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(57)摘要

本发明涉及治疗p53野生型(WT)肿瘤的方

法。特别地，本发明提供了基于鼠双微体2(MDM2)

抑制剂、例如HDM201以及酪蛋白激酶1α(CK1α)

降解剂和/或MDM4抑制剂、例如来那度胺的组合

的针对p53WT肿瘤的新疗法。所述组合可用于治

疗实体以及血液p53WT肿瘤，例如默克尔细胞癌

(MCC)或骨髓增生异常综合征(MDS)。
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1.一种组合，其包含(a)鼠双微体2(MDM2)抑制剂以及(b)酪蛋白激酶1α(CK1α)降解剂

和/或鼠双微体4(MDM4)抑制剂。

2.一种组合，其包含(a)MDM2抑制剂以及(b)CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂，用于在受试

者的p53野生型(WT)肿瘤的治疗中使用。

3.一种治疗受试者的p53  WT肿瘤的方法，所述方法包括向所述受试者施用(a)MDM2抑

制剂以及(b)CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂的组合。

4.如权利要求1所述的组合、如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述

的方法，其中所述MDM2抑制剂选自由以下组成的组：努林‑3，伊达努林(RG7388、

RO5503781)，RG7775(RO6839921)，AMG232，DS3032(DS3032b)，ALRN‑6924，ATSP‑7041，

CGM097，和HDM201即(S)‑5‑(5‑氯‑1‑甲基‑2‑氧代‑1,2‑二氢‑吡啶‑3‑基)‑6‑(4‑氯‑苯基)‑

2‑(2,4‑二甲氧基‑嘧啶‑5‑基)‑1‑异丙基‑5,6‑二氢‑1H‑吡咯并[3,4‑d]咪唑‑4‑酮。

5.如权利要求1所述的组合、如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述

的方法，其中所述MDM2抑制剂选自努林‑3、伊达努林和HDM201组成的组。

6.如权利要求1所述的组合、如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述

的方法，其中所述MDM2抑制剂是HDM201。

7.如权利要求1、4‑6中任一项的所述的组合，如权利要求2、4‑6中任一项所述的用于使

用的组合，或如权利要求3‑6中任一项所述的方法，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂

选自由以下组成的组：沙利度胺，泊马度胺，来那度胺即(RS)‑3‑(7‑氨基‑3‑氧代‑1H‑异吲

哚‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮、也称为REVLIMID，和SC‑24‑UR99即4‑(3‑氨基‑1‑(4‑氯‑5‑甲基‑

6‑(甲基氨基)吡啶‑3‑基)‑5‑氟‑1H‑吲唑‑6‑基)萘‑1‑醇。

8.如权利要求1、4‑6中任一项的所述的组合，如权利要求2、4‑6中任一项所述的用于使

用的组合，或如权利要求3‑6中任一项所述的方法，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂

选自来那度胺和SC‑24‑UR99组成的组。

9.如权利要求1所述的组合、如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述

的方法，其中所述MDM2抑制剂选自努林‑3、伊达努林和HDM201组成的组，并且其中所述CK1α

降解剂和/或MDM4抑制剂选自来那度胺和SC‑24‑UR99组成的组。

10.如权利要求1所述的组合、如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所

述的方法，其中所述MDM2抑制剂是HDM201，并且所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度

胺。

11.如权利要求2、4‑10中任一项所述的用于使用的组合，或如权利要求3‑10中任一项

所述的方法，其中所述p53  WT肿瘤是实体瘤。

12.如权利要求11所述的用于使用的组合、或如权利要求11中任一项所述的方法，其中

所述实体瘤选自由以下组成的组：肉瘤例如脂肪肉瘤或软组织肉瘤，淋巴瘤例如非霍奇金

淋巴瘤(NHL)、特别是套细胞淋巴瘤(MCL)，黑素瘤例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤，母细胞

瘤(例如神经母细胞瘤)，结肠肿瘤，结直肠肿瘤，肾脏肿瘤，肝肿瘤和皮肤癌例如默克尔细

胞癌(MCC)。

13.如权利要求11所述的用于使用的组合、或如权利要求11所述的方法，其中所述实体

瘤是默克尔细胞癌(MCC)。

14.如权利要求13所述的用于使用的组合、或如权利要求13所述的方法，其中所述默克
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尔细胞癌(MCC)是默克尔细胞多瘤病毒(MCV)‑阳性MCC。

15.如权利要求2、4‑10中任一项所述的用于使用的组合，或如权利要求3‑10中任一项

所述的方法，其中所述p53  WT肿瘤是血液肿瘤(或血液恶性肿瘤)。

16.如权利要求15所述的用于使用的组合、或如权利要求15所述的方法，其中所述血液

肿瘤选自由以下组成的组：急性髓性白血病(AML)、多发性骨髓瘤(MM)、骨髓增生异常综合

征(MDS)和急性淋巴细胞白血病(ALL)。

17.如权利要求15所述的用于使用的组合、或如权利要求15所述的方法，其中所述血液

肿瘤选自多发性骨髓瘤(MM)和骨髓增生异常综合征(MDS)组成的组。

18.如权利要求15所述的用于使用的组合、或如权利要求15所述的方法，其中所述血液

肿瘤是骨髓增生异常综合征(MDS)。

19.如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述的方法，其中所述MDM2抑

制剂是HDM201，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度胺，并且其中所述p53  WT肿

瘤是MCV阳性MCC。

20.如权利要求2所述的用于使用的组合、或如权利要求3所述的方法，其中所述MDM2抑

制剂是HDM201，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度胺，并且其中所述p53  WT肿

瘤是MDS。

21.如前述权利要求中任一项所述的组合/用于使用的组合/方法，进一步包括一种或

多种另外的抗癌剂。
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P53  WT肿瘤的治疗方法

[0001] 相关申请和支持

[0002] 本申请要求于2018年10月30日提交的美国临时申请62/752382的优先权和权益，

该临时申请的全部内容通过引用特此并入。

[0003] 本发明是在美国国立卫生研究院(National  Institutes  of  Health)授予的授权

号R01  CA063113  R01  CA173023和P01  CA203655的政府支持下完成的。政府拥有本发明的

某些权利。

技术领域

[0004] 本发明涉及治疗p53野生型(WT)肿瘤的方法。特别地，本发明提供了基于鼠双微体

2(MDM2)抑制剂以及酪蛋白激酶1α(CK1α)降解剂和/或MDM4抑制剂的组合的针对p53  WT肿

瘤的新疗法。

背景技术

[0005] 默克尔细胞癌(MCC)是一种侵袭性皮肤神经内分泌癌，在美国的发病率在过去的

20年中增加了三倍[1,2]。2008年，Feng等人在10个MCC肿瘤中的8个里发现了默克尔细胞多

瘤病毒(MCV，MCPyV)的克隆整合[3]。MCV阳性MCC包含整合的MCV基因组拷贝，并表达小T抗

原(ST)和截短形式的大T抗原(LT)[4]。MCC肿瘤相关的截短的LT保留了N末端LXCXE(RB结合

基序)，但删除了病毒复制所需的C末端DNA结合和解旋酶结构域[3]。MCV  ST和截短的LT的

表达可以促进几种细胞类型的增殖和转化，这与其在MCC中的致癌作用一致[5]。

[0006] 原型多瘤病毒猿猴空泡病毒40(SV40)LT与视网膜母细胞瘤相关蛋白RB(RB1)和细

胞肿瘤抗原p53(TP53)结合并使其抑癌功能失活[6]。相反，MCV  LT与RB结合，但不与p53结

合[6]。MCC的下一代测序表明，病毒阴性MCC通常带有p53和RB突变以及UV损伤特征[7,8]。

相反，病毒阳性MCC通常包含野生型RB和p53，且没有紫外线损伤的证据[7,8]。考虑到病毒

阳性MCC中存在野生型p53，诸位发明人怀疑MCV  T抗原可在功能上使p53活性失活。

[0007] p53在多种癌症中均发生突变。可替代地，野生型p53可以通过过表达MDM2(靶向

p53的泛素连接酶)或MDM4(MDMX)而功能失活[9,10]。MDM2和MDM4二者具有相似的结构，具

有N末端p53结合结构域和C末端RING结构域[11]。尽管MDM4不直接泛素化p53，但它的RING

结构域促进了泛素向MDM2的募集[11]。MDM4还具有自抑制结构域，可减少与p53的结合

[12]。酪蛋白激酶1α(CK1α，CSNK1A1)可以减轻MDM4的自抑制相互作用[13]。

发明内容

[0008] 本发明提供了包含MDM2抑制剂和酪蛋白激酶1α(CK1α)降解剂和/或MDM4抑制剂的

新组合，用于在受试者的p53  WT肿瘤的治疗中使用。

[0009] 在根据本发明的组合中，MDM2抑制剂可以选自由以下组成的组：努林(nutlin)‑3，

伊达努林(idasanutlin)(RG7388、RO5503781，罗氏公司(Roche))，RG7775(RO6839921，罗氏

公司)，RO5045337(罗氏公司)，AMG232(安进公司(Amgen))，DS3032(DS3032b，第一三共株式
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会社(Daiichi  Sankyo))，ALRN‑6924(艾勒朗公司(Aileron))，KRT‑232(卡托斯公司

(Kartos))，ATSP‑7041，CGM097(诺华公司(Novartis))和HDM201(诺华公司)，优选地是

HDM201，即(S)‑5‑(5‑氯‑1‑甲基‑2‑氧代‑1,2‑二氢‑吡啶‑3‑基)‑6‑(4‑氯‑苯基)‑2‑(2,4‑

二甲氧基‑嘧啶‑5‑基)‑1‑异丙基‑5,6‑二氢‑1H‑吡咯并[3,4‑d]咪唑‑4‑酮。

[0010] 在根据本发明的组合中，酪蛋白激酶1α(CK1α)降解剂和/或MDM4抑制剂选自由以

下组成的组：沙利度胺，泊马度胺，来那度胺和SC‑24‑UR99(诺华公司)即4‑(3‑氨基‑1‑(4‑

氯‑5‑甲基‑6‑(甲基氨基)吡啶‑3‑基)‑5‑氟‑1H‑吲唑‑6‑基)萘‑1‑醇，优选地是来那度胺即

(RS)‑3‑(7‑氨基‑3‑氧代‑1H‑异吲哚‑2‑基)哌啶‑2,6‑二酮、也称为REVLIMID。

[0011] 本发明提供了特别是与MDM2抑制剂HDM201和CK1α降解剂来那度胺的此类组合。

[0012] 根据本发明的组合可以包含另外的抗癌剂。

[0013] 根据本发明的另外的抗癌剂可以选自：

[0014] FLT3抑制剂(例如吉特瑞尼、奎扎替尼、米哚妥林)，

[0015] BCL2抑制剂(例如那维托克莱克斯、维尼托克莱克斯)，

[0016] 其他MDM2抑制剂(例如努林‑3、伊达努林、AMG232、DS‑3032B、ALRN6924/

ATSP7041)，

[0017] 去甲基化剂(HMA)(例如委丹扎[氮胞苷、5‑氮胞苷]、达珂[地西他滨]、胍地西他

滨)，

[0018] 蒽环(例如伊达比星、道诺霉素、多柔比星、泛艾霉素)；

[0019] 抗CD33抗体(例如灭髓瘤[吉妥珠单抗]、瓦达土昔单抗)

[0020] 及其他试剂(例如AraC[阿糖胞苷])。

[0021] 可以通过根据本发明的组合治疗的P53  WT肿瘤可以是实体瘤或血液肿瘤。实体瘤

可以是肉瘤例如脂肪肉瘤或软组织肉瘤，淋巴瘤例如非霍奇金淋巴瘤(NHL)、特别是套细胞

淋巴瘤(MCL)，黑素瘤例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤，母细胞瘤(例如神经母细胞瘤)，结

肠肿瘤，结直肠肿瘤，肾脏肿瘤，和肝肿瘤或皮肤癌例如默克尔细胞癌(MCC)，尤其是默克尔

细胞多瘤病毒(MCV)阳性MCC。血液肿瘤可以是急性髓性白血病(AML)、多发性骨髓瘤(MM)、

骨髓增生异常综合征(MDS)或急性淋巴细胞白血病(ALL)。

[0022] 具体地，本发明提供了以下实施例：

[0023] 1.一种组合，其包含(a)鼠双微体2(MDM2)抑制剂以及(b)酪蛋白激酶1α(CK1α)降

解剂和/或鼠双微体4(MDM4)抑制剂。

[0024] 2.一种组合，其包含(a)MDM2抑制剂以及(b)CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂，用于在

受试者的p53野生型(WT)肿瘤的治疗中使用。

[0025] 3 .一种治疗受试者的p53  WT肿瘤的方法，所述方法包括向所述受试者施用(a)

MDM2抑制剂以及(b)CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂的组合。

[0026] 4.如实施例1所述的组合、如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的

方法，其中所述MDM2抑制剂选自由以下组成的组：努林‑3，伊达努林(RG7388、RO5503781)，

RG7775(RO6839921)，AMG232，DS3032(DS3032b)，ALRN‑6924，ATSP‑7041，CGM097，和HDM201

即(S)‑5‑(5‑氯‑1‑甲基‑2‑氧代‑1 ,2‑二氢‑吡啶‑3‑基)‑6‑(4‑氯‑苯基)‑2‑(2,4‑二甲氧

基‑嘧啶‑5‑基)‑1‑异丙基‑5,6‑二氢‑1H‑吡咯并[3,4‑d]咪唑‑4‑酮。

[0027] 5.如实施例1所述的组合、如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的
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方法，其中所述MDM2抑制剂选自努林‑3、伊达努林和HDM201组成的组。

[0028] 6.如实施例1所述的组合、如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的

方法，其中所述MDM2抑制剂是HDM201。

[0029] 7.如实施例1、4‑6中任一项的所述的组合，如实施例2、4‑6中任一项所述的用于使

用的组合，或如实施例3‑6中任一项所述的方法，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂选

自由以下组成的组：沙利度胺，泊马度胺，来那度胺即(RS)‑3‑(7‑氨基‑3‑氧代‑1H‑异吲哚‑

2‑基)哌啶‑2,6‑二酮、也称为REVLIMID，和SC‑24‑UR99即4‑(3‑氨基‑1‑(4‑氯‑5‑甲基‑6‑

(甲基氨基)吡啶‑3‑基)‑5‑氟‑1H‑吲唑‑6‑基)萘‑1‑醇。

[0030] 8.如实施例1、4‑6中任一项的所述的组合，如实施例2、4‑6中任一项所述的用于使

用的组合，或如实施例3‑6中任一项所述的方法，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂选

自来那度胺和SC‑24‑UR99组成的组。

[0031] 9.如实施例1所述的组合、如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的

方法，其中所述MDM2抑制剂选自努林‑3、伊达努林和HDM201组成的组，并且其中所述CK1α降

解剂和/或MDM4抑制剂选自来那度胺和SC‑24‑UR99组成的组。

[0032] 10.如实施例1所述的组合、如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述

的方法，其中所述MDM2抑制剂是HDM201，并且所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度

胺。

[0033] 11 .如实施例2、4‑10中任一项所述的用于使用的组合，或如实施例3‑10中任一项

所述的方法，其中所述p53  WT肿瘤是实体瘤。

[0034] 12.如实施例11所述的用于使用的组合、或如实施例11中任一项所述的方法，其中

所述实体瘤选自由以下组成的组：肉瘤例如脂肪肉瘤或软组织肉瘤，淋巴瘤例如非霍奇金

淋巴瘤(NHL)、特别是套细胞淋巴瘤(MCL)，黑素瘤例如皮肤黑素瘤或葡萄膜黑素瘤，母细胞

瘤(例如神经母细胞瘤)，结肠肿瘤，结直肠肿瘤，肾脏肿瘤，肝肿瘤和皮肤癌例如默克尔细

胞癌(MCC)。

[0035] 13.如实施例11所述的用于使用的组合、或如实施例11所述的方法，其中所述实体

瘤是默克尔细胞癌(MCC)。

[0036] 14.如实施例13所述的用于使用的组合、或如实施例13所述的方法，其中所述默克

尔细胞癌(MCC)是默克尔细胞多瘤病毒(MCV)‑阳性MCC。

[0037] 15.如实施例2、4‑10中任一项所述的用于使用的组合，或如实施例3‑10中任一项

所述的方法，其中所述p53  WT肿瘤是血液肿瘤(或血液恶性肿瘤)。

[0038] 16.如实施例15所述的用于使用的组合、或如实施例15所述的方法，其中所述血液

肿瘤选自由以下组成的组：急性髓性白血病(AML)、多发性骨髓瘤(MM)、骨髓增生异常综合

征(MDS)和急性淋巴细胞白血病(ALL)。

[0039] 17.如实施例15所述的用于使用的组合、或如实施例15所述的方法，其中所述血液

肿瘤选自多发性骨髓瘤(MM)和骨髓增生异常综合征(MDS)组成的组。

[0040] 18.如实施例15所述的用于使用的组合、或如实施例15所述的方法，其中所述血液

肿瘤是骨髓增生异常综合征(MDS)。

[0041] 19.如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的方法，其中所述MDM2抑

制剂是HDM201，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度胺，并且其中所述p53  WT肿
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瘤是MCV阳性MCC。

[0042] 20.如实施例2所述的用于使用的组合、或如实施例3所述的方法，其中所述MDM2抑

制剂是HDM201，其中所述CK1α降解剂和/或MDM4抑制剂是来那度胺，并且其中所述p53  WT肿

瘤是MDS。

[0043] 21 .如前述实施例中任一项所述的组合/用于使用的组合/方法，进一步包括一种

或多种另外的抗癌剂。

[0044] 本文所述的组合可以提供有益的抗癌作用，例如，增强的抗癌作用、降低的毒性、

和/或减少的副作用。例如，第一治疗剂(例如本文披露的任何治疗剂)，和第二治疗剂(例如

一种或多种另外的治疗剂)，或全部，可以按与单一疗法剂量相比达到相同的治疗效果所需

的更低的剂量施用。因此，披露了用于使用前述组合疗法来治疗增殖性障碍的组合物和方

法。

[0045] 在一些实施例中，一种用本文所述的组合治疗受试者，例如患有本文所述的癌症

的受试者的方法包括施用所述组合作为治疗方案的一部分。在一个实施例中，治疗方案包

含一种或多种，例如两种、三种、或四种本文所述的组合。在一些实施例中，按至少一个阶

段、并且任选地两个阶段，例如第一阶段和第二阶段，将治疗方案施用至受试者。在一些实

施例中，所述第一阶段包括剂量递增阶段。在一些实施例中，所述第一阶段包括一个或多个

剂量递增阶段，例如，第一、第二、或第三剂量递增阶段。在一些实施例中，所述剂量递增阶

段包括施用包含例如，如本文所述的两种、三种、四种、或更多种治疗剂的组合。在一些实施

例中，所述第二阶段包括剂量扩展阶段。在一些实施例中，所述剂量扩展阶段包括施用包含

例如如本文所述的两种、三种、四种、或更多种治疗剂的组合。在一些实施例中，所述剂量扩

展阶段包含与剂量递增阶段相同的两种、三种、四种、或更多种治疗剂。

[0046] 在一些实施例中，所述第一剂量递增阶段包括施用包含两种治疗剂、例如两种本

文所述的治疗剂的组合，其中一种或两种治疗剂的最大耐受剂量(MTD)或推荐的扩展剂量

(RDE)已经确定。在一些实施例中，在所述第一剂量递增阶段之前，向受试者施用在所述第

一剂量递增阶段中作为单一药剂施用的治疗剂。

[0047] 在一些实施例中，所述第二剂量递增阶段包括施用包含三种治疗剂、例如三种本

文所述的治疗剂的组合，其中一种、两种、或全部治疗剂的最大耐受剂量(MTD)或推荐的扩

展剂量(RDE)已经确定。在一些实施例中，所述第二剂量递增阶段在所述第一剂量递增阶段

结束之后开始。在一些实施例中，所述第二剂量递增阶段包括施用一种或多种在所述第一

剂量递增阶段中施用的治疗剂。在一些实施例中，在不进行所述第一剂量递增阶段的情况

下进行所述第二剂量递增阶段。

[0048] 在一些实施例中，所述第三剂量递增阶段包括施用包含四种治疗剂，例如四种本

文所述的治疗剂的组合，其中一种、两种、三种、或全部治疗剂的最大耐受剂量(MTD)或推荐

的扩展剂量(RDE)已经确定。在一些实施例中，所述第三剂量递增阶段在所述第一或第二剂

量递增阶段结束之后开始。在一些实施例中，所述第三剂量递增阶段包括施用一种或多种

(例如全部)在所述第二剂量递增阶段中施用的治疗剂。在一些实施例中，所述第三剂量递

增阶段包括施用一种或多种在所述第一剂量递增阶段中施用的治疗剂。在一些实施例中，

在不进行所述第一、第二、或这两个剂量递增阶段的情况下进行所述第三剂量递增阶段。

[0049] 在一些实施例中，所述剂量扩展阶段在所述第一、第二或第三剂量递增阶段结束
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之后开始。在一些实施例中，所述剂量扩展阶段包括施用在所述剂量递增阶段，例如所述第

一、第二、或第三剂量递增阶段中施用的组合。在一个实施例中，在所述剂量扩展阶段中，从

受试者获得活检。

[0050] 不希望受理论束缚，据信在一些实施例中，包括剂量递增阶段和剂量扩展阶段的

治疗方案允许新的药剂或方案进入以用于组合、组合的快速产生、和/或评估可耐受的组合

的安全性和活性。

[0051] 在此，诸位发明人证明了MCV  ST充当转录激活因子以增加MDM2和CK1α的水平，进

而与MDM4共同抑制p53在MCC中的功能。诸位发明人进一步证明了在MCC中靶向MDM2和MDM4

两者的协同功效。

[0052] 默克尔细胞癌(MCC)是一种侵袭性皮肤癌。病毒(默克尔细胞多瘤病毒，MCV)阴性

MCC在RB和p53中包含失活突变，而MCV阳性MCC通常包含野生型RB和p53。诸位发明人证明了

MCV大T抗原与RB结合导致p53激活，而MCV小T抗原通过增加MDM2和CK1α(MDM4的激活因子)

的水平来减少p53激活。来那度胺或特异性MDM4抑制剂与MDM2抑制剂协同作用对CK1α进行

靶向降解，以激活p53并诱导细胞凋亡。诸位发明人的工作揭示了MCV调控MCC中p53的机制，

并证明了组合靶向MDM2和MDM4在p53野生型肿瘤中的效用。

[0053] 默克尔细胞多瘤病毒(MCV)占所有默克尔细胞癌(MCC)(皮肤的高度侵袭性神经内

分泌癌)的约80％。MCV阳性MCC表达小T抗原(ST)和大T抗原(LT)的截短形式，且通常包含野

生型p53(TP53)和RB(RB1)。相反，病毒阴性MCC包含TP53和RB1中的失活突变。尽管MCV截短

的LT可以结合并抑制RB，但它不结合p53。诸位发明人在此披露了MCV  LT与RB结合，导致ARF

(MDM2的抑制剂)水平升高和p53激活。但是，ST的共表达减少了p53的激活。

[0054] MCV  ST将MYC同源物MYCL(L‑Myc)募集到EP400染色质重塑复合物上，并激活特异

性靶基因。诸位发明人观察到MCV阳性MCC细胞系中EP400的耗竭导致增加的p53靶基因表

达。诸位发明人怀疑MCV  ST‑MYCL‑EP400复合物可以在功能上使p53失活，但是其潜在机制

尚不清楚。EP400耗竭后，ChIP和RNA‑seq整合分析确定了MDM2和CK1α(MDM4的激活因子)是

ST‑MYCL‑EP400复合物的靶基因。此外，MCV阳性MCC细胞表达高水平的MDM4。MDM2抑制剂与

靶向CK1α的来那度胺或MDM4抑制剂的组合引起p53的协同激活，导致小鼠MCV阳性MCC细胞

和MCC来源的异种移植物中发生凋亡反应。这些结果支持MDM2和MDM4在病毒阳性MCC和其他

p53野生型肿瘤中的双重靶向。

附图说明

[0055] 图1.默克尔细胞多瘤病毒大T抗原激活p53反应而小T抗原抑制p53反应。

[0056] A.MCV  LT的截短的肿瘤亚型的诱导型表达增加IMR90细胞中ARF和p53靶基因。用

强力霉素(DOX)处理24小时诱导GFP或LT‑L21和LT‑162截短的LT的表达。LT、ARF和p53靶基

因RNA水平相对于GFP诱导的细胞的那些归一化，而GFP水平相对于LT‑L21样品归一化。数据

显示为平均值±SD；*学生t检验P<0.05，**P<0.005，***P<0.0005，****P<0.00005。

[0057] B.诱导IMR90细胞40小时以表达GFP、ST、LT‑L21或LT‑L21与ST。在DOX之前(‑)或之

后(+)制备裂解物。p53反应的激活通过p53、磷酸丝氨酸15p53(P‑p53)、乙酰赖氨酸382p53

(Ac‑p53)、p21和裂解的PARP的水平升高(**)来反映。

[0058] C.LXCXE基序(E216K)中L21的表达而不是LT突变体的表达通过抑制RB和诱导ARF

说　明　书 5/26 页

8

CN 112996503 A

8



激活p53。

[0059] 图2.MDM2和CK1α是ST‑MYCL‑EP400复合物的转录靶标。

[0060] A.火山图说明了相对于对照shRNA，在用诱导型shRNA耗竭EP400后，MKL‑1  MCC细

胞系中差异表达的p53靶基因。针对统计显著性，将每个基因log2倍数变化相对于‑log10  p

值作图。绿点表示满足2倍变化临界值的基因，而红点表示经调整的p值小于0.1。

[0061] B.在shRNA被诱导8天后，用MKL‑1细胞进行RT‑qPCR。将读数相对于RPLP0和未诱导

的样品归一化。实验进行了三次并取平均值。数据显示为平均值±SD；*学生t检验P<

0.05，**P<0.005，***P<0.0005，****P<0.00005。

[0062] C .用MAX、EP400、ST和IgG抗体进行ChIP，然后对MKL‑1细胞中指定的启动子进行

qPCR。ChIP‑qPCR进行了3次，显示了平均输入百分比。

[0063] D.MCV  T抗原的耗竭导致MDM2、CK1α和MDM4水平降低。用特异性shRNA转导MKL‑1细

胞5天，并收获用于蛋白质印迹。

[0064] E.在MCV  T抗原存在(+)或不存在(‑)下，针对IMR90细胞中MDM2启动子，MAX、EP400

和ST抗体的ChIP‑qPCR。ChIP独立进行了五次。

[0065] F.努林‑3处理不会引发p53反应，但是MCV  T抗原会增加表达p53DD的IMR90细胞中

MDM2、MDM4和CK1α的水平。将MKL‑1和IMR90‑p53DD用努林‑3(1μM)处理24小时。

[0066] 图3.MDM4在MCV阳性MCC中过表达。

[0067] A.收获来自MCC细胞系和人包皮成纤维细胞(HFF)的RNA，用于MDM4(完整)、MDM4‑

FL(全长变体)和MDM4‑S(短剪接变体)的RT‑qPCR。MDM4水平用RPLP0、18s  rRNA和β‑肌动蛋

白RNA对照的几何平均值进行归一化。数据显示为平均值±SD；*对于MDM4‑FL，学生t检验P<

0.05。

[0068] B.用所示抗体对MCC细胞系和HFF进行蛋白质印迹。由于失活性突变，MS‑1和MCC13

过表达p53，而MKL‑2和MCC26未表达可检出水平的p53。

[0069] 图4.MDM2和MDM4的抑制增强MCC细胞系中的p53激活。

[0070] A.来那度胺在MKL‑1中通过努林‑3增强p53激活。将MKL‑1细胞用努林‑3(5μM)、来

那度胺(Len，10μM)或两者处理40小时。

[0071] B.来那度胺消耗CK1α，但在UISO细胞中不会通过努林‑3增强p53激活。加或不加来

那度胺(10μM)，将MKL‑1(MCV+MCC)或UISO(MCV‑MCC)细胞用努林‑3(1μM)处理24小时。值得

注意的是，UISO的MDM2和MDM4蛋白少于MKL‑1。

[0072] C.来那度胺和泊马度胺(以较低程度)而非沙利度胺与努林‑3共同激活p53。与来

那度胺、泊马度胺(10μM)或沙利度胺(10μM)一起，用努林‑3处理MKL‑1细胞24小时。

[0073] D.来那度胺处理减少MDM4与p53和激活的MDM2的结合。将MKL‑1细胞用努林‑3(5μ

M)、来那度胺(10μM)或两者处理40小时，并收获其以用针对MDM4、p53和CK1α的抗体进行免

疫沉淀，然后进行蛋白质印迹。

[0074] E.通过CRISPR转导耗竭CK1α增强了努林‑3的p53激活。加或不加来那度胺，将稳定

表达两种CK1αsgRNA中的每一种的MKL‑1细胞用努林‑3(1μM)处理24小时。来那度胺进一步

降低了CK1α，sgRNA并未完全耗竭。

[0075] F.MDM4抑制剂SC‑24‑UR99(UR99)与MDM2抑制剂共同激活p53。加或不加来那度胺

(1μM)或UR99(0.1μM)，将MKL‑1细胞用努林‑3(1μM)或HDM201(0.1μM)处理。
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[0076] 图5.MDM2和CK1α‑MDM4的抑制协同诱导通过细胞凋亡引起的细胞死亡。

[0077] A.用几种浓度的MDM2抑制剂、努林‑3、RG7388或AMG232处理MKL‑1和MS‑1细胞，处

理96小时后进行XTT测定。**多重t检验p值<0.005。

[0078] B.Bliss协同测试显示了努林‑3和来那度胺或SC‑24‑UR99之间的强协同作用，但

与沙利度胺无。

[0079] C.使用来那度胺、努林‑3或两种药物处理16小时的MKL‑1细胞进行BH3分析。实验

进行了三次。数据显示为平均值±SD；*学生t检验P<0.05。

[0080] D.SCID小鼠中的MKL‑1MCC异种移植物对HDM201和来那度胺的组合处理有反应。当

异种移植肿瘤为200mm3时，每天口服施用HDM201(40mg/kg)、来那度胺(50mg/kg)或两种药

物。数据显示为平均值±SEM；HDM201与组合处理之间的多重t检验*P<0.05#‑由于肿瘤体积

达到最大允许大小，研究终止。

[0081] E.模型：默克尔细胞多瘤病毒T抗原使默克尔细胞癌对于靶向p53‑MDM2‑MDM4途径

敏感。

[0082] 图6(本文中也称为图S1)。

[0083] A.MCV  LT的全长或截短的肿瘤亚型的诱导型表达激活IMR90细胞中的p53。用强力

霉素(DOX)处理40小时诱导GFP或WT(野生型)LT、FL(全长)LT、162、168和L21截短的LT的表

达。在DOX之前(‑)或之后(+)制备裂解物。p53反应的激活通过p53、磷酸丝氨酸15p53(P‑

p53)、乙酰赖氨酸382p53(Ac‑p53)、p21和裂解的PARP的水平升高(**)来反映。

[0084] B.RT‑qPCR显示IMR90细胞中LT‑L21的诱导增加了已知p53靶基因p21的水平。单独

或与作为剪接变体的ST一起，将L21‑LT诱导4、8、12、16、20、24、36、48、60和72小时，并收集

RNA用于RT‑qPCR。显示的数据是三个独立实验的代表值。**双因素ANOVA  p值<0.005。

[0085] C.LXCXE  LT突变体可以结合VPS39，但不结合RB。收集稳定表达GFP、LT‑L21或LT‑

L21  E216K突变体的HCT116细胞，用于LT免疫沉淀。

[0086] 图7(本文中也称为图S2)。

[0087] A.RNA‑seq的归一化计数表明，MKL‑1中相对于对照shRNA，EP400  shRNA的MDM2水

平降低而p21水平增加。

[0088] B.使用两种独立的shRNA使EP400耗竭后，与对照shRNA相比，MDM2、CK1α(CSNK1A1)

和EP400的RNA‑seq倍数变化显示MDM2和CK1α与EP400的水平降低。显示了Bonferroni校正

的经调整的p值。

[0089] C .诱导MKL‑1细胞8天以表达EP400或对照shRNA。蛋白质印迹显示，使用EP400 

shRNA，MDM2和EP400水平降低，而p53和p21水平升高。

[0090] D.用指示的抗体，对具有(+)或不具有(‑)MCV  T抗原(LT‑L21和ST)的、稳定表达

hTERT、p53DD、MYCL(IMR90‑p53DD)的IMR90细胞进行印迹。

[0091] E .MAX、EP400和ST的两个独立的ChIP‑seq在MDM2和CK1α启动子处显示峰，也由

H3K4me3标记出。

[0092] F.ST的ChIP‑qPCR显示MCV  ST与表达MCV  T抗原的IMR90‑p53DD细胞中MDM2和CK1α

启动子结合。实验进行了两次。数据显示为平均值±SD；*P<0.05，n.s>＝0.05。

[0093] G.ST和EP400在p53耗竭的MKL‑1细胞中富集MDM2和CK1α启动子。使用稳定表达p53 

shRNA的MKL‑1。实验进行了两次。
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[0094] 图8(本文中也称为图S3)。

[0095] A.MDM4‑FL(全长)与MDM4‑S(短变体)的比率。

[0096] B.对101例MCC的cBioPortal分析揭示，与无TP53或RB1突变的MCC(64例)相比，37

例肿瘤带有TP53或RB1突变和更高水平的突变。MDM2和MDM4显示频繁的拷贝数增加(3‑8拷

贝)和扩增(>8拷贝)。

[0097] 图9(本文中也称为图S4)。

[0098] A.来那度胺迅速降低MKL‑1中的CK1α蛋白。加或不加MG132(10μM)，将MKL‑1细胞用

来那度胺(Len，10μM)和/或环己酰亚胺(CX，5μM)处理2、4或6小时。P53是环己酰亚胺脉冲追

踪处理的阳性对照。

[0099] B.加或不加来那度胺(10μM)，将MKL‑1、WaGa、Peta、BroLi和MS‑1MCV阳性MCC细胞

系用努林‑3(5μM)处理40小时。

[0100] C.来那度胺(10μM)和泊马度胺(10μM)(以较低程度)而非沙利度胺(10μM)可降低

CK1α蛋白水平。

[0101] D.将MKL‑1细胞用努林‑3、来那度胺或两者处理16小时，然后用环己酰亚胺处理2

和4小时。使用LiCor定量蛋白质印迹条带，且每种处理相对于0小时时间点进行归一化。对

于DMSO和来那度胺处理的样品，p53的半衰期估计为1.5小时，而对于努林‑3处理的样品，

p53的半衰期估计为4小时。实验进行了3次，数据显示为平均值±SD；**双因素ANOVA<

0.005。

[0102] E.将MKL‑1细胞用努林‑3(5μM)、来那度胺(10μM)或两者处理24或40小时，并收获

以使用MDM4、p53和CK1α进行IP蛋白质印迹。

[0103] 图10(本文中也称为图S5)。

[0104] A‑C.加或不加来那度胺(固定浓度5μM)，将MKL‑1细胞用努林‑3(A)、RG7388(B)或

AMG232(C)处理。XTT在96小时处理后进行。

[0105] D.加或不加来那度胺，将MKL‑1(具有野生型p53)和MS‑1(具有p53突变)用努林‑3

处理96天，并进行XTT测定以测量相对于DMSO对照归一化的相对细胞活力。

[0106] E.来那度胺和泊马度胺(以较低程度)而非沙利度胺与努林‑3协同作用降低MKL‑1

活力。XTT测定在处理96小时后进行，三次生物学重复。数据显示为平均值±SD；*P<0.05，**

P<0.005，***P<0.0005，****P<0.00005以及n.s>＝0.05。

[0107] 图11(本文中也称为图S6)。

[0108] A.Compusyn协同测试表明努林‑3和RG7388与来那度胺具有协同作用。在处理MKL‑

1细胞96小时后进行XTT测定。CI值小于1表示协同作用。

[0109] B‑D.努林‑3与沙利度胺(B)、来那度胺(C)或SC‑24‑UR99(D)的剂量反应矩阵。

[0110] E.ZIP协同测试

[0111] F.HSA协同测试。

具体实施方式

[0112] LT激活p53反应，而ST抑制p53反应。

[0113] 为了研究MCV  T抗原对正常细胞中p53的影响，将表达GFP或肿瘤来源的截短或全

长形式的LT的强力霉素诱导型载体引入IMR90二倍体肺成纤维细胞(图1A，S1A)。LT的截短
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形式包括L21(编码残基1‑292)、162(残基1‑320)和168(残基1‑275)，每个均包含完整的

LXCXE基序[6]。通过RT‑qPCR评估，IMR90中LT‑L21或LT‑162表达显著提高了ARF和几个p53

靶基因(包括GDF15和p21(CDKN1A))的水平(图1A)。RB的抑制激活E2F转录因子，导致ARF水

平升高[10]。ARF是主要p53降解E3连接酶MDM2的有效抑制剂[14]。LT表达增加了p53以及磷

酸丝氨酸15p53(P‑p53)和p21的蛋白水平，表明p53活化(S1A)。LT‑162的表达还导致裂解的

PARP水平升高(**)，表明发生了凋亡反应。

[0114] LT和ST在MCC肿瘤中作为整合的MCPyV病毒DNA的剪接变体共表达。为了在IMR90细

胞系中模拟这一点，诸位发明人引入了共表达ST的LT‑L21的基因组形式。当ST与LT‑L21共

表达时，与对仅LT‑L21的反应相比，观察到较低水平的p53激活(p21、p‑p53和乙酰赖氨酸

382或Ac‑p53)(图1B，S1B)。结果表明，当共表达时，截短LT可以激活p53，而ST可以减少这种

反应。为了确定增加的ARF水平是否需要LT与RB结合，诸位发明人在LT‑L21的LXCXE基序

(E216K)中引入了点取代突变。当在HCT116细胞中稳定表达时，L21‑E216K无法共沉淀RB而

是保留与VPS39的结合，而VPS39与LT(S1C)的不同区域结合[5]。当在IMR90细胞中表达时，

L21‑E216K不会增加ARF、p21、p53或Ac‑p53的水平(图1C)。这些结果表明LT与RB的结合有助

于提高ARF水平和激活p53反应。值得注意的是，ST与L21‑E216K共表达时，检测到MDM2水平

升高，但未检测到p21水平升高。

[0115] MDM2和CK1α是ST‑MYCL‑EP400复合物的转录靶标。

[0116] 诸位发明人最近报道，MCV  ST将MYC同源物MYCL(L‑Myc)募集到EP400染色质重塑

复合物上，以结合特异性基因启动子并激活其表达[15]。为了鉴定MKL‑1细胞中由ST‑MYCL‑

EP400复合物调控的基因，使用三种不同的shRNA在EP400耗竭后进行RNA‑seq[15]。利用报

道的RNA‑seq结果，诸位发明人评估了已知p53靶基因的基因表达变化[9]。如火山图所示，

EP400耗竭导致包括p21(CDKN1A)在内的许多p53靶基因水平升高(图2A)。使用1.5的倍数变

化临界值，总计198个p53靶基因中有59个基因被上调，而17个基因被下调(表S1)[9]。EP400

耗竭也导致MDM2  E3连接酶和CK1α水平降低(图2B，S2A‑C)。MDM2和MDM4包含N末端p53结合

结构域，该结构域直接与p53的反式激活结构域结合，从而阻断p53激活[11]。MDM4可以调节

其自身对p53的活性。MDM4的N末端p53结合结构域与其中心W基序区形成分子内相互作用，

从而减少与p53的结合[12]。CK1α(CSNK1A)是一种丝氨酸/苏氨酸激酶，可结合并磷酸化

MDM4，从而阻止这种自抑制相互作用并激活MDM4[13]。RT‑qPCR和蛋白质印迹证实，在MKL‑1

细胞中EP400敲低后，p21水平升高，而MDM2和CK1α水平降低(图2B，S1C)。

[0117] 使用针对ST、MAX(与MYCL二聚)和EP400的抗体，ChIP‑seq揭示了MDM2和CK1α启动

子的富集(S2E)[15]。诸位发明人对MAX、ST和EP400进行了ChIP‑qPCR，并观察到了这些启动

子的特异性富集(图2C)。诸位发明人在MKL‑1细胞中使用特异性shRNA耗竭了ST或ST和LT，

并且发现MDM2和CK1α的水平降低了shRNA的表达(图2D)[16]。该结果与RT‑qPCR和ChIP数据

一起表明MDM2和CK1α是ST‑MYCL‑EP400复合物的直接转录靶标。值得注意的是，ST耗竭后

MDM4水平降低，尽管诸位发明人没有发现ST直接激活MDM4的证据。ST增加了可激活MDM4对

p53的活性的CK1α的水平。

[0118] 由于MDM2是p53靶基因，因此MCV  T抗原可能通过激活p53间接增加MDM2水平[9]。

为了排除这种可能性，诸位发明人向IMR90细胞中引入了p53的显性负性型(p53DD)，其结合

内源性p53并使内源性p53失活[17]。用MYCL和带有ST的MCV  LT‑L21进一步转导IMR90‑
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p53DD细胞[17]。诸位发明人通过ChIP‑qPCR检测到ST与MDM2和CK1α启动子的结合，并观察

到在MCV  T抗原存在下，EP400对MDM2启动子的富集增加(图2E，S2F)。用努林‑3进行的MDM2

抑制剂治疗并未增加p53、p‑p53和PUMA水平，指示p53激活(图2F，S1D)。为了进一步确定ST‑

MYCL‑EP400复合物独立于p53而与这些启动子结合，诸位发明人用shRNA使MKL‑1中的p53耗

竭，并进行了EP400和ST的ChIP‑qPCR(S2G)。诸位发明人发现p53不影响EP400和ST对MDM2和

CK1α启动子的富集。这些结果表明，MCV  ST独立于p53反式激活MCC和IMR90细胞中的MDM2和

CK1α。

[0119] MDM4在病毒阳性MCC中过表达。

[0120] 在某些具有野生型p53的癌症中可以发现MDM4的过表达[18]。诸位发明人使用三

组MDM4引物来评估MCC细胞系中的总MDM4(所有剪接变体)、MDM4‑FL(全长)和MDM4‑S(缺失

RING结构域的短变体)水平[18]。病毒阳性(MKL‑1、MKL‑2、MS‑1、WaGa、PeTa和BroLi)MCC细

胞系相对于病毒阴性(UISO、MCC13和MCC26)MCC细胞系具有显著更高的总MDM4和MDM4‑FL水

平)(图3A)。此外，在病毒阳性细胞系(S3A)中，MDM4‑FL与MDM4‑S的比率更高。诸位发明人评

估了这些MCC细胞系中的MDM4‑FL蛋白水平。与病毒阴性MCC细胞系相比，病毒阳性MCC细胞

系表达高水平的MDM4‑FL(图3B)。值得注意的是，病毒阴性UISO细胞系具有高MDM4‑FL与

MDM4‑S比率，但不表达丰度水平的MDM4蛋白(图3A，S3A)。在病毒阳性MCC中p53的LT激活可

能会导致对MDM2和MDM4表达的依赖性。101个MCC肿瘤的靶向下一代测序(Oncopanel)显示，

无论是否存在MCV，MDM4的拷贝增益(3‑8拷贝)频率低(S3B)[19]。

[0121] 抑制MDM2和MDM4可激活MCC中的p53。

[0122] 诸位发明人观察到努林‑3MDM2抑制剂治疗激活了p53，如含有野生型p53的MKL‑1、

WaGa、PeTa和BroLi  MCC细胞系中总p53、P‑p53、Ac‑p53、p21和PUMA的水平升高，但在具有失

活的p53突变的MS‑1细胞中却没有所表明的(图2F，图4A，S2B)[20]。最近的报道表明，在来

那度胺存在下，CRBN(Cereblon)E3连接酶可以特异性靶向CK1α进行泛素化[21，22]。诸位发

明人评估来那度胺是否可以降低MCC细胞中的CK1α水平并激活p53。加或不加环己酰亚胺，

将MKL‑1细胞用来那度胺处理，以阻断蛋白质合成。尽管环己酰亚胺处理6小时后CK1α水平

没有明显变化，但加入来那度胺(S4A)后，水平迅速下降。

[0123] 单独来那度胺处理对p53水平有中等程度的积极效果。然而，当将努林‑3和来那度

胺组合时，在具有野生型p53的细胞系中观察到p53和p53靶基因的较大增加(图4A，S4B)。诸

位发明人通过定量蛋白质印迹法(S4D)评估了在环己酰亚胺存在下用努林‑3、来那度胺或

两者处理的MKL‑1细胞中的p53稳定性。在努林‑3存在下，来那度胺显著增加了p53的稳定性

[23]。来那度胺耗竭CK1α可能会降低MDM4对p53的活性。诸位发明人测试了来那度胺是否增

强了表达很少MDM2和MDM4的病毒阴性和p53野生型UISO细胞中的p53活化(图3A‑3B)。诸位

发明人观察到来那度胺降低了UISO细胞中CK1α水平，但是未能增强努林‑3对p53的激活(图

4B)。

[0124] CRBN的结构分析显示来那度胺可以强烈促进与CK1α的相互作用，而相关化合物沙

利度胺和泊马度胺募集CK1α到CRBN的能力要低得多[22]。与来那度胺相比，泊马度胺和沙

利度胺不会降低MKL‑1细胞中的CK1α蛋白水平(S4C)。此外，泊马度胺或沙利度胺未增强

MKL‑1细胞中p53对努林‑3的反应(图4C)。为了测试CK1α对MDM4与p53结合的贡献，诸位发明

人用从用努林‑3和来那度胺处理40小时的MKL‑1细胞制备的裂解物对MDM4、p53和CK1α进行
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了免疫沉淀(IP)(图4D和S4E)。与仅努林‑3相比，来那度胺和努林‑3降低了CK1α水平并增加

了p53水平。尽管p53的水平增加，但与未处理或努林‑3处理的对照相比，来那度胺与努林‑3

共处理并未增加MDM4、CK1α或激活的MDM2对p53的共沉淀。这表明CK1α的水平降低减少MDM4

与p53的结合。

[0125] 如果CK1α能够使MDM4与p53结合，则诸位发明人预期CK1α的缺失将减少MDM4与p53

的结合并增强p53激活[13]。为了测试这一点，诸位发明人通过两个独立的CRISPR  sgRNA耗

竭了MKL‑1中的CK1α，并评估了努林‑3处理后的p53激活(图4E)[24]。CRISPR敲除CK1α导致

p53活性增强(通过激活的MDM2(磷酸‑丝氨酸166，P‑MDM2)、P‑p53、p53和p21的增加的水平

测定)，表明来那度胺或sgRNA降低CK1α增强了p53激活[25]。值得注意的是，来那度胺的添

加降低了CRISPR并未完全耗尽的CK1α蛋白，并进一步增加了p53激活的标记。诸位发明人测

试了新开发的MDM4抑制剂(SC‑24‑UR99，UR99)是否可以增强MDM2抑制剂努林‑3或HDM201的

活性(图4F)[26]。UR99特异性阻断MDM4与p53的结合。诸位发明人发现UR99对MDM4的抑制增

加了MDM2抑制剂对p53的激活。

[0126] 来那度胺与MDM2抑制剂协同作用，以诱导MCC细胞系的细胞凋亡。

[0127] 为了探查MDM2抑制对MCC细胞活力的影响，诸位发明人用MDM2抑制剂努林‑3、

RG7388或AMG232将MKL‑1(p53野生型)和MS‑1(p53突变体)细胞处理了96小时，并进行了XTT

活力测定[27]。MKL‑1而非MS‑1细胞对所有三种MDM2抑制剂均敏感(图5A)。诸位发明人测试

了来那度胺与努林‑3、RG7388和AMG232的组合的效果，并且观察到当与来那度胺(S5A‑D)一

起使用时，所有三种MDM2抑制剂的细胞毒性均显著改善。使用Compusyn(S6A)和Bliss(图

5B)方法进行的协同测试揭示，努林‑3或RG7388与来那度胺或UR99(S6B‑F)的组合具有协同

活性[28‑31]。相反，沙利度胺与努林‑3组合使用时没有协同作用的证据，这与它对CK1α水

平的相对减少的影响一致(图5B，S5E)。

[0128] 为了确定在MCC细胞中来那度胺是否会影响努林‑3通过细胞凋亡引起的细胞死亡

的能力，诸位发明人进行了BH3谱分析，测量了其对游离BH3肽的敏感性[32]。将来那度胺添

加到努林‑3增强对细胞凋亡的启动作用(图5C)。为了确定MDM2和MDM4的体内双重抑制，加

或不加来那度胺，诸位发明人用HDM201(适用于体内功效研究)处理MKL‑1MCC异种移植物

(图5D，表S3)。诸位发明人发现添加来那度胺大大增强了HDM201的功效，为联合治疗表达

MDM2和MDM4的p53野生型肿瘤提供了临床应用的潜力。诸位发明人提出了一种模型，其中

MCV  T抗原增加了对MDM2、MDM4和CK1α的依赖性，以抑制p53活性，在病毒阳性MCC中具有治

疗潜力(图5E)。

[0129] 来那度胺已被用于治疗恶性肿瘤、骨髓增生异常综合征(MDS)和多发性骨髓瘤

(MM)[21]。据报道，突变体CSNK1A1预测来那度胺治疗的MDS的预后不良[33]。此外，与野生

型p53的MDS相比，具有突变体p53的MDS对来那度胺的响应不太好，并且更可能进展为急性

髓细胞性白血病，这表明来那度胺的作用可能部分取决于MDM4的失活[34]。诸位发明人的

工作提供了来那度胺与MDM2抑制剂的组合在MCC和其他实体瘤和含有野生型p53的血液恶

性肿瘤中的原理。

[0130] 为了供人类使用，根据REVLIMID的处方信息，来那度胺可以例如以胶囊的形式口

服施用，例如对于MM组合疗法：在28天的重复周期中的第1‑21天，每天口服一次25mg；对于

MM维持治疗，在自体HSCT之后：在28天的重复周期的第1‑28天，连续地每天一次10mg；对于
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MDS：每天一次10mg；对于MCL：在28天的重复周期的第1‑21天，每天口服一次25mg。基于临床

和实验室检查结果继续或调整给药，在肾损害的情况下根据肌酐清除率值调整起始剂量。

[0131] 为了供人类使用，HDM201可以例如以胶囊的形式口服施用。特别地，口服施用可以

使用高剂量间歇方案[例如，方案A(在3周周期的第1天施用50mg‑400mg  HDM201)或方案B

(在4周周期的第1天和第8天施用50mg‑150mg  HDM201)或方案C(在4周周期的第1天施用

50mg‑500mg  HDM201]或低剂量延长方案[例如，方案D(在4周周期的前2周中每天一次10mg‑

30mg  HDM201)或方案E(在4周周期的第一周中每天一次15mg‑50mg  HDM201)]。

[0132] 为了供人类使用，伊达努林可以口服施用，例如在每个28天的治疗周期的第1‑5

天，每天一次或每天两次，以胶囊的形式口服施用。日剂量可以是从100mg至1000mg。

[0133] 为了供人类使用，SC‑24‑UR99可以例如以溶液或胶囊的形式静脉内注射或口服施

用。施用可以使用高剂量间歇方案[例如，方案A(在3周周期的第1天施用10mg‑1000mg  SC‑

24‑UR99)或方案B(在4周周期的第1天和第8天施用5mg‑500mg  SC‑24‑UR99)或方案C(在4周

周期的第1天施用100mg‑1000mg  SC‑24‑UR99]或低剂量延长方案[例如，方案D(在4周周期

的前2周中每天一次1mg‑100mg  SC‑24‑UR99)或方案E(在4周周期的第一周中每天一次1mg‑

200mg  SC‑24‑UR99)]。

[0134] 化学式

[0135] 本文提及的化合物也可以由以下化学式表示。

[0136] 来那度胺

[0137]

[0138] HDM201

[0139]

[0140] 伊达努林

[0141]

[0142] SC‑24‑UR99
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[0143]

[0144] 表

[0145] 表S1.P53靶向EP400  shRNA存在下显著差异表达的基因

[0146]
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[0147]

[0148] 表S2.RT‑和ChIP‑qPCR引物

[0149]

[0150] 表S3.

[0151] 肿瘤体积变化值，％Ch＝(T‑T0)/T0，绝对Ch＝T‑T0，T‑当前值，T0‑初始值
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[0152]
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[0153]

[0154] 定义
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[0155] 如本文所用，冠词“一个”和“一种”是指一个或多于一个(例如，至少一个)该冠词

的语法宾语。

[0156] 除非上下文另有明确说明，否则术语“或”在本文中用于表示术语“和/或”并且可

与术语“和/或”互换使用。

[0157] “约”和“大约”通常表示在给定测量的性质或精度的情况下测量的量的可接受的

误差度。示例性误差度在给定值或值范围的20％内，典型地在10％内，并且更典型地，在5％

内。

[0158] 如本文所用，冠词“一个”和“一种”是指一个或多于一个(例如，至少一个)该冠词

的语法宾语。

[0159] 除非上下文另有明确说明，否则术语“或”在本文中用于表示术语“和/或”并且可

与术语“和/或”互换使用。

[0160] “约”和“大约”通常表示在给定测量的性质或精度的情况下测量的量的可接受的

误差度。示例性误差度在给定值或值范围的20％内，典型地在10％内，并且更典型地，在5％

内。

[0161] 所谓“组合”或“与……组合”并不旨在暗示疗法或治疗剂必需同时施用和/或将这

些疗法或治疗剂配制用于一起递送，尽管这些递送方法也在本文所述的范围内。组合中的

治疗剂可以与一种或多种其他另外的疗法或治疗剂同时、在其之前或之后施用。这些治疗

剂或治疗方案可以以任何顺序施用。通常，每种药剂将以针对该药剂确定的剂量和/或日程

表施用。还应理解，该组合中使用的另外的治疗剂可以按单一组合物一起施用或按不同组

合物单独施用。通常，预期组合中使用的其他治疗剂以不超过它们单独使用时的水平使用。

在一些实施例中，组合中使用的水平将低于单独使用的水平。

[0162] 在实施例中，另外的治疗剂以治疗剂量或低于治疗剂量给予。在某些实施例中，当

将第二治疗剂与第一治疗剂组合施用时，实现抑制例如生长抑制所需的第二治疗剂的浓度

降低。在某些实施例中，当将第二治疗剂与第一治疗剂组合施用时，实现抑制所需的第一治

疗剂的浓度比单独施用第一治疗剂时低。在某些实施例中，在组合疗法中，实现抑制所需的

第二治疗剂的浓度比作为单一疗法的第二治疗剂的治疗剂量低，例如低10％‑20％、20％‑

30％、30％‑40％、40％‑50％、50％‑60％、60％‑70％、70％‑80％、或80％‑90％。在某些实施

例中，在组合疗法中，实现抑制所需的第一治疗剂的浓度比作为单一疗法的第一治疗剂的

治疗剂量低，例如低10％‑20％、20％‑30％、30％‑40％、40％‑50％、50％‑60％、60％‑70％、

70％‑80％、或80％‑90％。

[0163] 术语“抑制”、“抑制剂”或“拮抗剂”包括给定分子(例如免疫检查点抑制剂)的某些

参数(例如活性)的减小。例如，此术语包括活性，例如给定分子，例如抑制性分子的活性的

至少5％、10％、20％、30％、40％或更多的抑制。因此，抑制不必是100％。

[0164] 术语“抗癌作用”是指可以通过各种手段显现的生物学作用，包括但不限于例如肿

瘤体积减少、癌细胞数量减少、转移数量减少、预期寿命延长、癌细胞增殖减少、癌细胞存活

率降低、或改善与癌症相关的各种生理症状。“抗癌作用”还可以通过肽、多核苷酸、细胞和

抗体首先预防癌症发生的能力来显现。

[0165] 术语“抗肿瘤作用”是指可以通过各种手段显现的生物学作用，包括但不限于例如

肿瘤体积减少、肿瘤细胞数量减少、肿瘤细胞增殖减少、或肿瘤细胞存活率降低。
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[0166] 术语“癌症”是指以异常细胞的快速和不受控制的生长为特征的疾病。癌细胞可以

局部或通过血流和淋巴系统扩散到身体的其他部位。本文描述了各种癌症的实例，并且包

括但不限于乳腺癌、前列腺癌、卵巢癌、宫颈癌、皮肤癌、胰腺癌、结肠直肠癌、肾癌、肝癌、脑

癌、淋巴瘤、白血病、肺癌等。术语“肿瘤”和“癌症”在本文中可互换使用，例如，这两个术语

包括实体和液体瘤，例如，弥散或循环肿瘤。如本文所用，所述术语“癌症”或“肿瘤”包括恶

化前以及恶性癌症和肿瘤。如本文所用的术语“癌症”包括原发性恶性细胞或肿瘤(例如其

细胞未迁移到受试者体内除原始恶性肿瘤或肿瘤部位以外的部位的那些)和继发性恶性细

胞或肿瘤(例如由转移(恶性细胞或肿瘤细胞迁移到与原始肿瘤部位不同的第二部位)引起

的那些)。

[0167] 如本文所用，术语“治疗(treat、treatment和treating)”是指由施用一种或多种

疗法导致的障碍(例如增殖性障碍)的进展、严重程度和/或持续时间的减少或缓解，或者障

碍的一种或多种症状(优选地，一种或多种可辨别的症状)的缓解。在具体实施例中，术语

“治疗(treat、treatment和treating)”是指增殖性障碍的至少一种可测量的物理参数(诸

如肿瘤的生长)的改善，但该物理参数不一定是患者可辨别的。在其他实施例中，所述术语

“治疗(treat、treatment和treating)”是指通过例如稳定可辨别的症状来物理地，或通过

例如稳定物理参数来生理地，或通过两者，抑制增殖性障碍的进展。在其他实施例中，所述

术语“治疗(treat、treatment和treating)”是指减少或稳定肿瘤大小或癌细胞计数。

[0168] 术语“受试者”在本文中是指人类。人类可以是成人、青少年、儿童或婴儿。

[0169] 本文中的术语MDM4抑制剂是指优先结合MDM‑4、破坏p53‑MDM4结合、从而释放螯合

的p53蛋白的抑制剂。
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[0208] 实例

[0209] 材料和方法。

[0210] 质粒

[0211] GFP和T抗原cDNA被Gateway(英杰公司(Invitrogen))克隆到分别从David  Root

(Addgene质粒]41394)和Eric  Campeau(Addgene质粒17486)获得的pLIX‑402诱导型空载体

或pLenti  CMV  Blast空载体(w263‑1)中。CK1α的sgRNA克隆(BRDN0001149315、

BRDN0001145680)获得自John  Doench和David  Root(Addgene质粒76188、76189)。pLKO‑

p53‑shRNA‑941获得自Todd  Waldman(Addgene质粒25637)。

[0212] 细胞和细胞培养

[0213] 为了生成稳定表达这些构建体的细胞系，使用三载体慢病毒转导系统转导了

IMR90人肺成纤维细胞、HCT116结肠癌或MKL‑1MCC细胞(15)。MCC细胞系获得自Masa  Shuda

(宾夕法尼亚州匹兹堡大学(University  of  Pittsburgh,PA))、Jürgen  Becker(奥地利格

拉茨医学大学(Medical  University  Graz,Austria))和Roland  Houben(德国维尔茨堡大

学(University  of  Wuerzburg,Germany))。293T、HCT116和IMR90细胞获得自ATCC。诱导表

达shRNA的MKL‑1MCC细胞系的生成和使用p53DD、MYCL和hTERT构建体的IMR90转化先前已有

描述(17)。在补充有15％FBS、抗生素和非必需氨基酸的DMEM中培养IMR90和人原发包皮成

纤维细胞(HFF)，并在补充有10％FBS和抗生素的RPMI中使MCC细胞系生长。

[0214] 细胞活力测定

[0215] 努林‑3(开曼化学公司(Cayman  chemical))、来那度胺(开曼化学公司)、沙利度胺

(圣克鲁斯生物技术公司(Santa  Cruz  biotechnology))、泊马度胺(赛力克化学公司

(Selleck  chemicals))、AMG232(MedChem  Express公司)、RG7388(来自艾勒朗制药公司

(Aileron  Therapeutics))、HDM201(诺华制药公司(Novartis  Pharmaceuticals))、SC‑24‑

UR99(诺华制药公司)、环己酰亚胺(西格玛奥德里奇公司(Sigma‑Aldrich))和MG132

(Boston  Biochem公司)在DMSO中重构、并直接添加到培养基中。根据制造商的说明，使用细

胞增殖分析试剂盒(Cell  Proliferation  Kit  II)(XTT)(罗氏公司(Roche))进行了细胞活

力测定，并且BH3谱如Pallis等人描述(36)。使用Compusyn和Synergyfinder(28，29)进行协

同测试。

[0216] 免疫沉淀、免疫印迹和抗体。

[0217] 用冰冷的磷酸盐缓冲盐水(PBS)洗涤融合的细胞培养物，并重悬于EBC裂解缓冲液

(50mM  Tris，pH  8.0，150mM  NaCl，0.5％NP‑40，1:10,000‑巯基乙醇，0.5mM  EDTA)在冰上放

置10min，然后离心。将澄清的裂解物与抗体和蛋白A/G磁珠(PureProteome磁珠，EMD 

Millipore公司)孵育过夜。将磁珠用高盐EBC缓冲液(50mM  Tris，pH  8 .0，300mM  NaCl，
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0.5％NP‑40，0.5mM  EDTA)洗涤5次，并在Laemmli样品缓冲液中煮沸，然后再进行SDS聚丙烯

酰胺凝胶电泳。使用针对MDM4(17914‑1‑AP；Proteintech  Group公司)、MDM2(SMP14，圣克鲁

斯生物技术公司)、CK1α(17125‑1‑AP；Proteintech  Group公司)、磷酸‑Ser166MDM2(]3521，

细胞信号传导技术公司(Cell  Signaling  Technology))、磷酸‑Ser15  p53(]9284；细胞信

号传导技术公司)、乙酰基‑Lys382  p53(]2525；细胞信号传导技术公司)、p21(]2946；细胞

信号传导技术公司)、PUMA(]12450；细胞信号传导技术公司)、VPS39(ab107570；艾博抗公司

(Abcam))、PARP(]9542；细胞信号传导技术公司)、GFP(]2555；细胞信号传导技术公司)、

MYCL(14584‑1‑AP；Proteintech  Group公司)、p53(DO‑1；赛默飞世尔公司(Thermo 

Scientific)/Lab视觉公司)和RB1(G3‑245；BD  Biosciences公司)的抗体进行免疫沉淀和

蛋白质印迹。针对MCV大T抗原残基1至260产生了针对MCV  T抗原的小鼠单克隆抗体Ab3和

Ab5，并在细菌中以谷胱甘肽S‑转移酶(GST)融合蛋白的形式产生(17)。使用Odyssey近红外

系统(Li‑Cor  Biotechnology公司)进行定量蛋白质印迹分析。

[0218] ChIP‑和RT‑qPCR

[0219] ChIP方法改良自Schmidt等人描述的方案(37)。使用双琥珀酰亚胺戊二酸酯(DSG)

和甲醛进行双重交联，将MKL‑1细胞或IMR90细胞交联。交联后，使用SimpleChIP缓冲液A和B

(细胞信号传导公司)裂解细胞，并在37℃用微球菌核酸酶(纽英伦生物技术公司(New 

England  Biolabs  Inc.))处理DNA  30分钟，然后在4℃以20秒脉冲超声处理5次。为了

[0220] RT‑qPCR，使用RNeasy  Plus  Mini试剂盒(凯杰公司(Qiagen))纯化总RNA，并使用

高容量cDNA逆转录试剂盒(High‑Capacity  cDNA  reverse  transcription  kit)(应用生物

系统公司(Applied  Biosystems))合成cDNA。使用Brilliant  III  Ultra‑Fast  SYBR  Green 

qPCR  Master  Mix(安捷伦科技公司(Agilent  Technologies))进行定量PCR。引物信息可在

附表2中找到。

[0221] 异种移植功效研究

[0222] 给7至9周龄的NSG小鼠(杰克逊实验室(Jackson  laboratory))注射1 .00e+

007MKL‑1MCC细胞。当肿瘤大小达到200mm3时，每天用媒介物、HDM201(来自诺华制药公司，

40mg/kg，0 .5％甲基纤维素(400cP)于50mM磷酸盐缓冲液中，pH  6 .8，口服)、来那度胺

(MedChemExpress公司，50mg/kg，0.5％CMC+0.25％Tween  80，口服)或HDM201和来那度胺两

者处理每组8只小鼠。当肿瘤体积达到2000mm3的最大允许大小时，研究终止。

[0223] 本文进行的一些实验和获得的结果在本发明的具体实施方式部分以及附图及其

描述中披露。

[0224] 实例1：

[0225] 下表提供了药物/化合物各种组合在降低MKL‑1MCC细胞活力方面的协同测试数

据。将MKL‑1(具有野生型p53的病毒阳性默克尔细胞癌细胞系)处理96小时。进行XTT测定以

确定相对于未处理细胞归一化的相对活力(％反应)。单独的表格包含组合的数据：1.努林‑

来那度胺2.努林‑UR99  3.HDM201‑UR99  4.努林‑3+/‑来那度胺；RG7388+/‑来那度胺；仅来

那度胺5.HDM201+来那度胺。
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[0226]

[0227]
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[0228]

[0229]
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[0230]

[0231]

[0232]

[0233] 通过引用并入

[0234] 本文提及的所有出版物、专利和登录号均通过援引以其全文特此并入，如同每个

单独的出版物或专利被明确且单独地表明通过援引而并入。

[0235] 等同物
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[0236] 虽然已经讨论了本发明的特定实施例，但上述说明是说明性而非限制性的。在综

述本说明书和以下权利要求书之后，本发明的许多修改对于本领域的技术人员将是显而易

见的。应当通过参考权利要求书及其等同形式的全范围以及说明书连同此类变化来确定本

发明的全范围。
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图1A

图1B
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图1C
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图2A
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图2B

图2C
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图2D

图2E
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图2F

图3A

说　明　书　附　图 6/31 页

35

CN 112996503 A

35



图3B

图4A
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图4B

图4C
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图4D

图4E
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图4F

图5A
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图5B
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图5C

图5D
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图5E

图6A
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图6B

图6C
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图7A

图7B
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图7C

图7D
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图7E
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图7F

图7G
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图8A
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图8B
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图9A

图9B
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图9C

图9D

说　明　书　附　图 22/31 页

51

CN 112996503 A

51



图9E
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图10A

图10B

说　明　书　附　图 24/31 页

53

CN 112996503 A

53



图10C

图10D
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图10E

图11A
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图11B
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图11C
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图11D
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图11E
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图11F
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