la senescencia. Si esta ruta esta intacta o
no, puede determinar la naturaleza de la respuesta de una célula a PD0332991.

Se han descrito otras rutas de senescencia que son independientes de p53 e INK4A (Lin et al., 2010; Prieur et al.,
2011). Uno se activa por la pérdida de SKP2 (Lin et al., 2010). Esta ruta es una situacion clasica cuando las células
se ven obligadas a salir del ciclo celular. Esto es lo que se esperaba para la senescencia inducida por la inhibicion
de CDK4 porque CDK4 controla la proliferacion celular e impide la senescencia en otras circunstancias (Anders et
al., 2011; Puyol et al., 2010; Rane et al., 2002; Zou et al., 2002). En cualquier caso, el escenario que se describe en
este caso es que la célula elige entre quiescencia y senescencia, una opcién de desarrollo diferente con un
mecanismo molecular diferente.

Otra ruta se activa por la pérdida de la histona acetil transferasa p300 (Prieur et al., 2011). La cantidad de p300 se
reduce en una variedad de circunstancias que inducen senescencia, incluyendo la sobreexpresion de ras
oncogénico. En todos los casos, se observa hipoacetilacion de histona H3/H4 y la reduccién de p300 también puede
conducir a esto. Este es probablemente un efecto posterior de muchas rutas, ya que se relaciona con el estado de
condensacion de cromatina en las células senescentes.

No se comprende completamente cémo las células eligen entre los estados quiescentes y senescentes. La
sefializacion de TOR puede afectar a esta eleccion al alterar la salida del programa de p53 (Korotchkina et al., 2010;
Leontieva y Blagosklonny, 2013). En cambio, la ruta activada por la pérdida de MDM2 descrita en este caso es
claramente independiente de p53. Se determind que (i) la proteina p53 estaba reducida en estas células
senescentes, (ii) el silenciamiento de p53 no afectaba a la senescencia, (iii) se indujo la senescencia de las células
con mutaciones en p53 mediante inhibicién de CDK4 o reduccion de MDM2, y (iv) podia impedirse la senescencia
mediante la expresion ectépica de una proteina MDM2 que no puede unirse a p53. La respuesta de p53 en estas
células no es atipica, porque la irradiacion o el tratamiento de estas células con nutlina 3a activa la detencién del
crecimiento, la acumulacién de p53 y la apoptosis (Ambrosini et al., 2007; Singer et al., 2007). De hecho, la
doxorubicina puede inducir la acumulacion de p53 y la entrada de las células LS8817 en la senescencia sin una
reduccion de los niveles de MDM2.

La mineria de bases de datos (Jensen et al., 2009; Stark et al., 2011) indic6 que MDM2 puede interaccionar con
varias enzimas de remodelacion de cromatina tales como PCAF, YY1 y HDAC1 y estas también pueden participar.
Aunque se han descrito varias proteinas de unién a MDM2 tal como se indicé anteriormente, solo los reguladores
apoptoticos p53, CAS y HUWE1 se han definido como sustratos (Kurokawa et al., 2013; Marine y Lozano, 2010).

La inhibicion de CDK4 es suficiente para activar la regulacion por disminucion de MDM2 en algunas lineas celulares
pero no en otras. La regulacion por disminucién se asocia con un aumento del recambio y requiere la actividad
ligasa E3 intrinseca de MDM2. La desubiquitinasa USP7/HAUSP es el principal mecanismo regulador que controla
el recambio de MDM2 por esta ruta. Sin embargo, a las células que no responden o bien les faltaba un factor
adicional critico o bien habian evolucionado una forma de impedir el recambio inducido por la pérdida de la
interaccion o incluso la regulacion por disminucion de HAUSP con ARNhp.

Por consiguiente, al tratar de identificar la naturaleza de la resistencia intrinseca a los inhibidores de CDK4, se hallo
una nueva ruta que regula si una célula se vuelve quiescente o senescente. Se establecié que MDM2 es un actor
clave en esta ruta. Curiosamente, se demostré que esta ruta es independiente de p53 e INK4 y que depende de la
actividad ligasa E3 de MDMZ2.
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REIVINDICACIONES

Método in vitro para determinar si es probable que un inhibidor de CDK4 produzca un efecto
anticancerigeno en un cancer, que comprende determinar si las células del cancer tienen una expresion
reducida de MDM2 tras el tratamiento con el inhibidor de CDK4, en el que si la expresién de MDM2 se
reduce, es mas probable que el inhibidor de CDK4 tenga un efecto anticancerigeno sobre el cancer,

en el que el cancer se selecciona del grupo que consiste en liposarcoma, glioma y cancer de mama, y

el inhibidor de CDK4 seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de CDK4 competitivo con ATP, un
inhibidor de CDK4 derivado de compuestos de piridopirimidina, pirrolopirimidina o indolocarbazol, isetionato
de palbociclib, LEE011, LY2835219, PD0332991, clorhidrato de flavopiridol, un oligonucleétido antisentido,
una molécula de ARNhp o una molécula de ARNip que inhibe la expresion o actividad de CDKA4.

Método segun la reivindicacion 1, en el que la expresion de MDM2 se determina mediante
inmunofluorescencia o inmunotransferencia de tipo Western.

Método segun la reivindicacion 1, en el que el cancer es cancer de mama.
Uso de un reactivo para detectar la expresion de MDM2 en el método segun la reivindicacion 1.

Uso segun la reivindicacion 4, en el que el reactivo para detectar la expresion de MDM2 comprende una o
mas sondas empaquetadas, alineamientos/microalineamientos, perlas y/o anticuerpos especificos de
biomarcadores.

Uso segun la reivindicacion 4, en el que el reactivo para detectar la expresion de MDM2 comprende uno o
mas anticuerpos para detectar la proteina MDM2.

Uso segun la reivindicacion 4, en el que el cancer es cancer de mama.

Inhibidor de CDK4 seleccionado del grupo que consiste en un inhibidor de CDK4 competitivo con ATP, un
inhibidor de CDK4 derivado de compuestos de piridopirimidina, pirrolopirimidina o indolocarbazol, isetionato
de palbociclib, LEE011, LY2835219, PD0332991, clorhidrato de flavopiridol, un oligonucleétido antisentido,
una molécula de ARNhp o una molécula de ARNip que inhibe la expresion o actividad de CDK4 para su uso
en el tratamiento de un sujeto que tiene cancer seleccionado del grupo que consiste en liposarcoma, glioma
y cancer de mama, en el que las células cancerosas del sujeto se someten a ensayo antes del tratamiento
del sujeto con un inhibidor de CDK4 y se determina que presentan una disminucion en la expresion de
MDM2 tras el tratamiento in vitro con el inhibidor de CDK4.

Inhibidor de CDK4 segun la reivindicacion 8 para el uso segun la reivindicacion 8, en el que la expresion de
MDM2 se determina mediante inmunofluorescencia.

Inhibidor de CDK4 segun la reivindicacion 8 para el uso segun la reivindicacion 8, en el que la expresion de
MDM2 se determina mediante inmunotransferencia de tipo Western.

Inhibidor de CDK4 segun la reivindicacion 8 para el uso segun la reivindicacion 8, en el que el cancer es
cancer de mama.
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