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METODO DE OBTENCION DE DATOS UTILES PARA PREDECIR O PRONOSTICAR LA
SUPERVIVENCIA GLOBAL Y LA SUPERVIVENCIA LIBRE DE RECAIDAS EN EL CANCER Y
COMPOSICION CAPAZ DE MODULAR LA ACTIVIDAD DE ATF4 PARA EL TRATAMIENTO
DEL CANCER

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se encuentra dentro del campo de la Biologia Molecular y la Medicina
Clinica. Especificamente, se refiere a un método in vitro de obtencién de datos utiles para
predecir o pronosticar la supervivencia global y la supervivencia libre de recaidas en el cancer,
preferiblemente cancer de mama. Ademas, la presente invencion se refiere a una composicion
capaz de modular la actividad de la ATF4 para el tratamiento del cancer, y mas especificamente
para el tratamiento del cancer de mama. También se refiere a un método de seleccién de
farmacos utiles en el tratamiento de cancer y a un método para la recoleccién de datos utiles en

el diagnostico de dichas enfermedades.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El cancer de mama es la principal causa de muerte relacionada con el cancer en el mundo para
las mujeres. Es el tumor mas frecuente en las mujeres occidentales, y en Espafia se diagnostican
alrededor de 25.000 nuevos canceres de mama al afio. La deteccion temprana y el tratamiento
mejoran el pronéstico y la tasa de supervivencia, lo que motiva la necesidad de descubrir nuevos
métodos no invasivos para el diagnéstico precoz de esta enfermedad. En la actualidad, la biopsia
que confirma el diagndstico y los diferentes grados de cancer, al tratarse de un método invasivo,

lleva mucho tiempo y, a menudo, es incémodo para el paciente.

Ademas, la tasa de biopsia negativa es significativamente alta, especialmente en canceres
detectados y no palpables que sugieren que se necesitan mejores técnicas de diagndstico
molecular para reemplazar o complementar las técnicas actuales de biopsia. La caracterizacion
tisular por los patélogos para ER, PR y el estado HER 2/ Neu y el estado de los ganglios linfaticos
axilares son los factores prondsticos mas importantes y el 90% de los pacientes sin compromiso

ganglionar no tienen mas canceres de mama detectados en su vida.

Por lo tanto, es imperativo encontrar nuevos biomarcadores para el diagnoéstico precoz y preciso
y el prondstico en el cancer de mama, evitando que la mayoria de los pacientes se sometan a
una diseccioén axilar. Dichas firmas moleculares también pueden conducir a un buen pronostico
y ayudar a desarrollar nuevos tratamientos dirigidos. Ademas, este enfoque puede identificar con
precision los subgrupos de pacientes que realmente se beneficiaran de la quimioterapia

citotdxica con sus efectos secundarios debilitantes.
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Por otro lado, el cancer de mama es el cancer mas diagnosticado y se asocia con una incidencia
y una tasa de mortalidad elevadas en mujeres. El cancer de mama triple negativo (TNBC) es una
forma muy agresiva de cancer de mama que es negativo para los receptores de estrogeno (ER),
progesterona (PR) y HER2, con una tasa de supervivencia baja dentro de los tres afos
posteriores a la cirugia. TNBC (Trip/le-Negative Breast Cancer) se caracteriza por ser altamente
proliferativo, heterogéneo, metastasico y resistente a los farmacos, 1o que aumenta la incidencia
de recaidas, y tiene enriquecidas las vias de sefializacién relacionadas con la agresividad como
TGFB, mTOR o Wnt. Aunque se estan estudiando muchos medicamentos, no existe una terapia

dirigida aprobada para el tratamiento de TNBC.

Bajo condiciones de estrés que incluyen hipoxia, privaciéon de nutrientes, infeccidn viral o estrés
del reticulo endoplasmico (ERS), las células activan la respuesta de estrés integrada (ISR) para
preservar la homeostasis. La activacién del ISR conduce a una sintesis de proteina global
reducida mediante la fosforilacién del eukaryotic translation initiation factor 2 alpha (elF2a), que
dirige la expresion del Activating Transcription Factor 4 (ATF4) para regular el destino celular. La
fosforilacion de elF2a es iniciada por cuatro elF2a quinasas diferentes, denominadas Protein
kinase-like Endoplasmic Reticulum Kinase (PERK), General Control Nonderepressible 2 (GCN2),
Protein Kinase doublestranded RNA-dependent (PKR) y Heme-Regulated Inhibitor (HRI) en
respuesta a ERS, privacibn de aminodacidos, infeccion viral y deficiencia de hemo,

respectivamente.

En conjunto, estos factores describen la necesidad de terapias dirigidas nuevas o mejoradas,
para estratificar los tumores en subgrupos moleculares 0 que responden al tratamiento con
nuevos biomarcadores de pronéstico, y para describir nuevas dianas terapéuticas con las que

garantizar una terapia personalizada efectiva.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1. La expresién de ATF4 se correlaciona con una pobre supervivencia del paciente
y una ruta de TGFB Smad dependiente. A) Kaplan-Meier muestra que una alta expresion de
ATF4 se correlaciona con una peor supervivencia general (OS) en todos los pacientes con cancer
de mama (n=1402) y supervivencia libre de recaida (RFS) en todos (todos BC, n=3951),
receptores de estrégenos negativos (ER-, n=801) y pacientes con cancer de mama triple negativo
(TNBC, n=255). El umbral de seguimiento se estableci6é en 10 afios. B) RT-PCR y Western Blot
de ATF4 en células BT549 y SUM159PT tratadas con TGFB1 (10 ng/ml), LY2157299 (5 uM) y
combinacion durante 72 h. El inhibidor se afadioé 1 h antes que TGFB1. C) Western Blot de ATF4
en células BT549 y SUM159PT transfectadas con siRNA para Smad2/3 y Smad4. TGFB1 se

anadidé 48 horas antes de la transfeccidn y durante 72 horas después de la transfeccion. D)
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Ensayo del informador SBE (Elemento de unién a SMAD) en células SBE-HEK293 después de
la desactivacién de ATF4 con/sin TGFB1 durante 24 h. RLU: unidades de luz relativa. E) Efecto
de la desactivacion de ATF4 y el tratamiento con TGFB1 durante 24 h 'y 72 h en Smad2/3 y
Smad4, respectivamente. Dos siRNA dirigidos para ATF4 (siRNA#1 y siRNA#2) se usaron en
BT549. siRNA#2 fue el mas eficiente y luego se utilizé en células SUM159PT. F) Cambios en la
OS de pacientes con cancer de mama cuando ATF4 (n=1402), Smad2 (n=626), Smad3 (n=1402),
Smad4 (n=626) y TGFBR1 (n=626) se expresan solos o coexpresados. Survival Fold Change se
probé mediante la correccion de multiples pruebas (* P <0.0038). G) Kaplan-Meier muestra la
OS de pacientes con cancer de mama cuando ATF4 se coexpresa con Smad2, Smad3 o Smad4.
HR: Hazard Ratio. *** P <0.001.

Figura 2. El silenciamiento de ATF4 inhibe las propiedades metastaticas y proliferativas
de las células tumorales y se correlaciona con una menor expresiéon de EMT y marcadores
pro-supervivencia. A) Migracién y B) invasion de células BT549, SUM159PT y MDA-MB-231
después de la caida de ATF4 con/sin TGFB1. C) Cambios en la expresidn de proteinas de los
marcadores de EMT (N-cadherina, Zeb1, Snail, Slug, Twist1) después del silenciamiento de
ATF4 en células BT549, SUM159PT y MDA-MB-231 con y sin TGFB1 durante 24 h. D)
Proliferacion después de la caida de ATF4 con/sin TGFB1 durante 24 h (MDA-MB-231 se trataron
durante 72 h). E) Analisis de Western Blot de proteinas pro-supervivencia (Bcl2 y Mcl1) después
de la transfeccion con siRNA#2 para ATF4 'y 72 h con TGFB1.

Figura 3. La formaciéon de mamoesferas disminuye después de la caida de ATF4 y se
correlaciona con una menor expresién de marcadores de origen. A) Aumento de la
expresién de la proteina ATF4 en generaciones primarias y secundarias de mamoesferas (MS)
en comparacion con las células unidas (Att). B) Eficiencia de formacién de mamesfera (MSFE)
en tres lineas celulares de TNBC después de la inhibicién de ATF4 y TGFB1 durante 24 h. C)
Expresion de ARNm de Nanog, Sox2, Oct4, Notch1 y Cxcl10 tras la caida de ATF4 con TGFB1
durante 72 h. D) Western blot de marcadores de pluripotencialidad después del silenciamiento
de ATF4 y el tratamiento con TGFB1 durante 24 h (BT549, MDA-MB-231) y 72 h (SUM159PT).

Figura 4. El direccionamiento de ATF4 reduce las metastasis a higado y pulmones en un
modelo PDX de cancer de mama. A) Niveles de ARNm de ATF4 en 20 modelos diferentes de
PDX de TNBC mediante secuenciacion de ARN. B) Imagenes representativas y porcentaje de
ratones (n=5/grupo) con metastasis en higado y C) pulmones, respectivamente, después del
tratamiento con siRNA#2 para ATF4 y SCR (control) durante 6 semanas. D) Evaluaciéon

inmunohistoquimica de metastasis a higado y pulmones por Ki67.

Figura 5. La inhibicion de ATF4 retrasa el crecimiento del tumor PDX, la poblacién de

células madre cancerigenas, la recaida tumoral y amplia la supervivencia después del

tratamiento. A) Volumen de tumores BCM-3887 (n = 8 / grupo) tratados con SiRNA n. ° 2 para
3
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ATF4 y control (SCR) con y sin docetaxel (20 mg / kg). B) Andlisis de citometria de flujo de la
poblacién de células positivas para Aldefluor después de la caida de ATF4 con / sin docetaxel
en tejido BCM-3387 PDX. C) Volumen de tumores BCM-4664 (n = 8 / grupo) tratados con siRNA
n. ° 2y SCR. El co-tratamiento de siRNAs con docetaxel (33mg / kg) durante 6 semanas se utilizd
para estudiar la recaida tumoral después de los tratamientos. D) Poblacién de células positivas
a Aldefluor después de la caida de ATF4 en tumores BCM-4664 PDX. E) Curva de Kaplan-Meier
de supervivencia media post-tratamiento de ratones portadores de tumores BCM-4664 PDX
después de la caida de ATF4 en combinacion con docetaxel (33 mg / kg), P = 0,0001. F) Western
blot y analisis densitométrico que muestran la eficacia de knockdown de ATF4 en los tejidos
tumorales BCM-3387 y BCM-4664. * P <0.05, ** P <0.01, *** P <0.001.

Figura 6. ATF4 actua cadena abajo de mTORC2 bajo tratamiento con TGFB. Potencial
pronéstico de una firma genética basada en mecanismos en pacientes con cancer de
mama. A) Transferencia de Western de ATF4 en células transfectadas (24 h) con SiRNA para
mediadores tipicos de respuesta de estrés integrado (ISR) y tratadas con TGF \ beta 1 durante
72 h. B) Niveles de proteina ATF4 después de la precipitaciéon de Raptor y Rictor tratados con
TGFB1 durante 72 h (SUM159PT, BT549) o0 24 h (MDA-MB-231). ARNsi para TAK1 también se
prob6 en SUM159PT. C) Cambio en la expresién de Snail por siRNAs para Raptor y Rictor en
tres lineas celulares tratadas con TGFB1 durante 24 h. D) La correlacion de Pearson de la
expresion del ARNm de ATF4 (niveles de intensidad logaritmica) con los componentes de la
sefializacién de mMTORC2 y mTORC1 en una cohorte de 2509 pacientes con cancer de mama.
E) Transferencia de Western de dianas aguas abajo de mTORC2 y mTORC1 en células
transfectadas con SiRNA para ATF4 y tratadas con TGFB1 durante 72 h (se realizé un
tratamiento de 24 horas en SUM159PT para analizar los dianas mTORC1). F) Esquema que
muestra las rutas de senalizacion que activan ATF4 tras la activacion de TGFB y las
retroalimentaciones positivas detectadas. G) Valor pronéstico (cambio de pliegues de RFS) de
la firma de ocho genes frente a cada gen unico en todos (todos los BC) y pacientes con ER- con
cancer de mama. Survival Fold Change se prob6 mediante la correccion de multiples pruebas (*
P <0,005) y la validacion cruzada de dejar salir. H) Impacto de la firma de ocho genes en la
supervivencia de pacientes con cancer de mama con alteraciones en el ADN (amplificacién,
delecién) y ARN (expresién) de cada gen. Cada gen fue probado valiéndose de validacion

cruzada.

Figura suplementaria 1. La alta expresion de ATF4 se correlaciona con una peor
supervivencia del paciente en diferentes bases de datos. A) Kaplan-Meier muestra que una
alta expresion de ATF4 se correlaciona con una peor supervivencia libre de recaida (RFS) en
pacientes con cancer de mama positivo para receptores de estrégenos (ER +, n = 2061). El
umbral de seguimiento se establecié en 10 afos. B) En "Esserman: base de datos, ATF4

expresion triple negativo pacientes con cancer de mama (TNBC) en comparacion con no TNBC

4
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(n =98) se correlaciona con menos global (OS) supervivencia libre de recaida (RFS) en pacientes
con cancer de mama. C) La expresion de ATF4 en TNBC se correlaciona con una pobre
supervivencia libre de metastasis en "Minn 2" (n = 81) y "Hatzis" (n = 497) frente a no TNBC. El

umbral de seguimiento se establecié en 6 afios en "Minn 2".

Figura suplementaria 2. Eficacia objetivo del SiRNA de ATF4, migracién después de la
desactivacién de ATF4 y expresion de ATF4 en mammosferas. A) Eficiencia de dos
secuencias de SiIRNA en los niveles de ARNm de ATF4 en células SUM159PT y BT549 durante
48 horas tratadas o no con TGFB1 durante 24 h. B) Imagenes representativas del "ensayo de
cicatrizacién de heridas" después de la deplecion de ATF4 en células SUM159PT, BT549 y MDA-
MB-231. C) Niveles de proteina ATF4 en mammosferas en comparacién con células unidas a las
24,48, 72 y 96 horas en células SUM159PT y MDA-MB-231.

Figura suplementaria 3. Suplemento de vias moleculares no canénicas y analisis
OncoPrint de la firma de ocho genes. A) Expresidén de ATF4 en el cribado inicial con inhibidores
farmacoldgicos U0126 (MEK1 / 2), BKM120 (PI3K), SB203580 (p38-MAPK), (5Z) -7-Oxozeaenol
(TAK1) en células SUM159PT y BT549 co-tratadas con TGFB1 por 24h. B) Niveles de ATF4 en
una exploracion mas profunda de la via de sefializacion de PI3K con inhibidores farmacolégicos
BKM120, GSK2334470 (PDK1), GSK690693 (pan-Akt), rapamicina (mTOR), CHIR-99021
(GSK3a/ B), BI-D1870 (pan-RSK ), GSK650394 (SGK1 /2), ISRIB (elF2B / ATF4, respuesta de
estrés integrada) en células SUM159PT, BT549 y MDA-MB-231 co-tratadas con TGFB1 durante
24y 72 h. C) Disminucién de los niveles de ATF4 en SUM159PT, BT549 y MDA-MB-231 tratados
con LY294002 (inhibidor de PI3K) con TGFB1 durante 24 y 72 h. D) Western blot que muestra la
expresion de ATF4 en células SUM159PT y BT549 después de la destruccién de Ras durante
48 h con/ sin TGFB1 durante 72 h. E) Niveles de proteina de RhoA y Rac1 en SUM159PT, BT549
y MDA-MB-231 después de la inhibicion de ATF4 con/ sin TGFB1 en diferentes puntos de tiempo.
F) Porcentaje de alteraciones (amplificacién, delecién profunda, regulacion hacia arriba y hacia
abajo del ARNm) en los genes ATF4, TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, EIF4EBP1, RICTOR

y NDRG1 en una cohorte de 2509 pacientes con cancer de mama de OncoPrint.
DESCRIPCION DE LA INVENCION

USO DEL MARCADOR ATF4 PARA PREDECIR O PRONOSTICAR LA SUPERVIVENCIA DE
PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Los autores de la presente invencién han demostrado que aquellos pacientes con cancer de
mama que presentan una expresién de ATF4 igual o mayor de 7321, que se corresponde
aproximadamente con el cuartil alto de expresion (rango de expresion de la sonda/gen 200779 _at

en estos pacientes es de aproximadamente 2601 — 13519), presentan una menor supervivencia

global.
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También han visto que en términos de supervivencia libre de recaidas, todos aquellos pacientes

con cancer de mama, sin distinciéon de subtipos, que presenten una expresion de ATF4 igual o

mayor de 7025, que se corresponde aproximadamente con el tertil alto de expresion (rango de
expresion de la sonda/gen 200779 _at en estos pacientes es de aproximadamente 1033 - 25273),

presentan una menor supervivencia libre de recaidas.

A su vez han demostrado que, si estratificamos por subtipos, aquellos pacientes con cancer de

mama positivo para receptor de estrégeno (ER+) que presenten una expresion de ATF4 igual o

mayor de 6733 (se corresponde con aproximadamente el tertil alto de expresiéon. Rango de
expresion de la sonda/gen 200779 _at en estos pacientes es de aproximadamente 1403 - 17883),

cancer de mama negativo para receptor de estrégenos (ER—) que presenten una expresiéon de

ATF4 igual o mayor de 8282 (se corresponde con aproximadamente el cuartil alto de expresion.
Rango de expresion de la sonda/gen 200779_at en estos pacientes es de aproximadamente

1592 - 25273), y cancer de mama triple negativo que presenten una expresion de ATF4 igual o

mayor de 8346 (se corresponde con aproximadamente el cuartil alto de expresién. Rango de
expresion de la sonda/gen 200779 _at en estos pacientes es de aproximadamente 2601 - 13519),

presentan una menor supervivencia libre de recaidas.

Sin embargo, la expresiéon de ATF4 en pacientes con cancer de mama HER2 (rango de expresion

de la sonda/gen 200779 _at: 1592 - 17543) no se correlaciona con una menor supervivencia libre

de recaidas.

Por tanto, un primer aspecto de la invencion se refiere al uso de ATF4 para predecir o pronosticar

la supervivencia global en un individuo con cancer.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

Otro aspecto de la invencidn se refiere al uso de ATF4 para predecir o pronosticar la

supervivencia libre de recaidas en un individuo con cancer.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
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El término "ATF4" (también llamado en la literatura CREB2; TXREB; CREB-2; TAXREBG7) se
refiere a un el gen codifica un factor de transcripcién que se identificd originalmente como una
proteina de uniéon a ADN de mamifero ampliamente expresada que podria unirse a un elemento
potenciador de respuesta tributaria en el LTR de HTLV-1. La proteina codificada también se aislé
y caracteriz6 como la proteina 2 de union al elemento de respuesta de cAMP (CREB-2). La
proteina codificada por este gen pertenece a una familia de proteinas de unién al ADN que
incluye la familia de factores de transcripcién AP-1, proteinas de unién al elemento de respuesta
de cAMP (CREB) y proteinas de tipo CREB. Estos factores de transcripciébn comparten una
region de cremallera de leucina que esta involucrada en las interacciones proteina-proteina,
localizada en C-terminal a un tramo de aminoacidos basicos que funciona como un dominio de
union de ADN. Se han descrito dos transcripciones alternativas que codifican la misma proteina.
Dos pseudogenes estan ubicados en el cromosoma X a 28 en una regién que contiene una

gran duplicacién invertida.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
"ATF4", se refiere tanto al gen como a la proteina ATF4 humana. En el contexto de la presente
invencién, ATF4 se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina ATF4, y que comprenderia diversas variantes

procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 2,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del
cbdigo genético, d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un
99% con la SEQ ID NO: 2. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee
la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina ATF4. Entre otras posibles

secuencias nucleotidicas que codifican ATF4 se encuentra, pero sin limitarse, la SEQ ID NO: 1

USO DE LA FIRMA DE EXPRESION GENICA COMPUESTA POR TGFBR1, SMAD4, PIK3CA,
RPTOR, RICTOR, NDRG1, EIFAEBP1 y/o ATF4 PARA PREDECIR O PRONOSTICAR LA
SUPERVIVENCIA DE PACIENTES CON CANCER DE MAMA

Los autores de la presente invencién han empleado las siguientes sondas para cada uno de los
genes componentes de la firma génica: 224793 _s_at (TGFBR71), 235725_at (SMAD4),
204369_at (PIK3CA), 225715_at (RPTOR), 226312_at (RICTOR), 200632_s_at (DRGT),
221539 _at (EIF4EBPT), 200779_at (CREB-2)
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Para computar los rangos de expresion, se parte de la expresion media de cada sonda/gen.

Los autores han visto que, en términos de supervivencia libre de recaidas, todos aquellos

pacientes con cancer de mama, sin distincién de subtipos, que presenten una expresién media

del conjunto de dichas sondas igual o mayor de 1546.75, que se corresponde aproximadamente
con el cuartil bajo de expresion (rango de expresion media del conjunto de sondas en estos

pacientes es 725 - 6631), presentan una menor supervivencia libre de recaidas.

Por otro lado, la expresion media de dichos genes igual 0 mayor a 1838.62 (que se corresponde
aproximadamente con el tertil bajo de expresion) se correlaciona con una menor supervivencia

libre de recaidas en pacientes con cancer de mama ER— (rango de expresion media del conjunto

de genes en estos pacientes es 1183 - 5732).

Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere al uso de TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR,
RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1, y/o ATF4, o cualquiera de sus combinaciones para predecir o

pronosticar la supervivencia libre de recaidas en un individuo con cancer.

Preferentemente, la invencion se refiere al uso de ATF4 y al menos uno de los genes
seleccionados del grupo que consiste en TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1
y EIF4EBP1.

En una realizacién preferida se emplean la firma génica que comprende TGFBR1, SMAD4,
PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1 y ATF4 simultaneamente.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

El término "TGFBR1" (también llamado en la literatura AAT5; ALK5; ESS1; LDS1; MSSE; SKR4;
TBRI; ALK-5; LDS1A; LDS2A; TBR-i; TGFR-1; ACVRLK4; tbetaR-|) se refiere a un el gen codifica
una proteina que forma un complejo heteromérico con receptores de TGF-beta tipo Il cuando se
une a TGF-beta, transduciendo la sefial de TGF-beta desde la superficie de la célula al
citoplasma. La proteina codificada es una serina/treonina proteina quinasa. Las mutaciones en
este gen se han asociado con el sindrome de aneurisma aértico Loeys-Dietz (LDAS). Se han

encontrado multiples variantes de transcripcidén que codifican diferentes isoformas para este gen.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“TGFBR1”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente

invencion, “TGFBR1” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
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constituye la secuencia codificante de la proteina “TGFBR1”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 4,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la
SEQ ID NO: 4. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad
y las caracteristicas estructurales de la proteina TGFBR1. Entre otras posibles secuencias

nucleotidicas que codifican TGFBR1 se encuentra, pero sin limitarse, la SEQ ID NO: 3.

Gene ID: 7046. Localizacion del gen: 9922.33

El término " SMAD4" (también llamado en la literatura JIP; DPC4; MADH4; MYHRS) se refiere a
un gen que codifica un miembro de la familia Smad de proteinas de transduccion de sefiales.
Las proteinas Smad se fosforilan y activan mediante transmembrana serina-treonina quinasas
receptoras en respuesta a la sefializacion del factor de crecimiento transformante (TGF)-beta. El
producto de este gen forma complejos homoméricos y complejos heteroméricos con ofras
proteinas Smad activadas, que luego se acumulan en el nucleo y regulan la transcripcion de
genes diana. Esta proteina se une al ADN y reconoce una secuencia palindromica de 8 pb
(GTCTAGAC) llamada elemento de unién Smad (SBE). La proteina actua como un supresor
tumoral e inhibe la proliferacién de células epiteliales. También puede tener un efecto inhibitorio
sobre los tumores al reducir la angiogénesis y aumentar la hiperpermeabilidad de los vasos
sanguineos. La proteina codificada es un componente crucial de la via de sefializacion de la
proteina morfogenética désea. Las proteinas Smad estan sujetas a una regulacién compleja
mediante modificaciones postraduccionales. Se ha demostrado que las mutaciones o deleciones
en este gen dan como resultado cancer de pancreas, sindrome de poliposis juvenil y sindrome

de telangiectasia hemorragica hereditaria.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“SMAD4”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “SMAD4” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “SMAD4”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:
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a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 6,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la
SEQ ID NQO: 6. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad
y las caracteristicas estructurales de la proteina SMAD4. Entre otras posibles secuencias

nucleotidicas que codifican SMAD4 se encuentra, sin limitarse, la SEQ ID NO: 5.

Gene ID: 4089 Localizacién del gen: 18g21.2

El término " PIK3CA" (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha,
también llamado en la literatura MCM; CWS5; MCAP; PI3K; CLOVE; MCMTC; PI3K-alpha; p110-
alpha) se refiere a una proteina, la fosfatidilinositol 3-quinasa, que esta compuesta por una
subunidad reguladora de 85 kDa y una subunidad catalitica de 110 kDa. La proteina codificada
por este gen representa la subunidad catalitica, que usa ATP para fosforilar Ptdins, Ptdins4P y
Ptdins (4,5) P2. Se ha encontrado que este gen es oncogénico y ha sido implicado en canceres

de cuello uterino. Un pseudogen de este gen se ha definido en el cromosoma 22.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“PIK3CA”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “PIK3CA” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “PIK3CA”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 8,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la

SEQ ID NO: 8. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad
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y las caracteristicas estructurales de la proteina P/IK3CA. Entre ofras posibles secuencias

nucleotidicas que codifican PIK3CA se encuentra, pero sin limitarse, la SEQ ID NO: 7.

Gene ID: 5290. Localizacion del gen: 3g26.32

El término "RPTOR" (regulatory associated protein of MTOR, complex 1, también llamado en la
literatura KOG1; Mip1) es un gen que codifica un componente de una ruta de sefalizaciéon que
regula el crecimiento celular en respuesta a los niveles de nutrientes e insulina. La proteina
codificada forma un complejo estequiométrico con la mTOR quinasa y también se asocia con la
proteina de unidn al factor 4E eucaridtico y la proteina S6 quinasa ribosémica. La proteina regula
positivamente la proteina S6 quinasa ribosémica efector corriente abajo y regula negativamente
la mTOR quinasa. Se han encontrado multiples variantes de transcripcién que codifican

diferentes isoformas para este gen.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“‘RPTOR”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “RPTOR” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “RPTOR”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 10,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracién del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la
SEQ ID NO: 10. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la
actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina RPTOR. Entre otras posibles

secuencias nucleotidicas que codifican RPTOR se encuentra, sin limitarse, la SEQ ID NO: 9.

Gene ID: 57521 Localizacion del gen: 17925.3

El término "RICTOR" (RPTOR independent companion of MTOR complex 2, también llamado en
la literatura PIA; AVOS3; hAVO3). RICTOR y MTOR (FRAP1; MIM 601231) son componentes de
un complejo proteico que integra sefales derivadas de nutrientes y factores de crecimiento para

regular el crecimiento celular.
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A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“RICTOR”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “RICTOR” se define también por una secuencia de nucledétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “RICTOR”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 12,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la
SEQ ID NO: 12. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la
actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina R/ICTOR. Entre otras posibles

secuencias nucleotidicas que codifican RICTOR se encuentra, sin limitarse, la SEQ ID NO: 11.

Gene ID: 253260. Location: 5p13.1

El término " NDRG1" (N-myc downstream regulated 1, también llamado en la literatura GC4;
RTP; DRG1; NDR1; NMSL; TDD5; CAP43; CMT4D; DRG-1; HMSNL; RIT42; TARG1; PROXY1).
Este gen es un miembro de la familia de genes regulados negativamente N-myc que pertenece
a la superfamilia alfa / beta hidrolasa. La proteina codificada por este gen es una proteina
citoplasmatica involucrada en respuestas de estrés, respuestas hormonales, crecimiento celular
y diferenciacion. La proteina codificada es necesaria para la activacion y apoptosis de la caspasa
mediada por p53. Las mutaciones en este gen son una causa de la enfermedad de Charcot-
Marie-Tooth tipo 4D, y la expresion de este gen puede ser un indicador de pronostico para varios
tipos de cancer. Alternativamente se han observado variantes de transcrito que codifican

multiples isoformas para este gen.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“NDRG1”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “NDRG1” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “NDRG1”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 14,
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b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la
SEQ ID NO: 14. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la
actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina NDRG17. Entre otras posibles

secuencias nucleotidicas que codifican NDRG1 se encuentra, sin limitarse, la SEQ ID NO: 13.

Gene ID: 10397. Location: 8g24.22

El término "EIF4EBP1" (eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 1, también
llamado en la literatura BP-1; 4EBP1; 4E-BP1; PHAS-I). Este gen codifica un miembro de una
familia de proteinas represoras de la traduccion. La proteina interactua directamente con el factor
de iniciacién de traduccion eucariético 4E (elF4E), que es un componente limitante del complejo
multisubunidad que recluta subunidades ribosémicas 40S al extremo 5 'de los ARNm. La
interaccion de esta proteina con elF4E inhibe el ensamblaje complejo y reprime la traduccién.
Esta proteina se fosforila en respuesta a varias sefiales que incluyen irradiacion UV y
senalizaciéon de insulina, lo que resulta en su disociacion de elF4E y la activacidn de la traduccion
de ARNm.

A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
“EIF4EBP1”, se refiere tanto al gen como a la proteina humana. En el contexto de la presente
invencion, “EIF4EBP1” se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina “E/IF4EBP1”, y que comprenderia diversas

variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 16,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del

cbdigo genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la

SEQ ID NO: 16. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la
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actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina E/F4EBP1. Entre otras posibles

secuencias nucleotidicas que codifican E/IF4EBP1 se encuentra, sin limitarse, la SEQ ID NO: 15.

Gene ID: 1978. Location: 8p11.23

METODOS DE LA INVENCION

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro de obtencion de datos utiles para
predecir o pronosticar la supervivencia global en un individuo con cancer, de ahora en adelante

primer método de la invencién, que comprende:
a) obtener una muestra biolégica aislada del individuo,
b) detectar el producto de expresién de ATF4

Preferiblemente se detectan los niveles de expresién, bien de la proteina, o bien del ARNm que

lo codifica.

En una realizacién preferida de este aspecto el primer método de la invencién ademas

comprende

¢) asignar a dicho individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia global cuando

ATF4 presenta una expresion superior, o sobreexpresion, respecto a una muestra de referencia.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de datos utiles para predecir
o pronosticar la supervivencia libre de recaida en un individuo con cancer, de ahora en adelante

segundo método de la invencién, que comprende:
a) obtener una muestra biolégica aislada del individuo,
b) detectar el producto de expresién de ATF4

Preferiblemente se detectan los niveles de expresién, bien de la proteina, o bien del ARNm que

lo codifica.

En una realizacién preferida de este aspecto el primer método de la invencién ademas

comprende:
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¢) asignar a dicho individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas
cuando ATF4 presenta una expresion superior, o sobreexpresion, respecto a una muestra de

referencia.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método de obtencion de datos utiles para predecir
o pronosticar la supervivencia libre de recaida en un individuo con cancer, de ahora en adelante

tercer método de la invencidn, que comprende:
a) obtener una muestra biolégica aislada del individuo,

b) detectar el producto de expresién de ATF4, TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR,
NDRG1, EIF4EBP1 o cualquiera de sus combinaciones; preferentemente de ATF4 y al menos
uno de los genes TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1,y mas

preferentemente el de todos ellos.

Preferiblemente se detectan los niveles de expresién, bien de la proteina, o bien del ARNm que

lo codifica.

En una realizacién preferida de este aspecto el primer método de la invencién ademas

comprende:

¢) asignar a dicho individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas
cuando ATF4, TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1 o cualquiera
de sus combinaciones; preferentemente de ATF4 y al menos uno de los genes TGFBR1, SMAD4,
PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, y mas preferentemente el de todos ellos;

presentan una expresion superior, o sobreexpresién, respecto a una muestra de referencia.

Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer
de pulmén de células no pequenias, cancer de higado, carcinoma esofagico de células
escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.
Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas preferiblemente es cancer de mama

receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

En el contexto de la presente invencidén, se entiende "muestra de referencia" o "valor de
referencia" como la muestra que se usa para determinar la variacion de los niveles de expresién

de las proteinas o acidos nucleicos de la presente invencidén. En una realizacion de la invencion,
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el valor de referencia se obtiene a partir de la sefial proporcionada usando una muestra de tejido
obtenida de un individuo que no presenta un tumor. Preferiblemente, las muestras se toman de
varios individuos con y sin cancer y se combinan, de tal manera que el valor de referencia refleja
el valor promedio de dichas moléculas en la poblacién de individuos con y sin cancer. "Valor de
referencia" es el nivel de una proteina de la invencién o de los acidos nucleicos de la presente

invencion en la muestra de referencia.

Los niveles de expresién de los genes van a dar un determinado perfil de expresion génica. El
término "nivel", "nivel de expresion”, también denominado "cantidad producto génico" se refiere
al material bioquimico, ya sea ARN o proteina, resultado de la expresién de un gen. Algunas
veces se usa una medida de la cantidad de producto génico para inferir qué tan activo es un gen.
Se entiende por "perfil de expresion génica" el perfil génico obtenido tras la cuantificacion del
ARNmM y/o de proteina producida por los genes de interés o biomarcadores, es decir, por los
genes empleados como marcadores biolégicos en la presente invencion, en una muestra
bioldgica aislada. El perfil de expresién de los genes se realiza, preferiblemente, determinando
el nivel de ARNm derivado de su transcripcion, previa extraccion del ARN total presente en la
muestra biologica aislada, lo cual puede realizarse mediante protocolos conocidos en el estado
de la técnica. La determinacién del nivel de ARNm derivado de la transcripciéon de los genes
empleados como marcadores biolégicos en la presente invencion, puede realizarse, por ejemplo,
aunque sin limitarnos, mediante amplificacion por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
retrotranscripcion en combinacién con la reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR), RT-
PCR cuantitativa, retrotranscripcion en combinacion con la reaccion en cadena de la ligasa (RT-
LCR), o cualquier otro método de amplificacién de acidos nucleicos; analisis en serie de la
expresion génica (SAGE, SuperSAGE); chips de ADN elaborados con oligonucleétidos
depositados por cualquier mecanismo; microarrays de ADN elaborados con oligonucleétidos
sintetizados in situ mediante fotolitografia o por cualquier otro mecanismo; hibridacion in situ
utilizando sondas especificas marcadas con cualquier método de mareaje; mediante geles de
electroforesis; mediante transferencia a membrana e hibridacion con una sonda especifica;
mediante resonancia magnética nuclear o cualquier otra técnica de diagnostico por imagen
utilizando nanoparticulas paramagnéticas o cualquier otro tipo de nanoparticulas detectables
funcionalizadas con anticuerpos o por cualquier otro medio. El perfil de expresién génica también
podria obtenerse mediante la deteccién y/o cuantificacién de las proteinas producto de la
traducciéon del ARNm derivado de la transcripcidon de los genes empleados como marcadores
bioldgicos en la presente invencidén, mediante por ejemplo, pero sin limitarnos, inmunodeteccién
por western blot. La deteccion cuantitativa de la expresion de los genes empleados como
marcadores bioldgicos en la presente invencién puede realizarse mas preferiblemente mediante

PCR en tiempo real (RT-PCR o RTgPCR). La detecciéon en tiempo real de los productos
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amplificados puede llevarse a cabo mediante la utilizacidon de moléculas fluorescentes que se

intercalan en el ADN de cadena doble 0 mediante hibridacion con diferentes tipos de sondas.

Asi pues, la deteccidn de los niveles de proteinas o del nivel de expresion de los genes puede

hacerse por cualquiera de las técnicas conocidas por el experto en la materia.

Una “muestra bioldgica aislada” incluye, pero sin limitarnos a, células, tejidos y/o fluidos
biolégicos de un organismo, obtenidos mediante cualquier método conocido por un experto en la
materia. Preferiblemente, la muestra biolégica aislada son células tumorales, tejido tumoral y/o

biopsia liquida (sangre, suero, plasma, orina,...).

El término “individuo”, tal y como se utiliza en la descripcion, se refiere a animales,
preferiblemente mamiferos, y mas preferiblemente, humanos. El término “individuo” en esta
memoria, es sinbnimo de “paciente”, y no pretende ser limitativo en ningun aspecto, pudiendo

ser éste de cualquier edad, sexo y condicion fisica.

El término “farmaco”, tal y como se usa en esta memoria, hace referencia a cualquier sustancia
usada para prevencion, diagnostico, alivio, tratamiento o curacion de enfermedades en el hombre
y los animales. En el contexto de la presente invencidn, la enfermedad es cancer, preferiblemente

cancer de mama.

Los pasos (b) y/o (c), del método descrito anteriormente pueden ser total o parcialmente
automatizados, por ejemplo, por medio de un equipo robético sensor para la deteccidén de la

presencia en el paso (b) o la clasificacion computarizada en el paso (c).

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la deteccidon del paso (b) se realiza
mediante PCR, preferiblemente RT-PCT.

En el caso de que se detecte el nivel o los niveles de proteinas puede hacerse, al igual que en
el caso de los genes, por cualquiera de las técnicas conocidas por el experto en la materia. Asi,
en otra realizacién preferida de este aspecto de la invencién, la deteccion de los niveles de
expresion se realiza por una técnica inmunolégica. En una realizacién mas preferida, las técnicas
inmunolégicas estan basadas en reacciones de precipitacion, basadas en reacciones de
aglutinacién, inmunomarcacion, radioinmunoanalisis y técnicas radioinmunométricas, ELISA

(Enzime Linked ImmunoadSorbent Assay), o en cualquiera de sus combinaciones.

Otro aspecto de la invencién se refiere a método para predecir o pronosticar la supervivencia
global en un individuo con cancer y/o para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaida
en un individuo con cancer, que comprende 0s pasos (a) - (¢) segun cualquiera de los métodos

de la invencién, y ademas comprende:
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d) asignar al individuo que presenta una expresion de ATF4 igual 0 mayor a aproximadamente

el cuartil alto de expresién al grupo de individuos con una menor supervivencia global, y/o

d1) asignar al individuo que presenta una expresion de ATF4 igual o0 mayor a aproximadamente
el tertil alto de expresion al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas,

y/o

d2) asignar al individuo con cancer de mama positivo para receptor de estrégeno (ER+) que
presenta una expresién de ATF4 igual o0 mayor a aproximadamente el tertil alto de expresién al

grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas, y/o

d3) asignar al individuo cancer de mama negativo para receptor de estrégenos (ER-) que
presenta una expresion de ATF4 igual o mayor a aproximadamente el cuartil alto de expresién

al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas, y/o

d4) asignar al individuo cancer de mama negativo para receptor de estrégenos (ER-) que
presenta una expresion de ATF4 igual o mayor a aproximadamente el cuartil alto de expresién

al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas
KIT DE LA INVENCION Y USOS

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en adelante primer kit o
dispositivo de la invencidn, que comprende los elementos necesarios para detectar el producto
de expresidén de TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1, ATF4 o
cualquiera de sus combinaciones, preferentemente para detectar el producto de expresion de
ATF4 y al menos uno de los genes TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y

EIF4EBP1, preferentemente para detectar el producto de expresion de todos ellos.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el primer kit o dispositivo de la
invencién es adecuado para amplificar secuencias nucleotidicas, que comprenden sondas y/o
cebadores disefiados a partir de las secuencias SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ
ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO: 13y/o SEQ ID NO:15, asi como

opcionalmente todos aquellos elementos necesarios para llevar a cabo un procedimiento PCR.

En una realizacién preferida de este aspecto de la invencién, el kit puede contener
oligonucledétidos disefiados a partir de una secuencia conocida o un ARNm del gen, y/o capaces
de hibridar con la secuencia de TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRGT,
EIF4EBP1, ATF4 o cualquiera de sus combinaciones, preferentemente de ATF4 y al menos un
gen seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1,
mas preferentemente con la de todos ellos; para posterior amplificacion por PCR. Mas

preferiblemente las secuencias de los genes son las referidas en las secuencias anteriores.
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Preferiblemente, los oligonucledtidos presentan modificaciones en alguno de sus nucleétidos,
como por ejemplo, pero sin limitarnos a, nucleétidos que tengan alguno de sus atomos con un
isotopo radiactivo, normalmente *2P o tritio, nucleétidos marcados inmunolégicamente, como por
ejemplo con una molécula de digoxigenina, y/o inmovilizadas en una membrana. Varias

posibilidades son conocidas en el estado de la técnica.

Asi pues, el primer kit o dispositivo de la invencién comprende cebadores, sondas y/o anticuerpos
capaces de detectar el producto de expresion de ATF4, TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR,
RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1 o cualquiera de sus combinaciones; preferentemente de ATF4 y al
menos uno de los genes TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1,y

mas preferentemente el de todos ellos; y donde:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucledtidos de entre 10 y 30 pares de bases,
mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente de entre 18 y 22
pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de 20 pares de bases, que
presentan una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de al menos un 90%, aun
mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%,
y particularmente de un 100%, con un fragmento de las secuencias complementarias a la SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:
13 y/o SEQ ID NO:15;

- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 80 y 1100 pares de bases, mas
preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente de entre 200 y
500 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de
al menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas
preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un 100%, con un fragmento de las
secuencias complementarias a la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO: 13y/o SEQ ID NO:15;

- los anticuerpos son capaces de unirse especificamente a una regién formada por cualquiera de
las secuencias aminoacidicas SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14 y/o SEQ ID NO: 16.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencién, el kit o dispositivo de la invencion
comprende anticuerpos o fragmentos de los mismos especificos frente a cualquiera de las
secuencias SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:6, SEQ ID NO:8, SEQ ID NO:10, SEQ ID
NO:12, SEQ ID NO: 14 y/o SEQ ID NO:16, o frente a secuencias aminoacidicas que presenten
un grado de identidad con dichas secuencias aminoacidicas de, al menos del 85%, tipicamente
de, al menos del 90%, preferiblemente de, al menos del 95%, mas preferiblemente de, al menos

del 98%, aun mas preferiblemente de, al menos del 99%. En otra realizacién preferida de este
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aspecto de la invencién, el anticuerpo es humano, humanizado o sintético. En otra realizacion
preferida, el anticuerpo es monoclonal y/o se encuentra marcado con un fluorocromo.
Preferiblemente, el flurocromo se selecciona de la lista que comprende Fluoresceina (FITC),
Tetrametilrodamina y derivados, Ficoeritrina (PE), PerCP, Cy5, Texas, aloficocianina, o

cualquiera de sus combinaciones.

El kit de la invencion puede incluir controles positivos y/o negativos. El kit ademas puede
contener, sin ningun tipo de limitacién, tampones, soluciones de extraccidon de proteinas, agentes

para prevenir la contaminacién, inhibidores de la degradacién de las proteinas, etc.

Por otro lado el kit puede incluir todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en
marcha y optimizacion. Preferiblemente, el kit comprende ademas las instrucciones para llevar a

cabo los métodos de la invencion.

Es también posible que el(los) oligonucledtido(s) estén inmovilizados en manchas sobre una
superficie (preferiblemente sélida). En una de sus realizaciones, el kit comprende una
micromatriz, o micromatriz de la invencion. Una micromatriz de ARN es una matriz sobre un
sustrato sélido (normalmente un porta de vidrio 0 una celda de una pelicula fina de silicio) que
evalua grandes cantidades de diferentes ARN que son detectables mediante sondas especificas
inmovilizadas sobre manchas sobre un sustrato sélido. Cada mancha contiene una secuencia
especifica de acido nucleico, normalmente una secuencia de ADN, como sondas (o indicadores).
Aunque el numero de manchas no esta limitado de manera alguna, existe una realizaciéon
preferida en la que la micromatriz se personaliza para los procedimientos de la invencién. En una
realizacién, dicha matriz personalizada comprende cincuenta manchas o menos, tal como treinta
manchas 0 menos, incluyendo veinte manchas o menos. Por tanto, otro aspecto de la invencién
se refiere a una micromatriz que comprende oligonucleétidos disefados a partir de una secuencia
conocida o un ARNm de los genes, y/o capaces de hibridar con la secuencias de los genes
TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1, EIF4EBP1, ATF4 o cualquiera de sus
combinaciones, preferentemente de ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1,
SMADA4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, mas preferentemente con todos ellos.

Mas preferiblemente, las secuencias de TGFBR 1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1,
EIF4EBP1, ATF4 son las secuencias nucleotidicas indicadas anteriormente.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del primer kit o dispositivo de la invencion, para la
obtencidn de datos utiles para predecir o pronosticar la supervivencia global y/o la supervivencia
libre de recaida en un individuo con cancer. Preferiblemente el cancer se selecciona de la lista
que consiste en: cancer de pancreas, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de

higado, carcinoma esofagico de células escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor
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de estrégenos negativo y triple negativo. Mas preferiblemente es cancer de mama, y aun mas

preferiblemente es cancer de mama receptor de estrogenos negativo y triple negativo.

Otro aspecto de la invencidén se refiere a un programa de ordenador que comprende
instrucciones de programa para hacer que un ordenador lleve a la practica el procedimiento de

acuerdo con cualquiera de los métodos de la invencién.

En particular, la invencién abarca programas de ordenador dispuestos sobre o dentro de una
portadora. La portadora puede ser cualquier entidad o dispositivo capaz de soportar el programa.
Cuando el programa va incorporado en una sefal que puede ser transportada directamente por
un cable u otro dispositivo 0 medio, la portadora puede estar constituida por dicho cable u otro
dispositivo o medio. Como variante, la portadora podria ser un circuito integrado en el que va
incluido el programa, estando el circuito integrado adaptado para ejecutar, o para ser utilizado

en la ejecucion de, los procesos correspondientes.

Por ejemplo, los programas podrian estar incorporados en un medio de almacenamiento, como
una memoria ROM, una memoria CD ROM o una memoria ROM de semiconductor, una memoria
USB, o un soporte de grabacién magnética, por ejemplo, un disco flexible o un disco duro.
Alternativamente, los programas podrian estar soportados en una sefial portadora transmisible.
Por ejemplo, podria tratarse de una sefial eléctrica u éptica que podria transportarse a través de

cable eléctrico u 6ptico, por radio o por cualesquiera otros medios.

La invencion se extiende también a programas de ordenador adaptados para que cualquier
medio de procesamiento pueda llevar a la practica los métodos de la invencién. Tales programas
pueden tener la forma de cédigo fuente, cddigo objeto, una fuente intermedia de cddigo y cédigo
objeto, por ejemplo, como en forma parcialmente compilada, o en cualquier otra forma adecuada
para uso en la puesta en practica de los procesos segun la invencién. Los programas de

ordenador también abarcan aplicaciones en la nube basadas en dicho procedimiento.

Por tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a un medio de almacenamiento legible por un
ordenador que comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve

a cabo los pasos de cualquiera de los métodos de la invencion.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a una sefal transmisible que comprende instrucciones
de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de cualquiera de los

métodos de la invencion.

Una secuencia de acido nucleico o polinucleétido puede comprender las cinco bases que
aparecen biolégicamente (adenina, guanina, timina, citosina y uracilo) y/o bases distintas de las
cinco que aparecen biologicamente. Estas bases pueden servir para distintos propdsitos, por

ejemplo, para estabilizar o desestabilizar la hibridacion; para estimular o inhibir la degradacion
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de la sonda; o como puntos de union para restos detectables o restos de apantallamiento. Por
ejemplo, un polinucleétido de la invencién puede contener uno 0 mas restos de base modificados,
no estandar, derivatizados, incluyendo, pero sin limitarse a, N®-metil-adenina, N°-terc-butil-bencil-
adenina, imidazol, imidazoles sustituidos, 5-fluorouracilo, 5-bromouracilo, 5-clorouracilo, 5-
yodouracilo, hipoxantina, xantina, 4-acetilcitosina, 5-(carboxihidroximetil) uracilo, 5-
carboximetilaminometil-2-tiouridina,  5-carboximetilaminometiluracilo,  dihidrouracilo,beta-D-
galactosilqueosina, inosina, N6-isopenteniladenina,1- metilguanina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanina, 2-metiladenina, 2-metilguanina, 3-metilcitosina, 5-metilcitosina, N6-metiladenina,
7-metilguanina, 5-metilaminometiluracilo, 5-metoxiaminometil-2-tiouracilo, beta-D-
manosilqueosina, 5'-metoxicarboximetiluracilo, 5-metoxiuracilo, 2-metiltio-N6-
isopenteniladenina, acido uracil-5-oxiacético, wybutoxosina, pesudouracilo, queosina, 2-
tiocitosina, 5-metil-2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 2-tiouracilo, 4-tiouracilo, 5-metiluracilo (es decir,
timina), éster metilico del acido uracil-5-oxiacético, 3-(3-amino-3-N-2-carboxipropil) uracilo,
(acp3)w, 2,6-diaminopurina, y 5-propinil pirimidina. Otros ejemplos de restos de bases
modificados, no estandar, o derivatizados pueden encontrarse en las Patentes de EEUU Nos.
6.001.611; 5.955.589; 5.844.106; 5.789.562; 5.750.343; 5.728.525; y 5.679.785. Ademas, una
secuencia de acido nucleico o polinucleétido puede comprender uno 0 mas restos de azucares
modificados incluyendo, pero sin limitarse a, arabinosa, 2-fluoroarabinosa, xilulosa, y una

hexosa.

Los términos “polinucledtido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable,
refiriéndose a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, tanto ribonucledtidos
(ARN 6 RNA) como desoxirribonucledtidos (ADN o DNA).

»oou L] »oou

Los términos “secuencia aminoacidica”, “péptido”, “oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se
usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de
cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes, quimica o bioquimicamente

modificados.

En la presente invencion se entiende por variante o fragmento bioldgicamente activo, aquellas
variantes o fragmentos de los péptidos indicados que tienen un efecto fisioldégico, metabdlico o
inmunolégico igual, o presentan la misma utilidad que los descritos. Esto es, son funcionalmente

equivalentes. Dichos efectos se pueden determinar mediante métodos convencionales.

El término "identidad", tal y como se utiliza en esta memoria, hace referencia a la proporcion de
nucledétidos o aminoacidos idénticos entre dos secuencias nucleotidicas 0 aminoacidicas que se
comparan. Los métodos de comparacion de secuencias son conocidos en el estado de la técnica,
e incluyen, aunque sin limitarse a ellos, el programa GAG, incluyendo GAP (Devereux et al.,

Nucleic Acids Research 12: 287 (1984) Genetics Computer Group University of Wisconsin,
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Madison, (WI); BLAST, BLASTP o BLASTN, y FASTA (Altschul et al., 1999. J. Mol. Biol. 215:
403-410.

Adicionalmente, los autores de la presente invencién han demostrado, como se pone de
manifiesto en los ejemplos de la invencidn, que la inhibicion de ATF4 redujo la migracion y la
invasién, la eficiencia de formacién de mamoesferas, la proliferacion, la transicion epitelio-
mesenquimal, la verosimilitud del cancer y los marcadores antiapoptéticos. En los modelos de
ratén PDX, el silenciamiento de ATF4 disminuyé la metastasis, el crecimiento tumoral y la recaida
después de la quimioterapia. Ademas, las investigaciones mostraron que ATF4 esta abajo de
TGFBR/SMAD2/3/4, TGFR/PI3K/MTORC2 y regulamTOR / Rac1-RhoA independientemente en el
estrés. Demuestran que iz expresidn de ATF4 podria modular la agresividad de TNBC, e influir
aun mas en el resuliado del paciente. Ademas, ATF4 regula la metastasis a traves de EMT, RhoA
y Ract, C5C y pluripotencialidad, proliferacion v resistencia a los farmacos, vias que desarrolian
{a agresividad de TNBC. ATF4 opera en el estrés celular, integrandoe y modulando las rutas TGFS
/ Smadd y TGFE / PIBK/ mTORC1/ 2 en su lugar.

USOS MEDICOS DE LA INVENCION

Por tanto, otro aspecto de la invencién se refiere a una composiciéon que comprende un agente

modulador de la actividad de ATF4 para su uso en el tratamiento del cancer.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el cancer se selecciona de la lista
que consiste en cancer de pancreas, cancer de pulmén de células no pequenas, cancer de
higado, carcinoma esofagico de células escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor
de estrégenos negativo y triple negativo. Mas preferiblemente el cancer es cancer de mama, y

aun mas preferiblemente cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

El término "ATF4" (también llamado en la literatura CREB2; TXREB; CREB-2; TAXREBG7) se
refiere a un el gen codifica un factor de transcripcién que se identificd originalmente como una
proteina de union a ADN de mamifero ampliamente expresada que podria unirse a un elemento
potenciador de respuesta tributaria en el LTR de HTLV-1. La proteina codificada también se aislé
y caracteriz6 como la proteina 2 de union al elemento de respuesta de cAMP (CREB-2). La
proteina codificada por este gen pertenece a una familia de proteinas de unién al ADN que
incluye la familia de factores de transcripcién AP-1, proteinas de unién al elemento de respuesta
de cAMP (CREB) y proteinas de tipo CREB. Estos factores de transcripciébn comparten una
region de cremallera de leucina que esta involucrada en las interacciones proteina-proteina,
localizada en C-terminal a un tramo de aminoacidos basicos que funciona como un dominio de
union de ADN. Se han descrito dos transcripciones alternativas que codifican la misma proteina.
Dos pseudogenes estan ubicados en el cromosoma X a 28 en una regién que contiene una

gran duplicacién invertida.
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A no ser que se indique lo contrario, cuando se utiliza en el presente documento el término
"ATF4", se refiere tanto al gen como a la proteina ATF4 humana. En el contexto de la presente
invencién, ATF4 se define también por una secuencia de nucleétidos o polinucleétido, que
constituye la secuencia codificante de la proteina ATF4, y que comprenderia diversas variantes

procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia
aminoacidica de la SEQ ID NO: 2,

b) moléculas de acido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia

polinucleotidica de a),

¢) moléculas de acido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del
cbdigo genético, d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la
secuencia aminoacidica con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un
99% con la SEQ ID NO: 2. en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee
la actividad y las caracteristicas estructurales de la proteina ATF4. Entre ofras posibles
secuencias nucleotidicas que codifican ATF4 se encuentra, pero sin limitarse, la SEQ ID NO: 1

El término "que modula la actividad" como se usa aqui, se refiere tanto a que inhibe (disminuye)
o estimula (incrementa) el nivel de actividad de la proteina ATF4 en una célula. La actividad de
ATF4 puede ser modulada por la modificacién de los niveles y/o de la actividad de la proteina
ATF4, o por la modificacion de los niveles a los que se transcribe el gen ATF4 tal que los niveles
de actividad de la proteina ATF4 en la célula es modulada. Los agentes moduladores pueden
ser también agonistas (sustancias que son capaces de unirse a un receptor y provocar una
respuesta en la célula, en concreto un aumento de la actividad de ATF4), como antagonistas
(sustancias que no solamente no activan el receptor, sino que en realidad bloquea su activacién
por los agonistas). En el contexto de la presente invencion, la inhibicién es la forma preferida de

modulacion.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los agentes moduladores
comprendidos en la composicién de la invencién se seleccionan de una lista que comprende: a)
una molécula organica, b) una molécula de ARN, c¢) un oligonucleétido antisentido, d) un

anticuerpo, o e) una ribozima.

Un experto en la materia podria preparar moléculas organicas que pueden unirse

especificamente a la ATF4 sin unirse a otros polipéptidos o proteinas. Las moléculas organicas

tendran preferiblemente un peso de 100 a 20.000 daltons, mas preferiblemente 500 a 15.000

daltons, y mas preferiblemente 1000 a 10.000 daltons. Librerias de moléculas organicas se

encuentran disponibles comercialmente. La via de administracién puede ser, sin limitarse a

estas, intraperitoneal, intratecal, intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraventricular, oral,
24
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enteral, parenteral, intranasal o dérmica. Entre las moléculas organicas moduladoras de la
actividad de ATF4 se encuentran, pero sin limitarnos, inhibidores de TGFBRI (ej. Galunisertib o
LY2157299), inhibidores de PI3K (gj. LY294002, BKM120), inhibidores de mTOR (ej.
rapamicina), inhibidores duales de PISK/MTORC1/mTORC2 (ej. Omipalisib o GSK2126458),
inhibidores de la fosforilacion de elF2a (ej. ISRIB) o compuestos como el antihelmintico pirvinio

pamoato.

Recientemente, con el desarrollo de la tecnologia antisentido, secuencias de nucleétidos
especificamente complementarios a una determinada secuencia de ADN o ARN, podrian formar
complejos y bloquear la transcripcion o traduccion. Asi, con el progreso del silenciamiento génico
post-transcripcional, y en particular del ARN de interferencia (RNA interferente o RNAI), se han
desarrollado herramientas que permiten la inhibiciéon especifica de la expresién de un gen. La
inhibicion de la expresion de la proteina ATF4 constituiria por ende la inhibicidn de su actividad
biolégica, y en concreto, de la actividad que estd contribuyendo al agravamiento de las

caracteristicas tumorales.

Por "polinucledtidos antisentido” se entienden cadenas de ribonucleétidos o
desoxirribonucleditidos que pueden inhibir la produccion de la proteina ATF4 por uno de estos

tres mecanismos:

1- Interfiriendo la transcripcién, al hibridar en el gen estructural o en una regién regulatoria del
gen que codifica para ATF4. Puesto que la transcripcidn o expresion es bloqueada de manera
efectiva por la hibridacion del oligonucledtido antisentido con el ADN, disminuye la produccion
de ATF4.

2- La unién del oligonucledétido antisentido en el citoplasma con el ARNm, interfiriendo con la
formacion de la construccion de traduccidn propiamente dicha, inhibiendo la traduccién de ARNm

ala proteina.

3- Laformacién de un ARNm - antisentido duplex que permite una rapida degradacion del ARNm

duplex por ARNasas (como ARNasa H). Esto da lugar a una menor produccién de ATF4.

Oligonucleétidos antisentido capaces de modular la actividad de la ATF4 son conocidas en el
estado de la técnica. Por ejemplo, y sin limitarnos, podria ser una secuencia de ribonucleétidos
0 ARN que pertenece al denominado siRNA (small interfering RNA), ARN pequefio de
interferencia o ARN de silenciamiento, capaz de inhibir la expresion genética de la proteina ATF4.
En el contexto de la presente memoria se entiende como "siRNA" (small interfering RNA 6 ARN
pequeno de interferencia) una clase de ARN de doble cadena de 19 a 25 nucledtidos de largo, y
mas preferentemente entre 21 y 23 nucleébtidos, que esta involucrado en la ruta de la interferencia
de ARN, donde el siRNA interfiere la expresion de un gen especifico. En la presente invencién,
este gen especifico es el ATF4. También podria ser cualquier siRNA capaz de hibridar una
25
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molécula de acido nucleico que codifique la proteina ATF4 humana que se recoge en la SEQ ID
NO: 2. También podrian ser una construccion de ARN que al menos contenga una cualquiera de
las secuencias de nucledtidos posibles de siRNA capaces de inhibir la expresion de ATF4, y sin
perjuicio de que adicionalmente formen parte de la presente invencién cualquiera de las
secuencias y construcciones de RNA de la invencion anteriormente descritas que sean objeto de
modificaciones, preferentemente quimicas, que conduzcan a una mayor estabilidad frente a la
accion de ribonucleasas y con ello a una mayor eficiencia. Sin que dichas modificaciones
supongan la alteracion de su mecanismo de accion, que es la union especifica al complejo RISC
(RNA-induced silencing complex), activandolo y manifestando una actividad helicasa que separa
las dos hebras dejando solo la hebra antisentido asociada al complejo. ElI complejo
ribonucleoprotéico resultante se une al MRNA diana (ARN mensajero del ATF4, que se recoge
enlaSEQ ID NO: 1). Si la complementariedad no es perfecta, RISC queda asociado al mensajero
y se atenua la traduccion. Pero si es perfecta, RISC actua como RNasa, cortando al mensajero

y quedando libre para repetir el proceso.

Adicionalmente resulta evidente para un experto en la materia que una gran cantidad de
polinucleétidos de mARN pueden traducirse a ATF4 como consecuencia, por ejemplo, de que el
codigo genético es degenerado. Cualquier siRNA capaz de inhibir la traduccion de estos mARN

también forma parte de la invencion.

La preparacion de la secuencia de siRNA de la invenciéon o de la construccién de RNA de la
invencion seria evidente para un experto en la materia, y se podria llevar a cabo por sintesis
quimica, lo cual permite ademas la incorporacion de modificaciones quimicas tanto en los
distintos nucleétidos del producto como la incorporacidon de otros compuestos quimicos en
cualquiera de los extremos. Por otro lado, la sintesis también podria realizarse enzimaticamente
utilizando cualquiera de las RNA polimerasas disponibles. La sintesis enzimatica también permite

alguna modificacién quimica de los productos o0 RNAs inhibidores.

El disefio de la secuencia de nucleétidos del siRNA de la invencion también seria evidente para
un experto en la materia. Asi, se podria realizar mediante un disefio aleatorio en el que se
seleccionen 19-25 bases del ARNm diana sin tener en cuenta la secuencia o la informacion
posicional que tiene en el transcrito. Otra alternativa no limitativa de la presente invencion seria
el disefio convencional mediante parametros simples desarrollados por los pioneros de la técnica
(Calipel, A. et al., 2003. J Biol Chem. 278(43): 42409-42418) completados con un analisis BLAST
de nucleédtidos. Otra posibilidad podria ser un disefio racional, en el que se emplee un
procedimiento informatico dirigido a identificar las dianas éptimas de siRNA en un ARNm. Las
secuencias diana se analizan en grupos de 19 nucleétidos a la vez y se identifican las que tienen
mejores caracteristicas en funcién de un algoritmo que incorpora un gran numero de parametros

termodinamicos y de secuencia.
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También podria formar parte de la composicién de la invencién una construccion genética de
ADN, la cual dirigiria la transcripcidn in vitro o intracelular de la secuencia siRNA o construccion
de ARN de la invencién, y que comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de secuencias:
a) secuencia de nucleétidos de ADN, preferentemente de doble cadena, que comprende, al
menos, la secuencia codificante del siRNA de la invencion o de la construccién de ARN de la
invencién para su transcripcion, o, b) secuencia de nucleétidos de ADN, preferentemente de
doble cadena, correspondiente a un sistema o vector de expresion génica que comprende la
secuencia codificante de la secuencia de ARN de la invencién operativamente enlazada con, al
menos, un promotor que dirija la transcripcion de dicha secuencia de nucleétidos de interés, y
con otras secuencias necesarias o apropiadas para la transcripcién y su regulacion adecuada en
tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y terminacién, sitios de corte, senal de
poliadenilacién, origen de replicacion, activadores transcripcionales (enhancers), silenciadores
transcripcionales (silencers), etc. para su uso en aquellos contextos patolégicos en los que ATF4
esta contribuyendo al agravamiento de las caracteristicas tumorales de las células cancerosas
y/o ala aparicidén de cancer. Multiples de estas construcciones, sistemas o vectores de expresion
pueden ser obtenidos por métodos convencionales conocidos por los expertos en la materia
(Sambrook et al. 2001. Molecular Cloning: A Laboratory Manual. Cold Spring Harbor Laboratory

Press, New York).

Las composiciones de la presente invencion permiten la transfeccion del siRNA de la invencion
al interior de una célula, in vivo o in vitro. La transfecciéon se podria llevar a cabo, pero sin
limitarnos a, transfeccién directa o vectores que faciliten el acceso del siRNA al interior de la
célula. Asi, ejemplos de estos vectores son, sin limitarse a, retrovirus, lentivirus, adenovirus, virus
adeno-asociados, virus del Herpes simplex, plasmidos de DNA no virales, liposomas catiénicos
y conjugados moleculares. Asi, por ejemplo, los siRNA de la presente invencion, asi como ARN
0 ADN precursores de estos siRNA, pueden conjugarse con péptidos de liberacion u otros

compuestos para favorecer el transporte de estos siRNA al interior de la célula.

El término "anticuerpo" tal como se emplea en esta memoria, se refiere a moléculas de
inmunoglobulinas y porciones inmunolégicamente activas de moléculas de inmunoglobulinas, es
decir, moléculas que contienen un sitio de fijacion de antigeno que se une especificamente
(inmunorreacciona con) la proteina ATF4. Ejemplos de porciones de moléculas de
inmunoglobulinas inmunolégicamente activas, incluyen fragmentos F(ab) y F(ab')2 que pueden
ser generados tratando el anticuerpo con una enzima tal como la pepsina. Puede ser un

anticuerpo monoclonal o policlonal.

Los anticuerpos capaces de unirse a la proteina ATF4 pueden ser empleados para inhibir la
actividad de dicha proteina. Tales anticuerpos estan disponibles comercialmente (como por

ejemplo, pero sin limitarse a ellos, los anticuerpos.
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Los anticuerpos, o fragmentos de los mismos, podrian ser capaces de inhibir la actividad de la
proteina ATF4 que contribuye a la adquisicidn de las caracteristicas propias cancer. Los
anticuerpos pueden ser policlonales (incluyen tipicamente anticuerpos distintos dirigidos contra
determinantes o epitopos distintos) 0 monoclonales (dirigidos contra un unico determinante en el
antigeno). El anticuerpo monoclonal puede ser alterado bioquimicamente, por manipulacion
genética, o puede ser sintético, careciendo, posiblemente, el anticuerpo en su totalidad o en
partes, de porciones que no son necesarias para el reconocimiento de la ATF4 y estando
sustituidas por otras que comunican al anticuerpo propiedades ventajosas adicionales. El
anticuerpo puede ser también recombinante, quimérico, humanizado, sintético o una

combinacién de cualquiera de los anteriores.

Un "anticuerpo o polipéptido recombinante" (rAC) es uno que ha sido producido en una célula
hospedadora que ha sido transformada o transfectada con el acido nucleico codificante del

polipéptido, o produce el polipéptido como resultado de la recombinacién homologa.

Estos rAc se pueden expresar y dirigir hacia subcompartimentos celulares especificos cuando
se les incorpora las secuencias apropiadas para el trafico intracelular. Estos anticuerpos se
denominan intrabodies, y han demostrado su eficacia no sélo para desviar proteinas de su
compartimento habitual o bloquear interacciones entre proteinas implicadas en vias de

senalizacién, sino también para activar proteinas intracelulares.

También forman parte de la invencién las construcciones genéticas de DNA capaces de
transcribirse a un péptido, anticuerpo o fragmento de anticuerpo, para su uso en el tratamiento
de enfermedades que cursan con cancer. Dicha construccién genética de DNA dirigiria la
transcripcién in vitro o intracelular de la secuencia del anticuerpo o fragmento del mismo, y
comprende, al menos, uno de los siguientes tipos de secuencias: a) secuencia de nucleétidos de
DNA, preferentemente de doble cadena, que comprende, al menos, la secuencia codificante del
anticuerpo de la invencion o del fragmento de anticuerpo de la invencion para su transcripcién in
vitro, o intracelular, b) secuencia de nucleotidos de DNA, preferentemente de doble cadena,
correspondiente a un sistema o vector de expresién génica que comprende la secuencia
codificante de la secuencia de anticuerpo o fragmento de anticuerpo de la invencion
operativamente enlazada con, al menos, un promotor que dirija la transcripcion de dicha
secuencia de nucleoétidos de interés, y con otras secuencias necesarias o apropiadas para la
transcripcién y su regulacién adecuada en tiempo y lugar, por ejemplo, sefiales de inicio y
terminacion, sitios de corte, sefial de poliadenilacién, origen de replicacién, activadores
transcripcionales (enhancers), silenciadores transcripcionales (silencers), etc. para su uso en

aquellos contextos patoloégicos que transcurren con cancer.

Un "ribozima" tal y como se entiende en la presente invencidn, se refiere a un polinucleétido
catalitico (tipicamente RNA), que puede construirse para reconocer especificamente, por
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hibridacion, un mRNA y fragmentarlo o eliminar su expresién. Las ribozimas pueden introducirse
en la célula como moléculas de RNA cataliticas o como construcciones genéticas que se

expresan a moléculas cataliticas de RNA.

En otra realizacion preferida de este aspecto, la composicién de la invencién se usa para el
tratamiento de un cancer que se selecciona de la lista que comprende: cancer de pancreas,
cancer de pulmén de células no pequenas, cancer de higado, carcinoma esofagico de células

escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

Preferiblemente, el cancer es el cancer de mama, y aun mas preferiblemente, el cancer es el

cancer de mama triple negativo.

En esta memoria se entiende por cancer de mama triple negativo a la forma de cancer de mama
que se caracteriza por la ausencia de expresion de receptores de estrégenos, progesterona y
HER2 (human epidermal growth factor receptor 2), su elevada heterogeneidad y agresividad
relacionada con la aparicion de recaidas y metastasis en los tres primeros afios tras el
tratamiento inicial, resistencia a las terapias convencionales y ausencia de otras terapias

aprobadas en la actualidad para su tratamiento.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicién de la invencion
comprende un oligonucleétido antisentido y se usa para el tratamiento del cancer. En otra
realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicion de la invencién comprende

un oligonucleétido antisentido y se usa para el tratamiento del cancer de mama triple negativo.

Otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, la composicién de la invencion
comprende un anticuerpo y se usa para el tratamiento del cancer. En otra realizacidon preferida
de este aspecto de la invencidn, la composicién de la invencion comprende un anticuerpo y se

usa para el tratamiento del cancer de mama triple negativo.

En esta memoria “tratamiento” se refiere a tanto el tratamiento terapéutico como el profilactico o
medidas preventivas. Es decir, tratamiento se refiere también a prevenir, mejorar o tratar las
alteraciones referidas, preferiblemente el cancer, mas preferiblemente el cancer de mama, y aun
mas preferiblemente, el cancer de mama triple negativo. Aquellas necesarias de tratamiento
incluyen las ya asociadas con alteraciones asi como en aquellas en las que se previene la
alteracion. Una "alteracion" es cualquier condicidon que se beneficiaria del tratamiento con la

composicion de la invencion, tal y como se describe en el presente documento.

La composicion proporcionada por esta invencion puede ser facilitada por cualquier via de
administracién, para lo cual dicha composicidon se formulara en la forma farmacéutica adecuada
ala via de administracion elegida. Los agentes moduladores de la actividad de ATF4 de dichas

composiciones se encuentran en una cantidad terapéuticamente efectiva. En el sentido utilizado

29



10

15

20

25

30

WO 2020/008097 PCT/ES2019/070470

en esta descripcién, la expresién "cantidad terapéuticamente efectiva” se refiere a la cantidad de
agentes moduladores (o construcciones genéticas que permitan su expresion intracelular)
calculada para producir el efecto deseado y, en general, vendra determinada, entre otras causas,
por las caracteristicas propias de dichos agentes (y construcciones) y el efecto terapéutico a
conseguir. Los adyuvantes y vehiculos farmacéuticamente aceptables que pueden ser utilizados

en dichas composiciones son los vehiculos conocidos por los técnicos en la materia.
METODOS DE SCREENING DE FARMACOS DE LA INVENCION

La invencion proporciona métodos para identificar compuestos que pueden ser usados para el
tratamiento de enfermedades relacionadas con ATF4, y en concreto aquellas que cursan con
cancer. Estos métodos permiten la identificacién de candidatos, compuestos a ensayar o agentes
(por ejemplo, péptidos, peptidomiméticos, moléculas organicas, oligonucleétidos antisentido u
otras moléculas) que pueden unirse a ATF4 y/o tener un efecto activador o inhibidor de la
actividad biolégica de ATF4 o de su expresion, y asi determinar si esos compuestos tendrian un
efecto sobre las enfermedades en las que ATF4 esta implicado, y en concreto aquellas que

cursan con cancer.

Los ensayos para identificar estas moléculas, compuestos o agentes que modulan la actividad
de ATF4 pueden emplear células que expresan ATF4, o en ensayos con ATF4 aislado (o con
sus variantes, como fragmentos biolégicamente activos o proteinas de fusién que incluyen una
porcion o parte de ATF4).

Asi, otro aspecto de la invencion consiste en un método de seleccidn de agentes terapéuticos

utiles en el tratamiento del cancer que comprende:
a) poner en contacto el compuesto a analizar con el polipéptido ATF4,
b) detectar la unién de dicho compuesto a analizar con el polipéptido ATF4.

Los compuestos que se unen al polipéptido ATF4 se identificarian como agentes terapéuticos

potenciales frente al cancer.

En una realizacion preferida el cancer es cancer de mama, y aun mas preferiblemente, cancer

de mama triple negativo.

Como se ha dicho, estos ensayos pueden implicar el polipéptido completo ATF4, un fragmento
biolégicamente activo del mismo, o una proteina de fusién que implique toda o una porcién del
polipéptido ATF4. Determinar la capacidad de un compuesto para modular la actividad de ATF4
puede realizarse, por ejemplo, determinando la capacidad de ATF4 de unirse o interaccionar con
una molécula diana de dicho compuesto, de manera directa o indirecta. Pueden ser también

ensayos de actividad, midiendo de manera directa o indirecta la actividad de ATF4. También
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puede ser un ensayo de expresién, determinando de manera directa o indirecta la expresion del
MARN de ATF4 o de la proteina ATF4. Estos ensayos también pueden combinarse con un
ensayo in vivo midiendo el efecto de un compuesto test sobre los sintomas de enfermedades
relacionadas con ATF4, y en concreto el cancer (por ejemplo, pero sin limitarse, sobre modelos

animales u otros sistemas modelo conocidos en la técnica).

Los compuestos a testar empleados en el método de seleccién de agentes terapéuticos no se
limitan a moléculas organicas de bajo peso molecular, proteinas (incluyendo anticuerpos),

péptidos, oliogonucleétidos, etc. Pueden ser naturales y/o sintéticos.

Por ejemplo, anticuerpos capaces de unirse a un epitopo de ATF4 , que pueden ser empleados
terapéuticamente, como se ha expuesto anteriormente, pueden emplearse también en ensayos
inmunohistoquimicos, como Western blots, ELISAs, radioinmunoensayos, ensayos de
inmunoprecipitacion, u otros ensayos inmunohistoquimicos conocidos en el estado de la técnica.
ATF4 puede emplearse para inmunizar a un animal, para obtener anticuerpos policlonales.
También se pueden preparar anticuerpos monoclonales mediante técnicas que permiten la
produccion de anticuerpos por lineas celulares en cultivo, entre las que se incluyen, pero sin
limitarse, hibridomas, hibridomas de células B humanas. Técnicas para producir anticuerpos

quiméricos, humanizados o sintéticos son conocidas.

Los agentes terapéuticos identificados por el método de selecciéon aqui descrito pueden ser
usados en un modelo animal o de otro tipo para determinar el mecanismo de accion de dicho
agente. Mas aun, los agentes terapéuticos seleccionados por el método aqui descrito se
emplearian en el tratamiento de enfermedades que cursen con la alteracién de ATF4 y, en
concreto, cancer. Preferiblemente el cancer es cancer de mama, y aun mas preferiblemente,

cancer de mama triple negativo.

En otro aspecto de la invencién se describe un método de seleccidén de agentes terapéuticos

utiles en el tratamiento del cancer que comprende:

a) determinar la actividad de ATF4 a una concentracion establecida del compuesto a analizar o

en ausencia de dicho compuesto,

b) determinar la actividad de ATF4 a una concentracion del compuesto a analizar diferente de la
de a).

Compuestos que den lugar a una actividad diferente de ATF4 se identificarian como agentes

terapéuticos potenciales frente al cancer.

En una realizacion preferida el cancer es cancer de mama, y aun mas preferiblemente, cancer

de mama triple negativo.
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Otro aspecto de la invencion consiste en un método de seleccion de agentes terapéuticos utiles

en el tratamiento del cancer que comprende:

a) poner en contacto el compuesto a analizar con el polinucleétido ATF4, b) detectar la unidén de

dicho compuesto a analizar con el polinucleétido ATF4

Los compuestos que se unen al polinucleétido ATF4 se identificarian como agentes terapéuticos

potenciales frente al cancer.

En una realizacion preferida el cancer es cancer de mama, y aun mas preferiblemente, cancer
de mama triple negativo.

DIAGNOSTICO

Las enfermedades en las que la alteracidén de la actividad de ATF4 puede ser diagnostica, y en
concreto el cancer, pueden ser detectadas midiendo la cantidad de acidos nucleicos (ADN y/o
ARN y/o0 mARN) que codifican para ATF4, o la cantidad de proteina ATF4 que se expresa, en
comparacion con células normales. La deteccion de los oligonucledtidos puede hacerse por
métodos bien conocidos en el estado de la técnica (como por ejemplo, pero sin limitarse, sondas
con nucledtidos marcados, hibridacion ADN-ADN o ADN-ARN, amplificacién por PCR empleando
nucleétidos marcados, la RT-PCR). Procedimientos para detectar la expresion de la proteina
ATF4 también son bien conocidos en el estado de la técnica, como por ejemplo anticuerpos poli

o monoclonales, ELISA, radioinmunoensayo (RIA), y FACS (fluorescence activated cell sorting).

Por tanto, en otro aspecto de la invencion se describe un método para la recoleccién de datos

utiles en el diagnostico y/o pronostico del cancer que comprende:
a) determinar la expresién de ATF4 en una muestra extraida de un mamifero,

b) comparar los valores de la expresion de ATF4 obtenidos en a) con los valores estandar en

mamiferos sanos o enfermos.

En una realizacién preferida, el cancer se selecciona de la lista que comprende cancer de
pancreas, cancer de pulmon de células no pequenas, cancer de higado, carcinoma esofagico de
células escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor de estroégenos negativo y triple
negativo. Mas preferiblemente el cancer es cancer de mama, y aun mas preferiblemente, cancer
de mama triple negativo.

Por lo tanto, de forma preferida, la presente invencidn hace referencia a los siguientes aspectos:

1.- Una composicién que comprende un agente modulador de la actividad de ATF4 para su uso

en el tratamiento del cancer.
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2.- La composicidn segun el aspecto 1, en la que el agente modulador es un inhibidor de la
actividad de ATF4.

3.- La composicidén segun cualquiera de los aspectos 1-2, en la que el agente modulador se

selecciona de la lista que consiste en:
a) una molécula pequenia,
b) una molécula de RNA,
¢) un oligonucleédtido antisentido,
d) un anticuerpo, o
e) una ribozima,
o cualquiera de sus combinaciones.

4 .- La composicidn segun cualquiera de los aspectos 1-3, en la que los agentes moduladores se
seleccionan de la lista que consiste en: Galunisertib, LY294002, BKM120, rapamicina,

Omipalisib, ISRIB o el antihelmintico pirvinio pamoato.

5. La composicion segun cualquiera de los aspectos 1-4, donde el cancer se selecciona de la
lista que consiste en: cancer de pancreas, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de
higado, carcinoma esofagico de células escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor

de estrogenos negativo y triple negativo.
6.- La composicion segun cualquiera de los aspectos 1-5, donde el cancer es cancer de mama.

7.- La composicién segun cualquiera de los aspectos 1-6, donde el cancer es cancer de mama

triple negativo.

8.- Un método de seleccion de agentes terapéuticos utiles en el tratamiento del cancer que

comprende:
a) poner en contacto el compuesto a analizar con el polipéptido ATF4,
b) detectar la unién de dicho compuesto a analizar con el polipéptido ATF4,

donde los compuestos que se unen al polipéptido ATF4 se identificarian como agentes
terapéuticos potenciales frente a la enfermedad segun se describe en cualquiera de los aspectos
1-7.

9.- Un método de seleccion de agentes terapéuticos utiles en el tratamiento del cancer que

comprende:

33



10

15

20

25

30

WO 2020/008097 PCT/ES2019/070470

a) determinar la actividad de ATF4 a una determinada concentracién del compuesto a

analizar o en ausencla de dicho compuesto,

b) determinar la actividad de ATF4 a una concentracién del compuesto a analizar diferente
de la de a),

donde los compuestos que dan lugar a una actividad diferente de ATF4 se identificarian como
agentes terapéuticos potenciales frente a la enfermedad segun se describe en cualquiera de los
aspectos 1-7.

10.- Un método de seleccién de agentes terapéuticos utiles en el tratamiento del cancer que
comprende:

a) determinar la actividad de ATF4 a una determinada concentracién del compuesto a

analizar,

b) determinar la actividad de ATF4 en presencia de un compuesto que se conoce que
modula la actividad de ATF4,

donde los compuestos que dan lugar a una actividad diferente de ATF4 se identificarian como
agentes terapéuticos potenciales frente a la enfermedad segun se describe en cualquiera de los
aspectos 1-7.

11.- Un método de seleccién de agentes terapéuticos utiles en el tratamiento del cancer que
comprende:

a) poner en contacto el compuesto a analizar con el polinucleétido ATF4,
b) detectar la unién de dicho compuesto a analizar con el polinucleétido ATF4.

donde los compuestos que se unen al polinucleétido ATF4 se identificarian como agentes

terapéuticos potenciales frente a la enfermedad segun se describe en cualquiera de los aspectos.

12.- Un método para la recoleccion de datos utiles en el diagnostico y/o pronéstico del cancer
que comprende:

a) determinar la expresiéon de ATF4 en una muestra extraida de un mamifero,

b) comparar los valores de la expresion de ATF4 obtenidos en a) con los valores estandar

en mamiferos sanos o enfermos.
13.- El método segun cualquiera de los aspectos 8-12, donde el cancer es el cancer de mama.

14.- El método segun cualquiera de los aspectos 8-12, donde el cancer es el cancer de mama
triple negativo.
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Los términos "polinucledtido" y "acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable,
refiriéndose a formas poliméricas de nucleétidos de cualquier longitud, tanto ribonucledtidos

como desoxiribonucleétidos.

Los términos "péptido”, "oligopéptido", "polipéptido" y "proteina" se usan aqui de manera
intercambiable, y se refieren a una forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que

pueden ser codificantes o no codificantes, quimica o bioquimicamente modificados.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los
expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan
en parte de la descripcidn y en parte de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y
dibujos se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende que sean limitativos de la

presente invencién.
EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION
Analisis bioinformatico

El trazador de Kaplan-Meier (http://kmplot.com/analysis/) puede evaluar el efecto de 54.675
genes sobre la supervivencia utilizando 5.143 muestras de pacientes con cancer de mama con
un seguimiento medio de 69 meses. Los datos de expresion génica, la supervivencia libre de
recaida y general (RFS y OS, respectivamente) se descargan de GEO (Gene Expression
Omnibus), EGA (European Genome-phenome Archive) y TCGA (The Cancer Genome Atlas)
(Gyérffy B, Lanczky A, Eklund AC, Denkert C, Budczies J, Li Q, et al. An online survival analysis
tool to rapidly assess the effect of 22,277 genes on breast cancer prognosis using microarray
data of 1,809 patients. Breast Cancer Res Treat. 2010;123:725-31). Las bases de datos
"Esserman” (Esserman LJ, Berry DA, Cheang MCU, Yau C, Perou CM, Carey L, et al.
Chemotherapy response and recurrence-free survival in neoadjuvant breast cancer depends on
biomarker profiles: results from the I-SPY 1 TRIAL (CALGB 150007/150012; ACRIN 6657).
Breast Cancer Res Treat. 2012;132:1049-62), "Hatzis" (Hatzis C, Pusztai L, Valero V, Booser
DJ, Esserman L, Lluch A, et al. A genomic predictor of response and survival following taxane-
anthracycline chemotherapy for invasive breast cancer. JAMA. 2011;305:1873-81) y "Minn 2"
(Minn AJ, Gupta GP, Siegel PM, Bos PD, Shu W, Giri DD, et al. Genes that mediate breast cancer
metastasis to lung. Nature. 2005;436:518-24) se descargaron de la base de datos Oncomine
Cancer Microarray (Rhodes DR, Kalyana-Sundaram S, Mahavisno V, Varambally R, Yu J, Briggs
BB, et al. Oncomine 3.0: genes, pathways, and networks in a collection of 18,000 cancer gene
expression profiles. Neoplasia. 2007;9:166-80). El analisis de Kaplan-Meier se realizé tal como
se describe en (Granados-Principal S, Liu Y, Guevara ML, Blanco E, Choi DS, Qian W, et al.

Inhibition of INOS as a novel effective targeted therapy against triple-negative breast cancer.
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Breast Cancer Res. 2015;17:25). Los analisis de correlacion, alteraciones gendmicas vy
transcriptomicas (amplificacion, delecién profunda, regulacion positiva del ARNm y regulacion
negativa del ARNm) y su impacto sobre la supervivencia del paciente se estudiaron con
OncoPrint y Kaplan-Meier en una base de datos de 2509 pacientes con cancer de mama (Pereira
B, Chin S-F, Rueda OM, Vollan H-KM, Provenzano E, Bardwell HA, et al. The somatic mutation
profiles of 2,433 breast cancers refines their genomic and transcriptomic landscapes. Nat
Commun. 2016;7:11479) utilizando la base de datos cBioPortal (Cerami E, Gao J, Dogrusoz U,
Gross BE, Sumer SO, Aksoy BA, et al. The cBio cancer genomics portal: an open platform for
exploring multidimensional cancer genomics data. Cancer Discov. 2012;2:401-4, Gao J, Aksoy
BA, Dogrusoz U, Dresdner G, Gross B, Sumer SO, et al. Integrative analysis of complex cancer

genomics and clinical profiles using the cBioPortal. Sci Signal. 2013;6:pl1).
Knockdown mediada por siRNA

siRNA para ATF4 (50 nM), Smad2/3, Smad4, PERK, PKR, GCN2, HRI, elF2a, Raptor, Rictor,
TAK1 y Ras (100 nM) se transfectaron transitoriamente con Lipofectamina RNAIMAX
(Invitrogen). Se anadié TGFB1 (10 ng/ml) 48 h después de la transfeccién durante 24 h o 72 h,

dependiendo del experimento.
Cultivo de células

Las lineas celulares TNBC MDA-MB-231 y BT549 se compraron de la American Type Culture
Collection, y SUM159PT de Asterand. Las lineas celulares SBE (SMAD Binding Element)
reporter-HEK293 (SBE-HEK293) se obtuvieron de BPS Bioscience. Todas las lineas celulares
se mantuvieron en medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Gibco) suplementado con
10% de suero bovino fetal (FBS, Thermo Scientific) y 1% de antibiético-antimicético (Gibco). Las
células SBE-HEK293 se cultivaron bajo seleccién con 400 ug / ml de Geneticin (Sigma) siguiendo
las instrucciones del fabricante. La eficiencia de formacién de mamoesferas (MSFE) se realiz
como publicamos previamente (Granados-Principal S, Liu Y, Guevara ML, Blanco E, Choi DS,
Qian W, et al. Inhibition of INOS as a novel effective targeted therapy against triple-negative
breast cancer. Breast Cancer Res. 2015;17:25). Brevemente, las células se transfectaron con
siRNA para ATF4 y TGFB1 se anadié durante 24 h. Seguidamente, las células se trataron con
tripsina, se clocaron en placa con medio de mamoesfera y se contaron después de 72 horas con

un contador de colonias GelCount.
RT-PCR cuantitativa

El ARN total se extrajo utilizando el kit EZNA MicroElute Total RNA (Omega Bio-tek) y la

transcripcion reversa se realizé con el kit de sintesis de cDNA de gScript (Quantabio) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante. La RT-PCR cuantitativa se realizé utilizando iTaq Universal

SYBR Green Supermix (Bio-Rad) en un QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System (Thermo
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Fisher Scientific). Los cebadores utilizados fueron: ATF4_Fw: CCTTCACCTTCTTACAACCT y
Rv: GTAGTCTGGCTTCCTATCTC (agelkerke A, Bussink J, Mujcic H, Wouters BG, Lehmann S,
Sweep FCGJ, et al. Hypoxia stimulates migration of breast cancer cells via the
PERK/ATF4/LAMP3-arm of the unfolded protein response. Breast Cancer Res. 2013;15:R2),
GADPH_Fw: ATCACCATCTTCCAGGAGC y Rv: CATGGTTCACACCCATGAC. La expresion de
Sox2, Oct4, Notch1, Nanog y Cxcl10 se determind con ensayos TagMan.

Western blot

El analisis de Western blot se realizé como se publicé en(Granados-Principal S, Liu Y, Guevara
ML, Blanco E, Choi DS, Qian W, et al. Inhibition of iINOS as a novel effective targeted therapy
against triple-negative breast cancer. Breast Cancer Res. 2015;17:25). Las bandas de proteinas
se detectaron con la camara digital ImageQuant LAS 4000. Los anticuerpos se enumeran en la

Informacion Complementaria.
Ensayo reportador del elemento de unién SMAD (SBE)

Las células SBE-HEK293 se transfectaron con SiRNA para ATF4 y se trataron con TGFB1
durante 24 h. La actividad de SBE se realiz6 con el sistema de ensayo de luciferasa ONE-Step

(BPS Bioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Ensayo de proliferacién celular

Las células se transfectaron y se trataron con TGFB1 durante 24 h (las células MDA-MB-231 se
trataron durante 72 h) en una placa de 96 pocillos. La proliferacion celular se ensayé como se
publicé (Granados-Principal S, Liu Y, Guevara ML, Blanco E, Choi DS, Qian W, et al. Inhibition
of INOS as a novel effective targeted therapy against triple-negative breast cancer. Breast Cancer
Res. 2015;17:25).

Migracién e Invasion.

La migracién se analizé mediante el ensayo de "cicatrizacién de heridas" tal como se publicé
previamente (Granados-Principal S, Liu Y, Guevara ML, Blanco E, Choi DS, Qian W, et al.
Inhibition of INOS as a novel effective targeted therapy against triple-negative breast cancer.
Breast Cancer Res. 2015;17:25) en células transfectadas con SiRNA de ATF4 y més tarde con
TGFB1 durante 24 h. La invasidon celular se analizd con el kit de ensayo de invasién celular
Cultrex BME (Trevigen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células
transfectadas se trataron con TGFB1 durante 24 h (las células MDA-MB-231 se trataron durante
72 h). Después, las células se sembraron en una camara transwell recubierta con BME (1X) a
una densidad de 50.000 células / ml en 50 pl de medio sin FBS y se suplementaron con TGFB1

(10 ng / ml). En el pozo del fondo, se afadi6 medio de crecimiento con FBS al 10% como
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quimioatrayente. Medio sin FBS también se usdé como control negativo. Después de 16 h, se
cuantificé el numero de células invasoras usando Calceina AM a 485 nm de excitaciéon y 520 nm

de emisién en comparacioén con una curva estandar.
Experimentos animales
RNA-Seq

La alineacién de las lecturas secuenciadas en bruto con el genoma de referencia humano
(Versién hg19 de UCSC) se realizd con el software Aligner Transcripts Alignment to Reference
(STAR) (versidn 2.4.2). Se ensamblaron las lecturas de RNA-Seq alineadas, se analizaron con
la notacién de referencia hg19 (navegador del genoma UCSC) y se cuantificaron usando la suite

de gemelos version 2.2.1 para obtener FPKM (Fragments per Kilobase per million).
Modelos de xenoinjerto derivado del paciente (PDX)

Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por la Oficina de Revisiéon de Uso y
Cuidado de Animales del Instituto de Investigacion Metodista del Hospital. Los experimentos se
llevaron a cabo en dos diferentes humanos PDBC TNBC, BCM-4664 y BCM-3887 (Zhang X,
Claerhout S, Prat A, Dobrolecki LE, Petrovic I, Lai Q, et al. A renewable tissue resource of
phenotypically stable, biologically and ethnically diverse, patient-derived human breast cancer
xenograft models. Cancer Res. 2013;73:4885-97]). Los PDX se trasplantaron a la almohadilla
adiposa mamaria aclarada de NOD.Cg-Prkdc*“I2rgm™/SzJ (NSG) ratones (Jackson
Laboratory) mantenidos en condiciones estandar, como publicamos (Dave B, Granados-Principal
S, Zhu R, Benz S, Rabizadeh S, Soon-Shiong P, et al. Targeting RPL39 and MLF2 reduces tumor
initiation and metastasis in breast cancer by inhibiting nitric oxide synthase signaling. Proc Natl
Acad Sci U S A. 2014;111:8838—43). Cuando los tumores eran 150-200 mm3, los ratones se
asignaron aleatoriamente a cuatro grupos de tratamiento (n = 8 / grupo): 1) SIRNA no codificante
o codificado (SCR), 2) SIRNA para ATF4 (SiRNA n. ° 2), 3) SCR mas docetaxel (Chemo + SCR,
20 mg / kg) y 4) SIRNA n. ° 2 mas docetaxel (quimioterapia + SIRNA n. ° 2, 20 mg / kg). Los
siRNAs se inyectaron dos veces a la semana durante 6 semanas a una dosis de 5 ug/ raton, y
docetaxel se administré una vez a la semana los dias 1, 14 y 28. El volumen del tumor y los
pesos corporales se registraron cada 2 dias. Los tumores se calipraron y el volumen se calculo
segun publicamos (Choi DS, Blanco E, Kim Y-S, Rodriguez AA, Zhao H, Huang TH-M, et al.
Chloroquine eliminates cancer stem cells through deregulation of Jak2 and DNMT1. Stem Cells.
2014;32:2309-23). Los ratones se sacrificaron 24 horas después de la ultima inyeccién y los
tumores se recogieron para analisis adicionales. Para la recaida tumoral, se administré docetaxel
a una dosis de 33 mg / kg a ratones que portaban BCM-4664, y se registré el volumen tumoral
hasta aparicién de morbilidad, pérdida del 20% del peso corporal o cuando los tumores

alcanzaron 2 cm3 de tamano.
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Validacién de ATF4 como objetivo en un modelo PDX de TNBC metastasico

Se ha informado que el modelo de PDX BCM-3887 hace metastasis a pulmones de ratén, y
también se usé para desarrollar un modelo altamente metastasico (3887-LM) mediante el
trasplante en serie de un ndédulo metastasico de pulmones de la siguiente manera. Se trasplanto
un fragmento de tejido tumoral BCM-3887 en la almohadilla de grasa mamaria de ratones NSG.
Cuando los tumores alcanzaron 200-250 mm3, se eliminaron y los ratones se mantuvieron vivos
hasta que los ratones mostraron signos de morbilidad o pérdida de peso corporal. Después de
la eutanasia, se extrajeron los pulmones y se reseco cualquier ndédulo metastasico, se colocé en
RPMI suplementado con 10% de SFB y se trasplant en serie a la almohadilla de grasa mamaria
de los nuevos ratones NSG de 4 a 5 semanas de edad. Este proceso se repitié hasta la segunda
generacién, llamada 3887-LM, y se usé para nuestros estudios. Brevemente, se trasplant6é un
fragmento de tejido en la almohadilla de grasa mamaria de ratones NSG (n = 10); cuando los
tumores eran de 150-200 mm3, los eliminamos y se permitidé a los ratones una recuperacién de
una semana desde la cirugia antes de los tratamientos. Los ratones se asignaron al azar a dos
grupos de tratamiento (n = 5/ grupo): 1) SCR y 2) siRNA # 2. Cada SiRNA se administrd por via
intraperitoneal dos veces por semana durante 6 semanas a una dosis de 5 ug/ ratén. Los ratones
se sacrificaron por signos de morbilidad metastasica o pérdida de peso corporal. Los pulmones
y los higados se evaluaron macroscopicamente para metastasis y se conservaron en formalina

para inmunohistoquimica adicional (IHC).
Preparacién de nanoparticulas liposémicas

ARNSsi para ATF4 (siATF4) y control (siSCR) para el suministro in vivo se incorporaron en
liposomas DOPC como se describi6é previamente (34). Se mezcloé siRNA con DOPC con exceso
de butanol terciario (relacion de 1:10, p / p) y la posterior adicién de Tween 20. La mezcla se
congeld en un bano de acetona / hielo seco y se liofilizé. Antes de la administracion in vivo, la
preparacion liofilizada se hidrataba con PBS a una concentracion de 25 ug/ ml (cada raton recibia

5 pg de SiRNA en 200 pl / inyeccion por via intraperitoneal).
Citometria de flujo

Los cambios en la poblacién con Aldefluor positivo (ALDF +) (StemCell Technologies) se
analizaron mediante citometria de flujo como se describid previamente (33) en células
individuales aisladas del tejido tumoral PDX después del corte y la lisis de los gldbulos rojos. Las

células se analizaron en un citdmetro de flujo LSR Fortessa (BD Biosciences).
Inmunohistoquimica

La evaluacion de metastasis a pulmones e higados se realizo por analisis inmunohistoquimico

de Ki67 (Dako, M7240) (dilucién 1: 100) como se describidé previamente (Dave B, Granados-
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Principal S, Zhu R, Benz S, Rabizadeh S, Soon-Shiong P, et al. Targeting RPL39 and MLF2
reduces tumor initiation and metastasis in breast cancer by inhibiting nitric oxide synthase
signaling. Proc Natl Acad Sci U S A. 2014;111:8838-43).

Analisis estadistico

La significacién estadistica entre dos grupos se analizé mediante la prueba t de Student de dos
colas. Se analizaron comparaciones multiples con ANOVA de una via y la prueba post hoc de
Bonferroni. El volumen del tumor se evalué mediante ANOVA de dos vias y prueba post hoc de
Bonferroni. La mediana de supervivencia post-tratamiento se analizé utilizando la prueba Log-
rank (Mantel-Cox). La correlacién de la expresion génica alta con la mediana de supervivencia
(RFS y OS) en pacientes con cancer de mama se analizé mediante el plotter de supervivencia
Kaplan-Meier, y se calculé la relacién de riesgo con intervalos de confianza del 95% y valor P de
log-rank. Los pacientes se dividieron mediante el calculo de todos los percentiles de expresion
entre los cuartiles inferior y superior, y el umbral de mejor rendimiento se utilizé como punto de
corte en el analisis de regresion de Cox como se describié anteriormente (Mihaly Z, Kormos M,
Lanczky A, Dank M, Budczies J, Szasz MA, et al. A meta-analysis of gene expression-based
biomarkers predicting outcome after tamoxifen treatment in breast cancer. Breast Cancer Res
Treat. 2013;140:219-32). Para el analisis de genes multiples, utilizamos el clasificador de
multigene y la expresidén media de los genes. La supervivencia mediana de la cohorte de
expresion de genes altos se normalizé a la cohorte de expresién de genes bajos como
porcentaje. Se calculé el cambio en el pliegue de supervivencia: FC (%) = Supervivencia de la
cohorte "Alta expresién" - 100 (linea de base). Se realiz6 una correccién de prueba multiple
usando un método de incremento (http://www.kmplot.com/multipletesting/) como se describié
anteriormente (Mihaly Z, Kormos M, Lanczky A, Dank M, Budczies J, Szasz MA, et al. A meta-
analysis of gene expression-based biomarkers predicting outcome after tamoxifen treatment in
breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2013;140:219-32). El rendimiento de nuestra firma de
ocho genes y para el analisis de multiples genes se evalué mediante el método de validacion
cruzada de dejar salir uno (LOOCV) como se describié anteriormente (Komisarof J, McCall M,
Newman L, Bshara W, Mohler JL, Morrison C, et al. A four gene signature predictive of recurrent
prostate cancer. Oncotarget. 2017;8:3430—40, Fjeldbo CS, Julin CH, Lando M, Forsberg MF,
Aarnes E-K, Alsner J, et al. Integrative Analysis of DCE-MRI and Gene Expression Profiles in
Construction of a Gene Classifier for Assessment of Hypoxia-Related Risk of Chemoradiotherapy
Failure in Cervical Cancer. Clin Cancer Res. 2016;22:4067-76). Los analisis de correlacidén se

realizaron usando la correlacion de Person. A P <0.05 se consideré significativo.
RESULTADOS

La expresién alta de ATF4 se correlaciona con una menor supervivencia del paciente y

esta abajo de Smad4.
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La importancia de ATF4 como biomarcador pronéstico en el cancer de mama se determino
mediante el andlisis de Kaplan-Meier en diferentes bases de datos. En la base de datos del
trazador Kaplan-Meier (KM), la cohorte de pacientes con alta expresién de ATF4 se correlaciono
con peor sistema operativo (n = 1402, P = 0.0095) y RFS (n = 3951, P = 8.4e-6) en todos los
casos de cancer de mama (Todos BC), y RFS en ER" (n = 801, P =0.0058) y ER* (n = 2061, P
= 0.0011) (Fig. 1A y Fig. 1A complementaria). ATF4 esta sobreexpresado en pacientes TNBC;
en las bases de datos TNBC, nuestros datos muestran que la sobreexpresién de ATF4 fue
pronostico de menos OS en "Esserman" (n = 98, P = 0,0034) (Figura 1B complementaria), RFS
en KM plotter (n = 255, P = 0,016) y "Esserman" (P = 0,0038) (Fig. 1A y Fig. 1B complementaria)
y supervivencia libre de metastasis en "Minn 2" (n = 81, P =0,0056) y "Hatzis" (n = 497, P <0,0001
) (Fig. 1C suplementaria).

Debido a que el microambiente de TNBC a menudo esta enriquecido en ligandos de TGF, nos
preguntamos si ATF4 esta influenciado por la sefalizacion de TGFB en TNBC y encontramos
mayor expresion de ATF4 en células BT549 y SUM159PT tratadas con TGFB1, que fue inhibida
por el inhibidor de la cinasa de TGFBR1 LY2157299, lo que sugiere que ATF4 es un objetivo

corriente abajo (figura 1B).

Mediante knockdown de genes, confirmamos que ATF4 esta regulado por Smad4 (Fig. 1C). Para
determinar la importancia de ATF4 en la ruta de TGF, inhibimos ATF4 con SiRNA y se probo la
actividad de SBE. La secuencia de SiRNA mas eficaz seleccionada, SIRNA N° 2 (Fig. 2A
complementaria), provoco una disminucion de la actividad de SBE en células HEK-293 (Fig. 1D)
y niveles de proteina de p-Smad2/3, Smad2/3 y Smad4 en células BT549 y SUM159PT (Fig. 1E),
lo que sugiere una retroalimentacion positiva sobre TGFB. De hecho, la coexpresién de ATF4 y
los miembros de la via canénica TGFB se correlacionan con una OS significativamente peor (P
= 0,0038) en el plotter KM (Fig. 1F), con un cambio de supervivencia positiva a negativa en co-
expresién con Smad4 o Smad3 en todos los BC (Fig. 1G). LOOCV demostré6 que ATF4 era
determinante para mantener un sistema operativo significativamente menor (Tabla S1

complementaria).
La inhibicién de ATF4 suprime la agresividad de las lineas celulares TNBC.

Para confirmar si ATF4 podria influir en el potencial metastasico y el crecimiento celular, ATF4
se silencid en tres lineas celulares TNBC tratadas con TGFB1. La deplecion de ATF4 condujo a
reducir la capacidad de curacién de la herida (figura 2A y la figura 2B complementaria) y la
invasién con y sin quimioatrayente (figura 2B). Estos resultados se correlacionaron con una
regulacion a la baja de los factores de transcripcion relacionados con la transicidn epitelio-

mesenquimal (EMT) (Zeb1, Twist1, Snail y Slug), que fue uniforme en las tres lineas celulares
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solo después del tratamiento con TGFB. N-Cadherin también se redujo en BT549 y SUM159PT,
pero no se detectd en MDA-MB-231 (Fig. 2C). La proliferacién celular disminuy6 después de la
anulacién de ATF4 (Fig. 2D), seguido por una menor expresion de Bcel2 y Mcl1 en las tres lineas

celulares (Fig. 1E).

Las propiedades de autorrenovacién y pluripotencialidad de las células TNBC se suprimen

después de la deplecién de ATF4.

Las células pluripotentes tumorales (CSC) contribuyen a la metastasis, el crecimiento tumoral y
la resistencia al tratamiento. Para determinar si la funcién de ATF4 en |la agresividad de TNCB
podria verse influenciada por un efecto sobre CSC, primero evaluamos la expresiéon de ATF4 en
mamosferas (MS) como marcador sustituto de CSC frente a células unidas. Los niveles de
proteina se incrementaron en términos de tiempo y generacién de MS (figura 3A y figura 2C
complementaria). En consecuencia, investigamos si la deplecién de ATF4 podria conducir a una
disminucion de MSFE. Nuestros resultados muestran reduccién de MSFE en todas las lineas
celulares después de la deplecién de ATF4 (Fig. 3B). ATF4 esta regulado positivamente por
estrés oxidativo en cultivos en suspension (12). Para evaluar si nuestros resultados en MS y
MSFE se debieron a una modulacién de las propiedades del pluripotencialidad o una
consecuencia de la separacion, se midieron los niveles de ARNm de los stemness marcadores
después de la inhibicién de ATF4. Encontramos la subexpresion de Nanog, Sox2, Oct4 y Cxcl10
en células BT549 y SUM159PT (Fig. 3C). Estos resultados se confirmaron a niveles de proteina,
aunque no se detectd Cxcl10 (Fig. 3D). De forma importante, se suprimieron Notch1 y Oct4
escindidos consistentemente en las tres lineas celulares probadas, y se acompanaron de una
clara inhibicion de CD44 (Fig. 3D).

ATF4 reduce la metastasis, el crecimiento tumoral y la recaida en modelos de ratén PDX.

Para los estudios in vivo, se seleccionaron los BCM-3887 metastasicos y los modelos altamente
agresivos BCM-4664 PDX con expresion de ARNm ATF4 alta y media por ARN-Seq,

respectivamente (figura 4A).

Para demostrar si el silenciamiento de ATF4 podria inhibir la metastasis del tumor de mama,
utilizamos un modelo de PDX altamente metastasico (3887-LM) en ratones. Después de la
eliminacién del tumor primario, los ratones se trataron con SiRNA # 2 ATF4 conjugado con DOPC
y control negativo (SCR) dos veces a la semana durante 6 semanas. Los animales tratados con
SiRNA n. ° 2 exhibieron nédulos metastasicos menos evidentes en higado (figura 4B) y pulmones
(figura 4C). Las lesiones metastasicas se confirmaron microscopicamente por IHC de Ki67 (Fig.
4D).

Para abordar si ATF4 podria representar un objetivo terapéutico atractivo en TNBC, evaluamos
el crecimiento tumoral, la poblacién CSC y la recaida tumoral después del tratamiento con ATF4
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siRNA y / o docetaxel. El direccionamiento in vivo de ATF4 redujo significativamente el
crecimiento tumoral solo (P <0,01) o en combinacién con docetaxel (P <0,05) (figura 5A) y la
poblacién de ALDF + en BCM-3887 (figura 5B). En el modelo BCM-4664, |a inhibicién de ATF4
restringié significativamente el crecimiento tumoral (P <0,001) (figura 5C) y la poblacion de ALDF
+ (figura 5D). Para investigar la recidiva tumoral después de la quimioterapia, se coadministraron
ATF4 siARN y docetaxel (33 mg / kg) dos veces a la semana durante 6 semanas a los ratones
con tumores BCM-4664. Los tumores Chemo+SCR alcanzaron el volumen minimo (124 mm3) el
dia 24 y comenzaron a volver a crecer el dia 28 (128 mm3), mostrando un aumento de 2.4 veces
el dia 38. Por el contrario, el volumen tumoral en Chemo + siRNA # 2 fue de 63 mm3 en el dia
24, y comenzaron a volver a crecer en el dia 28 (78 mm3), mostrando un aumento de 1,4 veces
en el dia 38. En el dia 56, el volumen del tumor en Chemo + SCR fue 2083 mm3 y 548 mm3 en
quimio + siRNA n. ° 2 (p <0,001) (figura 5C). La mediana del postratamiento de supervivencia
fue de 28 dias en Chemo + siRNA # 2 y 19 dias en Chemo + SCR (P <0,0001) (Fig. 5E). Para
confirmar que ATF4 fue dirigido de manera eficiente, se midié su expresion por Western blot en
BCM-3887 (Fig. 5F) y tumores BCM-4664 (Fig. 5G).

ATF4 esta aguas abajo de mTORC2 y regula mTOR/Rac1-RhoA independientemente del
estrés.

Tras el estrés celular, ATF4 se activa mediante la fosforilacién de elF2a como el nucleo central
de ISR. Para probar si TGFB estimula ATF4 dependiendo del ISR, inhibimos PERK, PKR,
GCN2,hRl y elF2q, en tres lineas celulares TNBC en presencia de TGFB1. Colectivamente, su
inhibicion no regula negativamente ATF4 de forma consistente a través de las lineas celulares
(Fig. 6A). Dado que el ISR no esta implicado en la actividad de ATF4 inducida por TGFp,
dirigimos las rutas de TGFB no canénicas MEK/ERK, PI3K, TAK1 y p38 con inhibidores
farmacologicos y TGFB1 en SUM159PT y BT549 durante 24h. La expresion de ATF4 disminuyo
después de la inhibicién de PISK y TAK1 (Fig. 3A suplementaria). Un cribado mas profundo de
la senalizacion de PI3K en las tres lineas celulares con inhibidores en el co-tratamiento con
TGFB1 mostré que PIZK, mTOR y SGK1/2 son independientes de Akt y PDK1. El inhibidor de
ATF4 ISRIB se us6 como control (Fig. 3B suplementaria). También se probé un segundo inhibidor
de PI3K para descartar cualquier efecto indeseado dependiente de inhibidor en ATF4 (Figura 3C
complementaria). Para comprobar si la comunicacion cruzada entre TGFB y Ras upstream PI3K
es la sefal principal en ATF4, transfectamos las células BT549 y SUM159PT con Ras siRNA con
y sin TGFB1. La inhibicion de Ras no pudo reprimir los niveles de proteina ATF4

independientemente de la fosforilacion de Akt (Fig. 3D Suplementaria).

La rapamicina inhibe mTORC1 y mTORC2 de una manera dependiente de la dosis y del tiempo
y SGK1, que se activa con mTORC2. Para aclarar si ATF4 esta aguas abajo de mTORC1 y/o

mTORC2 en TGF activo, se transfectaron tres lineas celulares TNBC con siRNA Raptor y Rictor
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con TGFB1. Se encontré una disminucidén constante de ATF4 tras el agotamiento de Rictor en
las tres lineas celulares (Fig. 6B). La via TAK1 se descarté ya que no se observé reduccién
después de su caida en SUM159PT (figura 6B). Debido a que nuestros resultados muestran que
Snail estd muy reprimido después de la caida de ATF4, se usé como control sustituto de la
inhibicién de ATF4. Snail disminuyé después de silenciar Rictor con TGFB1 en las tres lineas

celulares (Fig. 6C), lo que respalda la idea de que ATF4 esta aguas abajo de mTORC2.

La actividad de sefalizacion de mTOR esta modulada por varios bucles, y se cuestion6 si ATF4
podria retroalimentar sobre mTORC1/2. La expresion de ATF4 se correlaciond con la expresion
de mTORC1 (elF4E, R = 0.463; RPS6, R = 0.380) y dianas mTORC2 (Ndrg1, R = 0.213; RhoA,
R =0.320) (P <0.0001) en una cohorte de 2509 pacientes con cancer de mama (Fig. 6D), lo que
reforz6 nuestra hipétesis. La retroalimentacion positiva sobre mTORC1 y mTORC2 se confirmé
posteriormente. ATF4 siRNA inhibié aguas abajo objetivos de mTORC2 (p-Ndrg1, RhoA, Rac1)
y mTORC1 via (p-Akt, p-p70S6K) en células SUM159PT y BT549 (Fig. 6E). Curiosamente, RhoA
y Rac1 se redujeron consistentemente después del tratamiento con TGFB1 en tres lineas
celulares, y la inhibicién de Rac1 con TGFB1 se mantuvo en diferentes puntos de tiempo en tres

lineas celulares (Fig. 6E y Fig. 3E complementaria).

Colectivamente, nuestros datos sugieren que ATF4 estd integrado y regula tanto las vias de
sefalizacién canonicas, Smad4 y no canodnicas, PIBK/mTORC2/RhoA-Rac1, TGFB para modular

la metastasis, la pluripotencialidad y la supervivencia de las células tumorales (Fig. 6F).

Potencial pronéstico de una firma genética basada en mecanismos en pacientes con

cancer de mama.

En base a nuestras investigaciones sobre las vias de sefializacién en las que participa el ATF4,
cuestionamos si este conocimiento podria ayudar a mejorar el pronéstico y la toma de decisiones
sobre el tratamiento en pacientes con cancer de mama. Usando la base de datos KM plotter,
estudiamos el impacto de diferentes miembros de las rutas TGFR/Smad/ATF4 y
PIBK/mTOR/ATF4, en el RFS de pacientes con cancer de mama (Tabla S2 complementaria).
Los p-valores falsos positivos de P derivados de KM plotter se filtraron usando un analisis
multivariable de incremento. LOOCV se realiz6 para identificar cualquier efecto dependiente de
un solo gen en la supervivencia. Con base en este enfoque, se disefi6é una firma de ocho genes
(ATF4, TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, EIF4EBP1, RICTOR, NDRG1) que predicen un RFS
mas deficiente en la cohorte de expresion alta frente a la cohorte de baja expresion de pacientes
con cancer de mama cancer (todas BC, disminucién del cambio de 61 veces n = 1764, P <0,005)
y cancer de mama ER (disminucién del cambio de 81 veces n = 347, P <0,005) (Fig. 6G). En
todas BC, la firma de la invencion predice un RFS 27 veces mas pobre en comparacion con ATF4
(este es el primer candidato individual después de la firma que reduce significativamente el RFS-
supervivencia libre de recaida-). En ER-, la firma de la invencion predice un RFS 53 veces mas
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pobre en comparacién con NDRG1 (este es el primer candidato individual después de la firma
que disminuye significativamente el RFS) (Fig. 6G). LOOCV demostré que el menor RFS en
pacientes ER + y TNBC dependia de la expresién de NDRG1, aunque RFS no se determiné para

este gen en TNBC (Tabla Suplementaria S2).

Un analisis adicional de esta firma genética con OncoPrint en una cohorte de 2509 pacientes con
cancer de mama mostré que esta alterada en 1138 pacientes (45%) (Figura 3). El porcentaje de
alteraciones varié de 4% a 25% para genes individuales (ATF4, 4%; TGFBR1, 4%; SMAD4, 7%;
PIK3CA, 7%; RPTOR, 8%; EIF4AEBP1, 16%; RICTOR, 6%; NDRG1, 25%). M&s importante aun,
el analisis de Kaplan-Meier mostré que los pacientes con alteraciones (n = 1055) en esta firma
genética tienen peor supervivencia (143 meses) en comparacion con los pacientes sin
alteraciones (n = 925) (173 meses) (P = 0.00005) (Fig. 6H). El rendimiento de la firma alterada

en el analisis de Kaplan-Meier fue validado por LOOCV.
MATERIALES COMPLEMENTARIOS
Reactivos

Inhibidores LY2157299 (5 uM, inhibidor de TGFBR1 quinasa), U0126 (10 uM, inhibidor MEK1 /
2), SB203580 (10 uM, inhibidor p38-MAPK), BKM120 (5 pM, inhibidor PI3K, isoformas cataliticas
p110a / B/ & / y), LY294002 ( 10 uM, inhibidor PI3K, isoformas cataliticas p110a / B / 9),
GSKB90693 (10 puM, inhibidor pan-Akt), rapamicina (10 uM, inhibidor mTOR), GSK2334470 (10
MM, inhibidor PDK1), BI-D1870 (10 pM, inhibidor pan-RSK '), GSK650394 (10 puM, inhibidor SGK1
/ 2), CHIR-99021 (10 uM, inhibidor GSK3a / B), ISRIB (5 uM, respuesta de estrés integrada, o
ISR, inhibidor) se compraron de MedChem Express y (5Z) -7-Oxozeaenol de (1 uM, inhibidor de
Tak1) Sigma. El factor de crecimiento transformante recombinante humano B1 (TGFB1) se
obtuvo de Preprotech. Trilencer-27 Se obtuvieron siRNAs humanos para ATF4 y control
codificado (SCR) de Origene. Los siRNAs para Smad2 / 3, Smad4, PERK, PKR, GCN2, HRI,
elF2a, Raptor, Rictor y Tak1 se compraron de Santa Cruz Biotechnology. Ras siRNA era de
Sigma. Para estudios in vivo, el SIRNA n. ° 2 para ATF4 y el control SCR (secuencias de Origene)
se sintetizaron por Sigma. DOPC (1,2 -dioleoil-sn-glicero-3-fosfocolina) se adquirié de Avanti

Polar Lipids (Alabaster). Docetaxel se obtuvo de la farmacia del Houston Methodist Hospital.

Anticuerpos para ATF4 (CREB-2, C-20 y B-3), Smad4 (B-8), Twist1 (Twist2C1a), Bcl2 (C-2), Mcl1
(22), CD44 (HCAM, DF1485), Sox2 ( E-4), HRI (D12), Raptor (10E10), Rictor (H-11), Tak1 (H-5)
y RhoA (26C4) eran de Santa Cruz. B-Actina, fosfo-Smad2 (Ser465 / 467) / 3 (Ser423 / 425)
(D27F4), Smad2 / 3, N-Cadherina (D4R1H), Zeb1 (D80D3), Caracol (C15D3), Slug (C19G7),
Nanog (D73G4), Notch1 escindido (Val1744) (D3B8), Oct4, PERK (C33E10), PKR, GCN2, elF2aq,
fosfo-Akt (Serd73), fosfo-p70S6K (Thr389), fosfo-NDRG1 (Thr346), Ras eran de Cell Signaling y
Rac1 (102) de BD Biosciences.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de ATF4 para predecir o pronosticar la supervivencia global en un individuo con cancer

y/o para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaidas en un individuo con cancer.

2.- Uso de ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR,
RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente todos ellos, para predecir o pronosticar la

supervivencia libre de recaidas en un individuo con cancer.

3.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2 donde el cancer se selecciona de la lista
que consiste en: cancer de pancreas, cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de
higado, carcinoma esofagico de células escamosas, cancer de mama, cancer de mama receptor
de estrogenos negativo y triple negativo.

4 .- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde el cancer es cancer de mama.

5.- El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el cancer es cancer de mama
receptor de estrégenos negativo y triple negativo.

6.- Un método de obtencidén de datos utiles para predecir o pronosticar la supervivencia global
en un individuo con cancer y/o para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaida en
un individuo con cancer, que comprende

a) obtener una muestra biolégica aislada del individuo,
b) detectar el producto de expresién de ATF4

7.- Un método de obtencién de datos utiles para predecir o pronosticar la supervivencia libre de
recaida en un individuo con cancer, que comprende

a) obtener una muestra biolégica aislada del individuo,

b) detectar el producto de expresién de ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1,
SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente el de todos ellos.

8.- Un método para predecir o pronosticar la supervivencia global en un individuo con cancer y/o
para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaida en un individuo con cancer, que

comprende os pasos (a) y (b) segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7, y ademas comprende:

¢) asignar al individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia global cuando ATF4

presenta una expresidn superior, 0 sobreexpresién, respecto a una muestra de referencia, y/o
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¢1) asignar al individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas
cuando ATF4 presenta una expresion superior, o sobreexpresion, respecto a una muestra de

referencia, y/o

c2) asignar al individuo al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas
cuando ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR,
RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente todos ellos, presentan una expresion superior,

0 sobreexpresion, respecto a una muestra de referencia.

9.- Un método para predecir o pronosticar la supervivencia global en un individuo con cancer y/o
para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaida en un individuo con cancer, que

comprende os pasos (a) y (b) segun cualquiera de las reivindicaciones 6-7, y ademas comprende:

¢) asignar al individuo que presenta una expresion de ATF4 igual o mayor a aproximadamente

el cuartil alto de expresién al grupo de individuos con una menor supervivencia global, y/o

¢1) asignar al individuo que presenta una expresion de ATF4 igual o mayor a aproximadamente
el tertil alto de expresion al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas,

y/o

c2) asignar al individuo con cancer de mama positivo para receptor de estrégeno (ER+) que
presenta una expresién de ATF4 igual o0 mayor a aproximadamente el tertil alto de expresién al

grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas, y/o

c3) asignar al individuo cancer de mama negativo para receptor de estrégenos (ER-) que
presenta una expresion de ATF4 igual o mayor a aproximadamente el cuartil alto de expresién

al grupo de individuos con una menor supervivencia libre de recaidas, y/o

c4) asignar al individuo cancer de mama friple negativo que presenta una expresiéon de ATF4
igual o mayor a aproximadamente el cuartil alto de expresion al grupo de individuos con una

menor supervivencia libre de recaidas.

¢5) asignar al individuo con cancer de mama (sin distincién de subtipos) que presenta una
expresion media del conjunto de ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBRT,
SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente el conjunto formado
por todos ellos, igual o mayor que el cuartil bajo de expresién al grupo de individuos con una

menor supervivencia libre de recaidas.

¢6) asignar al individuo con cancer de mama ER- que presenta una expresién media del conjunto
de ATF4y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR,

NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente la expresion media del conjunto formado por todos ellos,
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igual 0 mayor que el tertil bajo de expresion al grupo de individuos con una menor supervivencia
libre de recaidas.

10.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9 donde la muestra son células o

tejidos tumorales, o biopsia liquida.

11.- El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6-9 donde la deteccion del producto de

expresion se realiza mediante RT-PCR.

12.- Un kit o dispositivo, que comprende los elementos necesarios para detectar el producto de
expresion de ATF4 y al menos un gen seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA,
RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1, preferentemente todos ellos.

13.- Un kit o dispositivo segun la reivindicacién anterior, que comprende cebadores, sondas y/o
anticuerpos capaces de detectar el producto de expresion de ATF4 y al menos un gen
seleccionado de entre TGFBR1, SMAD4, PIK3CA, RPTOR, RICTOR, NDRG1 y EIF4EBP1,

preferentemente de todos ellos, y donde:

- los cebadores o primers son secuencias de polinucledtidos de entre 10 y 30 pares de bases,
mas preferiblemente de entre 15 y 25 pares de bases, aun mas preferiblemente de entre 18 y 22
pares de bases, y aun mucho mas preferiblemente de alrededor de 20 pares de bases, que
presentan una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de al menos un 90%, aun
mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas preferiblemente de al menos un 98%,
y particularmente de un 100%, con un fragmento de las secuencias complementarias a la SEQ
ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7, SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO:
13 y/o SEQ ID NO:15;

- las sondas son secuencias de polinucleétidos de entre 80 y 1100 pares de bases, mas
preferiblemente de entre 100 y 1000 pares de bases, y aun mas preferiblemente de entre 200 y
500 pares de bases, que presentan una identidad de al menos un 80%, mas preferiblemente de
al menos un 90%, aun mas preferiblemente de al menos un 95%, aun mucho mas
preferiblemente de al menos un 98%, y particularmente de un 100%, con un fragmento de las
secuencias complementarias a la SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:5, SEQ ID NO:7,
SEQ ID NO:9, SEQ ID NO:11, SEQ ID NO: 13 y/o SEQ ID NO:15;

- los anticuerpos son capaces de unirse especificamente a una regién formada por cualquiera de
las secuencias aminoacidicas SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 8, SEQ
ID NO: 10, SEQ ID NO: 12; SEQ ID NO: 14 y/o SEQ ID NO: 16.

14.- El kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 12 o 13, donde los cebadores,

sondas o anticuerpos estan modificados.
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15.- El kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 12 - 14, que ademas comprende

todos aquellos elementos necesarios para llevar a cabo un procedimiento RT-PCR.

16.- Uso del kit o dispositivo tal y como se define en las reivindicaciones 12-15, para la obtenciéon
de datos utiles para predecir o pronosticar la supervivencia global en un individuo con cancer y/o

para predecir o pronosticar la supervivencia libre de recaida en un individuo con cancer.
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