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DESCRIPCION

METODO PARA PREDECIR LA RESPUESTA TERAPEUTICA A FARMACOS
INHIBIDORES DE LA SERINA-TREONINA KINASA BRAF

La presenie invencidn se encuadra dentro del campo de la oncologia, especificamente
dentro de los métodos de prediccion de la respuesta a farmacos inhibidores de la serina-
freonina kinasa BRAF en pacientes de cancer portadores de mutacionas oncogénicas
en BRAF (BRAF positives). Dichos métodos permiten identificar tempranamente qué
pacientes se beneficiaran de dicho tratamienio previamenie a su administracion. En
particular, la invencidn proporciona un biomarcador, asi como un anticuerpo especifico
frente al mismo, Util para predecir qué pacientes mostraran sensibilidad y, por tanto, una

respuesta clinica adecuada, a un posterior tratamiento con inhibidores de BRAF.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

£l 80% de los melanomas portan mutacionas oncogénicas en la serina/ treonina kinasa
BRAF. Actuaimente, el Unico tratamiento eficaz para estos casos es mediante [a
administracion de inhibidores especificos de dicha kinasa {por ejemplo, vemurafenib vy
dabrafenib). Aungue la mayoria de los casos responden al tratamiento, por razones
todavia desconocidas aproximadamente un 30% de los pacientes son refractarios a
dicha terapia, por Io que dichos pacientes se ven sometidos a un fratamiento indtil, no
exento de efectos secundarios adversos. Ademas, considerando que dicho tratamiento
cuesta alrededor de 30.000€ por paciente, esios casos suponen para los sistemas de

salud un dispendic de recursos econdmicos innecesario y completamente estéril.

La existencia de pacientes refractarios al fratamiento con farmacoes inhibidores de BRAF
hace necesaric desarrollar métodos de prediccidon que puedan aplicarse en la practica
clinica para identificar estos pacientes en una etapa temprana. Este enfoque ayudaria

a disenar esirategias de tratamiento eficaces adaptadas a cada pacienta.

La caracterizacion de marcadores moleculares que permitan discriminar los casos gue
son susceptibles de responder al fratamiento con inhibidores de BRAF v l0s gue no,

entre todos los pacientes de melanoma BRAF positivo, es de crucial importancia. Ser
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capaces de dsterminar tempranamente s el paciente presentarda una respussta
favorable al tratamiento antes de administrar &l mismo seria muy Uil en la practica
clinica para poder seleccionar el tratamiento apropiado para cada caso individual. Esio

permitiria a su vez mejorar el prondstico del sujeto.

Sin embargo, actuaimente no hay disponible ninglin biomarcador ni ninguna
metodologia gue permita predecir, de manera fiable vy simple, Ia respuesta clinica ai
tratamiento con farmacos inhibidores de BRAF en estos pacientes antes de proceder a
su administracion. Es decir, no se dispone de métodos susceptibles de ser aplicados en
la practica clinica que permitan la identificacion de ios pacientes no respondedores, o

que impide predecir la eficacia de |a terapia.

Hace unos afios se describid que la respuesia a vemurafenib se correlaciona
positivamente con los niveles citoplasmaticos de la MAP kinasa ERK1/2 (Bollag G et &/,
2010, Nature, 467 596-599). A este respecto, cabe destacar también que ios niveles de
ERK1/Z citoplasmatico se correlacionan con un buen pronodstico en tumores de mama
invasivos y en tumores microciticos de pulmon (Blackhall FH. et af, 2007, Clin Cancer
Hes, 9 2241-2247, Nakopoulou L. et al, 2007, APMIS, 113. 893-701).
Desafortunadamente, hasta la fecha dicho concepto no se ha podido llevar a ia dlinica,
ya gue no hay una manera facil de discriminar entre ERK1/2 citoplasmatica vy ERK1/2
nuclear, a no ser por engorrosas técnicas microscépicas (Bollag G ef af, 2010, Nature,

467 596-589), poco practicas para el diagndstico rutinario.

Por lo tanto, es necesario disponer de herramientas adecuadas susceptibles de ser
empleadas en la practica clinica que posibiliten identificar de manera selectiva ERK1/2
citoplasmatica versus ERK1/2 nuclear, ya que dichas herramientas permitirian predecir
la respuesta de los pacientes de cancer, preferiblemente melanoma, BRAF positivo a la

administracion terapéutica de farmacos inhibidores de BRAF, tales como vemurafenib.
DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente invencidn soluciona el problema anteriormente planieado mediante un

método que permife discriminar ERK1/2 cioplasmatica de ERK1/2 nuclear. Dicho

método utiliza, en particular, la deteccién y cuantificacion, en muestras aisladas de
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pacientes de cancer BRAF positivo, de ERK1/Z fosforiladas en la serina 301/284
respectivamente, las cuales se ha demostrado en la presenie invencion gue estan
presenies unicamente en la fraccion citoplasmatica de ERK. La cuantificacidn de los
niveles de ERK1/2 fosforiladas en la serina 301/284 permite, asi, predecir ia respuesta

clinica a un posterior tratamiento con inhibidores de BRAF.

Los inventores de la presente invencion han identificado un nuevo sitic de fosforilacion
en ERKZ, concretamente en la sering 284 (serina 301 en ERK1) v, tras generar un
anticuerpo que reconoce especificamente a ERK1 vy ERK2 fosforiiadas en serina
301/284 respectivamente, han comprobado que dicha fosforilacidn se da, dnica vy
exciusivamente, en la fraccidn cilopiasmatica de ERK1/2. Asi, utilizando técnicas de
electroforesis de proteinas, se demuestra en la presente invencidn gue los niveles de
ERK1/2 fosforiladas en serina 301/284 son muy superiores en lineas celulares de
melanoma que responden adecuadamente al tratamiento con el farmaco inhibidor de
BRAF vemurafenib, en comparacion con ios niveles encontrados en lineas resistentes
a dicho farmaceo. Por tanto, la cuantificacion de los niveles de ERK1/2 fosforiladas en
serina 301/284 en muesiras bioldgicas aisladas de pacientes de cancer portadores de
mutaciones oncogeénicas en BRAF {BRAF positive) permite predecir la respuesta

terapéutica a la administracion de inhibidores de BRAF.

Asimismo, el anticuerpo anti-ERK1/2 fosforiladas en serina 301/284 generado en la
presente invencion puede ser utilizado en e métode de prediccion de la respuesta
terapéutica a inhibidores de BRAF agqui propuesio para la esiratificacion, facil y rapida,
de los casos de cancer, preferiblemente melanoma, BRAF positive en funcion de su

potencial de respuesta a la terapia con inhibidores de BRAF.

Por todo elio, un aspecte de ia invencion se refiere al uso de los niveles de ERKA
fosforiiada en la serina 301 v de los niveles de ERK2 fosforilada en la serina 284 como
biomarcador para predecir in vilro la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco

inhibidor de ia serina-treonina kinasa BRAF en un paciente.

“Predecir la respuesta terapéutica” se refiere a determinar, antes de administrar e
tratamiento, si el farmaco inhibidor de BRAF inducird una respuesta favorable, positiva

0 adecuada en el sujeto © paciente una vez tratado con e mismo, es decir, después de
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administrar el farmaco. Una “respuesta positiva o adecuada” a un farmaco inhibidor de
BRAF se produce cuando se observa una mejora o una reduccion en ios sintomas del
tumor, preferiblemente cancer, mas preferiblemente melanoma, en el paciente. Dicha
respuesta positiva o adecuada al tratamiento con un inhibidor de BRAF se da, en
particuiar, cuando [os niveles de actividad toial de ERK1/2, evaluados mediante los
niveles de fosforilacion de su motivo de fosforilacion TEY, se ven disminuidos en una
muesira bioldgica aislada del paciente fras la administracidn del farmaco en
comparacion con dichos niveles de actividad medidos en una muestra biclogica aislada
del mismo paciente previamente a la administracidén del farmaco. Dicha respuesta
posiiva ¢ adecuada al tratamiento con un inhibidor de BRAF se da, también,
preferiblemente, cuando hay desaparicidon, o disminucion, de las lesiones metastéticas

Macroscopicas.

El término “in vitro” significa que los méiodos y usos descritos en la invencion se realizan

enteramente fuera del cuerpo humano o animal.

El término "sujeto”, “individuo” o “paciente”, como se usa en la presente invencidn, se
refiere preferiblemente a un humano ¢ mamiferc no humano, tal como primates,
equines, roedores, rumiantes, gatos o perros. Preferiblements, el paciente al que se

refiere la invencidn es un ser humano.

“ERKA1/27 se refiere, preferiblemente, a ERK1 (MAPK1T) v ERKZ (MAPK3) humanas
(MAPK1 (UniprotkKB: P28482) v MAPKS3 (UniprotKB: P27381) segun la nomenclatura
HUGO). Son MAP kinasas implicadas en diversas funciones celulares, tales como
regulacion de la meiosis, mitosis v postmitosis en células diferenciadas. Una variedad
de estimulos, incluyendo factores de crecimiento, citoguings, infeccidn viral, agentes
carcinogenicos, eic., activan la via de sefalizacion RAS-ERK. ERK1/2 son répidamente
fosforiiadas tras la activacion de los receptores tirosina kinasas de la superficie celular,
tales como el recepior del factor de crecimiento epidérmico. Esta fosforilacion conduce

a g activacion de sy actividad kinasa.

Las "ERK1/2 fosforiladas en la serina 301 o en 1a sering 284, respectivamente” son las
enzimas ERK1 v ERKZ que han incorporado un grupo fosfato en dichas posiciones

concretas de sy secuencia aminoacidica.
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La enzima “serina-tfreonina kinasa BRAF® es la enzima, preferiblemente humana,
(UniprotkKB: P15056), mas preferiblemente codificada por el gen 7g34. La expresidn
“BRAF positivo” se refiere, en la presente invencidn, a ia presencia de una mutacion
{oncogénica) de sustitucion en el residuo VB00 de la secuencia aminocacidica de BRAF,

preferiblemente a la presencia de la sustitucion VBCOE.

En otra realizacion preferida, el inhibidor de la serina-tfreonina kinasa BRAF es

vemurafenib y/o dabrafenib, mas preferiblemente vemurafenib.

El farmaco “vemurafenib” (PLX4032 o RG7204) es un compuesto quimico de bajo peso
molecular que se administra por via oral, inhibidor de la actividad de la enzima serina-
freonina guinasa BRAF. La indicacion terapéutfica de este inhibidor de BRAF es en
melanoma no resecable o metastasico con mutacidn de BRAF V800 positiva. Se

comercializa bajo &l nombre de Zelboraf®.

El farmaco “dabrafenib” es también un inhibidor de BRAF v su indicacién terapéutica es
en melanoma no resecable ¢ metastasico con mutacion de BRAF V800 positiva, como
tratamiento en monoterapia ¢ en combinacion con trametinib, vy en cancer de pulmon no
microcitico avanzade con mutacién de BRAF VB0O0 positiva, en combinacion con

trametinib. Se comercializa bajo el nombre de Tafinlar®,

Las mutaciones oncogénicas en el gen codificante para la enzima BRAF, las cuales
conducen a ia sustitucion del aminoacido Valina (V) en la posicion 600, preferiblements
por el aminodcido aspéartico (E), conducen a la activacion constitutiva de esta proteina,
o que promueve la proliferacion celular en ausencia de los factores de crecimiento gue
normaimente son requeridos para dicha proliferacidn. Las mutaciones oncogénicas en
BRAF se han identificado de manera muy frecuente en tipos de cancer especificos,
estando presentes, por ejemplo, en el 80% de los melanomas. La mutacion oncogénica
en BRAF observada con mayor frecuencia es VB0O0E, la cual representa
aproximadamente f 90% de las mutaciones en BRAF observadas en casos de

melanoma.

Por gllo, en ofra realizacidn preferida, el paciente al que se refiare la presente invencidn
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padece cancer, en particular céncer BRAF positive, es decir, es un paciente de cancer
que presenta una mufacién oncogénica en BRAF donde dicha mutacidn es

preferiblemente en la VOO0, mas preferiblemente la mutacion es VB00E.

Mas preferiblemente, el cancer es melanoma, aun mas preferiblemants melanoma no
resecable o metastasico con mutacion de BRAF V800 posiliva, ¢ cancer de pulmon no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmdn no microcitico avanzado con

rutacion de BRAF VB00 positiva. En una realizacién particular, el cancer es melanoma.

En la realizacidn mas preferida de la presente invencion, &l inhibidor de BRAF es

vemurafenib y el paciente padece melanoma.

Como los niveles de ERK1/2 citoplasmatico se correlacionan, no solo con la respuesta
terapéutica al ratamients con un farmaco inhibidor de BRAF, sino también con un buen
prondstico en tumores de mama, preferiblemante invasivos, v en tumores de pulmdn,
preferiblemente microciticos (Blackhall FH. ef al., 2007, Clin Cancer Res, 9: 2241-2247;
Nakopoulou L. et al, 2007, APMIS, 113: 693-701), otro aspecto de la invencion se refiere
al uso de los niveles de ERKA fosforilada en la serina 301 v de los niveles de ERKZ
fosforilada en la serina 284 como biomarcador para el prondstico /n vitro de tumores de
mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmodn, preferiblemente microciticos, en un

paciente.

El término "prondstico” se refiere al procedimiento mediante el cual se establece una
prediccion de los sucesos que ccurriran en &l desarrollo o curso de una enfermedad,

preferiblemente, cancer, incluyendo recaida o capacidad de diseminacion metastasica.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un metodo in vitro, de ahora en adelante
“‘método de la invencidn”, para predecir la respusstia terapéutica al tratamiento con un
farmaco inhibidor de ia serina-tfreonina kinasa BRAF en un paciente, donde dicho
método comprends las siguientes etapas:
a. Cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2
fosforilada en la serina 284 en una muestra bioldgica aislada del paciente

{recolectada antes de administrar el tratamiento con el inhibidor de BRAF),
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b. Comparar los niveles cuantificados en la etapa (a) con un valor de referencia,
donde dicho valor de referencia procede de la cuantificacion de los niveles
de ERK1 fosforilada en [a serina 301 v de ERKZ fosforilada en la serina 284
en una muesira bioldgica aislada de un paciente que no responde al
tratamiento con un inhibidor de la serina-freonina kinasa BRAF, v

¢. Asignar al paciente de ia efapa (a} al grupo de individuos que responderan
adecuadamente al tratamiento cuando el valor de cuantificacién obtenido en

Iz stapa (a) es significativamente mayor gue el valor de referencia.

La expresion “cuantificar” se refiere a la medida de la cantidad ¢ concentracion de ERK1

fosforilada en la serina 301 v de ERKZ fosforilada en la serina 284 en la musestra.

El término "caniidad” se refiere, pero sin limitacién, a la cantidad absoluta o relativa de
ERK1 fosforilada en la serina 301 v de ERKZ fosforilada en la serina 284 en ia muesira,
asi como a cualquier ofre valor o parameiro relacionadoe con ella o gue se pueda derivar
de ella. Estos ofros valores o parametros comprenden, por ejemplo, valores de
intensidad de una sefial obtenida a partir de cualquier propiedad fisica 0 guimica de
ERK1 fosforilada en ia serina 301 y de ERKZ fosforilada en ia serina 284 obtenidos por
medidas indirectas o directas, por sjemplo, por espectroscopia de masas o por

resonancia magnética nuclear.

Asi, la cuantificacién de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 v de ERK2
fosforiiada en la serina 284, tal y como se describe en la presente invencion, pusde
realizarse como una medicion directa o indirecta. La medicidn directa se refiere a 1a
medicién de la intensidad de una sefial directamente obtenida de la presencia de ERKH1
fosforilada en la serina 301 vy de ERKZ fosforilada an la serina 284. Esta sefal se
correlaciona directamente con el numere de moiéculas de producto presentes en la
muesira. Esta sefal, también denominada "sefial de intensidad”, puede obienerse, por
giemplo, midiendo un valor de intensidad derivado de una propiedad fisica o quimica del
producto. La medicidn indirecta se refiere a la medicidn obienida a partir de un
componente secundario {es decir, un componente que s diferente de ERK1 fosforilada
en la serina 301 v de ERKZ fosforilada en ia serina 284) o una medicidn derivada de,
por ejemplo, respuestas celulares, ligandos, sustratos, eliquetas ¢ productos de

reaccidn enzimatica asociados a ERK fosforilada en la serina 301 y ERKR fosforilada
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en la serina 284 ¢ a sus actividades.

Metodos para detectar y cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 v
los niveles de ERKZ fosforilada en la serina 284 son conocidos por los expertos en la
materia, por ejemplo, mediante estudics masivos de fosfoprotedmica empleando 13

técnica de especitrometria de masas.

Esta cuantificacidn de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 v los niveles de
ERK2 fosforilada en la serina 284 puede realizarse, pero sin limitacion, por incubacion
o hibridacion in situ con anilicuerpos especificos contra (gue reconccen) ERK1
fosforilada en la serina 301 y/o ERKZ fosforilada en la serina 284, o un fragmento
inmunolégicamente active de los mismoes, en ensayos tales como Western blot, geles
de eleciroforesis, iransferencia a membrana ¢ hibridacién con sondas especificas,
ensayos de inmunoprecipitacién, arrays de proteina, preferentemente microarrays
basados en anticuerpos, citometria de flujo, inmunoflucrescencia, inmunchisioguimica,
guimicluminiscencia, inmunocensayos tales como ELISA, radicinmuncensayo (RIA}, o
cualquier ofro método enzimatico, por incubacion con un ligando o sustrato especifico,
dispositivos de flujo lateral o Luminex®, RMN o cualquier ofra técnica de diagndstico por
imagen utilizando nanoparticulas paramagnéticas u otre tipo de nanoparticulas
funcionalizadas, por técnicas cromatograficas preferentemente combinadas con
espectrometria de masas, colorimeiria ¢ isoeleciroenfoque. La medicidn de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 puede
realizarse por e reconocimiento especifico de cualquier fragmento de las enzimas asi

fosforiladas por medio de sondas y/o anticuerpos.

Preferiblemente, la cuantificacion de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y
de ERK2Z fosforilada en la serina 284 se lleva a cabo en ia presente invencidn medianie
inmunoensayo basado en anticusrpos especificos frente a dichas formas de ERK, mas
preferiblemente mediante Western blol. Para el inmunoensayo, los anticuerpos
empleados pueden estar marcados © no marcados, por ejempio, pueden marcarse con
un anticuerpe secundario, una enzima, un susirato de una enzima, radioisétopos,
etiquetas magnéticas, fluorescencia o similares, y/o pueden estar inmovilizados en un

soporte tal como una placa de microtitulacidn o bio-chip.
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Un “inmunocensayc” o “ensayo inmunchistoquimico” s un ensayo biocguimico gue
detecta y/o cuantifica la cantidad o concentracidon de unc o mas peptidos de interés (en
el contexic de la presente invencion ERK1 fosforilada en la serina 301 vy ERKZ
fosforilada en la serina 284), en una muestra. Para eilo, la reaccidn emplea uno o mas
anticuerpos aspecificos de los antigenos gue van a ser detectados. La cuantificacién de
la proteina puede lievarse a cabo por cualquier meélodo conocido en la técnica, para lo
cual el antigeno y/o el anticuerpo estaran preferiblemente marcados. El inmunocensayo
al gue se refiere la presenie invencidn puede ser competitive o no competitivo. £n un
inmunocensayo competitivo la sefial detectada serd inversamenie proporcional a la
concentracién de antigenoc en la muestra. En un inmunocensayo no competitivo (tal como
un ELISA en sandwich) la sefal detectada es directamente proporcional a la

concentracion de antigeno en la muestra.

Ejemplos de inmunoensayos Uliles para ser aplicados en el método de la presents
invencién son, pero sin imitarmnos, inmunobioting (Western biot), inmunoprecipitacidn,
ELISA, ensayo mulliplex, ensayo dipstick, inmuncensaye en linea (LIA),
radicinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoradiométrico (IRMA), inmunofluorescencia,
inmunchistoguimica, quimicluminiscencia, hemaglutinacidén pasiva, inmunomarcaje con
particulas de oro (microscopia electrénica de fransmision), chips de lipopolisacarido
(LPS) o proteina ¢ mapa-x, PCR inmunocuantitativa en tiempo real (igPCR), etiquetas
glectroquimicluminiscentes, inmunoensayos libres de etliquetas {por ejemplo,
resgnancia de plasmones superficiales), inmunoensayo fotoacustico,
inmuncsnsayo con enzimas clonadas de donador (CEDIA}, ensayos
inmunocromatograficos de flujo lateral, inmunocensayo magnético (MIA), inmunoensayo
de fibra optica envolvente (SOFIA), inmunocensayo basado en CD/DVD o aglutinacion-
PCR (ADAP).

£l ensaye ELISA esta basado en la inmovilizacion de un antigeno o anticuerpo en un
soporte solido, de manera que esie sisterna es posieriormente puesto en contacto con
una fase fluida gue contiene el reaclivo complementario, el cual puede estar unido a una
etiqueta o compuesto marcador. La técnica ELISA referida en la presente invencion

puede ser directa, indirecta o en sandwich.

El anticuerpo empleado en los métodos agqui descritos se encuentra preferiblemente
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conjugado con un sistema de deteccion o se encuenira unide a un anticuerpo secundario
el cual esta acoplado a un sistema de deteccidn. La sefal producida como consecuencia
de la reaccion de marcaje se puede medir, por sjemplo, perc sin limitarnos, mediante
espectrofofometria, quimicluminiscencia, espectrofiucrometria,  bicluminiscencia,
calorimetria  deferencial, ultracentrifugacidn  analitica, interferometria, stc.

Preferiblements, ia técnica empleada en ia presents invencidn es quimisiuminiscencia.

La expresion "recolectada antes de adminisirar ef fratamiento con el inhibidor de BRAF”
se refiere a una muesira bioldgica procedente del paciente cuando éste aun no ha

recibido tratamiento previo con inhibidores de BRAF, preferiblemente con vemurafenib.

£l término “muestra bioldgica aislada” se refiere, pero sin limitaciones, a cusglquier tejido
y/o fluido bioldgico obtenido u exiraido de un sujeio o paciente que comprende células
fumorales, es decir, células procedentes de un tumor. La musastra biologica puede ser,
por elemplo, un tejido procedente de una biopsia tumoral 0 una muestra procedents de
un aspirado por aguja fina, o puede ser un fluido bioldgico, por ejemplo, sangre, plasma,
suero, linfa, fluido ascifico, orina, saliva o exudado glandular. La muesira bioldgica

puede ser fresca, congelada, fijada o fijada y embebida en parafina.

El término “valor de referencia”, tal v como se emplea en el método de la invencidn
anteriormente descrito, es cualguier valor © rango de valores derivado de la
cuantificacion de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 vy de ERK2Z fosforilada
en la serina 284 en una muestra biclogica aislada de un paciente que se sabe que no
responde adecuadamente al tratamiente con un inhibidor de BRAF, preferiblemente
vemurafenib, o en una mezcla de muestras bioldgicas aisladas de pacientes de este

tipo.

La "comparacion” a la que se refiere a la etapa (b) del método de 1a invencidén puede

levarse a cabo de manera manual o aufomatizada.

Una cantidad “significativamente mayor” que un valor de referencia puede determinarse
rmediante varias herramientas estadisticas, tales como, por sjemplo, pero sin limitarnos,
determinacion de intervalos de confianza, determinacion del p-valor, test T de Student,

funciones discriminantes de Fisher, Kruskal-Wallis, ANOVA, Bonferroni, Mann-Whitney,
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etc.

Las elapas (a) v (b) del método de la invencion pusden ser iotal ¢ parcialmente
computarizadas. Ademas, el método de la invencidn puede comprender otras etapas
adicionales, opcionales, por ejemplo, relacionadas con el pre-tratamienio de las

muesiras bioldgicas antes de su analisis.

En ofra realizacion preferida del método de la invencion, e inhibidor de la serina-treonina

kinasa BRAF es vemurafenib y/o dabrafenib, mas preferiblemente vemurafenib.

En ofra reaiizacion preferida, el paciente al que le va a ser aplicado el método de la
invencidn padece cancer, en particular cancer BRAF positive, es decir, es un paciente
de cancer que presenta una mutacidon oncogénica en BRAF donde dicha mutacidn es

preferiblemente en la VB00, més preferiblemente la mutacion es VBOOE.

Mas preferiblemente, ol cancer es melanoma, aun mas preferiblemente melanoma no
resecable o metastasico con mutacién de BRAF VB00 positiva, o cancer de pulmdn no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmdn no microcitico avanzado con

mutacion de BRAF VB00 positiva. En una realizacion particular, el cancer es melanoma.

En una realizacion particular del método de la invencidn, el inhibidor de la serina-

freonina kinasa BRAF es vemurafenib vy el paciente padece meianoma.

En ofra realizacidn preferida, el paciente al gque le va a ser aplicado el método de la

invencion es humano.

En otra realizacion preferida, la cuantificacidn de los niveles de ERK1 fosforilada en la
serina 301 y de ERK2 fosforilada en 1a serina 284 se lleva a cabo, en los métodos agui
descritos, mediante &l uso de un anticuerpo que reconoce a ERK1 fosforilada en la
serina 301 y a ERK2 fosforilada en la serina 284 especifico frente al péptido que consiste
en ia SEQ ID NO: 1 (NRLFPNADSKALDLLDKML), es decir, mediante el anticuerpo de

la invencion descrito mas abajo.

Oftro aspecto de la invencidn se refiere a un método /i vitro para ef prondstico de tumores
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de mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmdn, preferiblementes microciticos, en un
paciente, donde diche método comprende las siguientes etapas:
a. Cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2
fosforilada en la serina 284 en una muestra bioldgica aislada del pacienie,
b. Compararlos niveles cuaniificados en la etapa (a) con un valor de referencia,
donde dicho valor de referencia procede de la cuantificacion de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 v de ERK?2 fosforilada en la serina 284
en una muestra hioldgica aislada de un paciente diagnosticado con el mismo
tipo de cancer que ef paciente del paso (8) y que presenta un mal prondstico,
Y
c. Asignar al pacienie de ia etapa (a) al grupo de individuos que presentaran un
buen pronodstico cuandoe el valor de cuantificacion obtenido en la etapa (a) es

significativamente mayor que &l valor de referencia de la etapa (b).

Se entiende por “mal prondstico” la recaida, metastasis y/o ausencia de mejora en los

sintomas del tumor, preferiblemente cancer.

El anticuerpo descrito en la presente invencidn, el cual reconoce a ERK1 fosforilada en
la serina 301 vy a ERKZ fosforilada en la serina 284 v que es especifico frente al péptido
de SEQ ID NO: 1, ha sido disefiado por los inventores de la presente invencion para
desarrollar los métodos aqui descritos. Por tanto, ofro aspecto de la invencidn se refiere
a un anticuerpo, gue reconoce a ERK1 fosforilada en la serina 301 v a ERKZ fosforilada
en la serina 284, especifico frente al peptido que consiste en la SEQ 1D NGO 1
(NRLFPENADSKALDLLDKML)Y. De ahora en adelante se hara referencia a este

anticuerpo como “anticuerpo de ia invencidon”.

Este anticuerpo de la invencitn es policional, es decir, ha sido generado mediante la
inmunizacion de un animal, preferiblemente mamifers no humano, mas preferiblemente
conejo, con el péptido {antigeno) disefiado por los inveniores que consiste en la SEQ 1D
NG: 1. Métodos de produccidn y purificacion de anticuerpos policlonales mediante
inmunizacion de un animal con el antigeno correspondiente son ampliamente conacidos
por los expertos en la materia, y cualquiera de ellos podria emplearse para la obtencion

del anticuerpo de la invencion.
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En el peplido que consiste en la SEQ 1D NO: 1, la serina de la posicion 8 se encuenira
fosforiiada, preferiblemente dicha serina ha sido fosforiiada quimicamente. Dicho
peptido es 100% homdlogo o idéntico entre 10s paralogos ERK1 vy ERK2Z, por io que ef
anticuerpo de la invencidn generado frente al mismo reconoce (se une, hibrida con)

ambas proteinas fosforiladas en 13 serina 301 vy 284 respactivamente.

Otro aspecto de [a invencion, se refiere a un péplido que consiste en la SEQ 1D NO: 1
(NRLFPENADSKALDLLDKML), donde la serina de la posicidn 9 esta fosforilada. Otro
aspecio de la invencion se refiere al uso de dicho péptido para la generacion del

anticuerpo de la invencion.

Preferiblemente, el anticuerpo de la invencidn se encuenitra marcado. El termino
“marcado”, tal y como se utiliza en la presente descripcidn, se refiere a que el anticuerpo
estd conjugado con una etiqueta o sistema de deteccidn. Son conocidos en el estado
de la técnica un elevado numero de etiquetas que pueden ser conjugadas a un
anticuerpo. Eiemplos de dichas etiguetas son, pero sin limitarmos, radicisdiopos [por
ejemplo, 32P, 355 o 3H], marcadores fluorescentes o luminiscentes [por ejemplo,
fluoresceina (FITC), rodamina, rojo texas, GFP, ficoeritrina (PE), aloficocianing, 6-
carboxifluoresceina (6-FAM), 2,7 -dimetoxi-4',5'-dicloro-8-carboxiflucresceina (JCE}, 6-
carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxi-2'. 47" 4,7-hexaclorofiuoresceina (HEX), 5-
carboxifiuoresceina (5-FAM) o N,N.N' N'-tetrametii-6-carboxirodamina (TAMRA)
anticuerpos secundarios o fragmentos de anticuerpos [por ejemplo, fragmentos F(ab)2}],
etiquetas de afinidad [por ejemplo, bicting, avidina, agarosa, proteina morfogensatica del
hueso (BMP), haptencs], enzimas o substratos de enzimas [por ejemple, fosfatasa

alcalina (AP) y peroxidasa de rabano picante (HRP)].

La veriaja de marcar los anticuerpos es gue ésios pueden ser detectados v su sefal

cuantificada.

Preferiblements, el anticuerpo de ia invencidn s encuentra inmovilizado en un soporte.
El términc “inmovilizado”, tal y como se uliliza en |a presente descripcion, se refiere a
que el anticuerpo esta unido a un soporte sin perder su actividad de inmunoreaccion con
su antigeno (péptido de SEQ ID NO: 1), Preferiblemente, el soporte es la superficie de

una matriz (por ejemplo, una matriz de nylon ¢ latex), una membrana, una placa de
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microtitulacion (por ejemple, de 98 pocillos) ¢ soporte de plastico, silicona, vidrio ©
similar, o bien cuentas {por elemplo esferas, preferiblemente esferas de agarcosa ¢
microesferas  pequefias  superparamagnéticas  compuestas  de  malrices
biodegradables), gel, soporte celuldsico, resina de adsorcién ¢ similares. En general,
cualquier superficie sdlida que permita la unidn, directa o indirecta, mediante enlace
covalente 0 no covalente, del anticuerpo de la invencion puede ser empieado. Ademas,
el soporie puede estar en forma de varilla, tira reactiva, papel, cuenia de lalex,

ricroesfera, array, placa multipocilio o similar.

Mas preferiblemente, el anticuerpe de la invencidn se encuentra marcade e
inmovilizado. Aun mas preferiblemente, dicho marcaje se da a través de un anticuerpo

secundario conjugado con peroxidasa de rabano.

El anticuerpo descrito en la presente invencion puede ser humano, humanizado,
recombinante, monocional, quimérico, conjugado, etc. Dentro del alcance de la presente
invencion también se incluyen fragmentos inmunoldgicamente activos del anticuerpo de
la invencidn. Ejemplos de dichos fragmentos son, pero sin limitarnos, un fragmento Fab,
F{abh2, Fab', F sc o Fv.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un kit, Gtil para ser empleado en los métedos
aqui descritos, de ahora en adelante "kit de la invencidn”, gue comprende el anticuerpo
de la invencidon, donde dicho anticuerpo puede ¢ no estar marcado y/o inmovilizado

como se ha descrito anteriormente.

Este kit comprende, preferiblemente, todos aquellos elementos necesarios para predecir
la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco inhibidor de BRAF en un paciente
o para pronosticar (a evolucion de) tumores de mama, preferiblemente invasivos, y/o
de pulmdn, preferiblemente microciticos, en un paciente, segun los métodos descrifos
anteriormente. Asi, el kit de la invencidn puede comprender elementos tales como, por
gjemplo pero sin limitarmos, soluciones de conservacion, tampones, diluyentes, filtros,
vehiculos, enzimas, tales como polimerasas, cofactores necesarios para obtener una
actividad dptima de dichas enzimas, etc. El kit puede comprender todos aquellos
sopories y recipientes necesarios para la implementacion de los métodos aqui descrifos.

El kit puede comprender ademas oiras moléculas, genes, proteinas ¢ sondas,
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adecuados como controles positives o nagativos. Preferiblemente, &l kit de la invencion
comprende ademas instrucciones sobre como llevar a cabo los métodos aqui descritos,
etiguetas para identificar los diferentes siementos comprendidos en el kit y su aplicacion
y/o listados de los componentes comprendidos en el kit

El kit de la invencitén puede comprender, en diferentes combinaciones, cebadores u
oligonucledtidos y sondas control, anticuerpos secundarios gue sirvan para el marcaje
a través de su conjugacidn con un sistema de deteccidon y/o anticuerpos control gue
sirvan para la normalizacion de los niveles de expresion, reactivos, sefales de
deteccidn, instrumentos necesarios para el procesamiento y puesta en marcha de
arrays, fluorocromos, sondas de marcaje, susiratos necesarios para la activacion o
iniciacion de la reaccion de marcaje por el sistema de conjugacion seleccionado,
soluciones de blogueo, de parada y/o de lavado, o similares. Las sondas, cebadores y/o
anticuerpos control pueden ser especificos de genes, proteinas o péplidos expresados
constitutivamente por las células en la muestra bioldgica analizada, de manera gue su
aplicacion permita asegurar que los valores de los niveles de expresion de ERKH1
fosforilada en la serina 301 y de ERKZ fosforilada en |z serina 284 medidos enla muestra

son fiables vy correcios.

Kl kit puede también comprender medios adecuados para albergar v conservar la
muesira bioldgica gue va a ser analizada en los métodos agui descritos. Dichos medios
pueden ser, por ejemplo, un contenedor adecuado para contener una muestra de una
biopsia o aspirade tumoral. Asi, dicho kit pusde comprender un contenedor tal como
botellas, viales, jeringas o tubos de ensayo. Dicho contendor pusde estar hecho de, por
ejemplo, pero sin limitarnos, vidrio o plastico o cualquier otro material adecuado para la

conservacion de la muesira bioldgica en condiciones éptimas.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del anticuerpo de la invencion o del kit de
la invencidn para predecir in vilro la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco
inhibidor de la serina-treoning kinasa BRAF en un paciente, o para pronosticar in vitro
{la evolucidn de) tumores de mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmdn,
preferiblemente microciticos, en un paciente, mas preferiblements mediante los

meétodos anteriormente descritos.

En una realizacion preferida de dicho uso, &l inhibidor de la serina-treoning kinasa BRAF
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es vemurafenib y/o dabrafenib, preferiblemente vemurafenib.

En ofra realizacidn preferida, el paciente padece cancer, en particular cancer BRAF
positivo, es decir, @5 un paciente de cancer que presenta una mutacion oncogénica en
BRAF, donde dicha mutacion es preferiblemente an la V800, mas preferiblemente la

mutacion es VB00E.

Mas preferiblemente, ol cancer es melanoma, aun mas preferiblemente melanoma no
resecable o metastasico con mutacién de BRAF VB00 positiva, o cancer de pulmdn no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmdn no microcitico avanzado con

mutacion de BRAF VB00 positiva. En una realizacion particular, el cancer es melanoma.

En la realizacidn mas preferida, el inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF es

vamurafenib y el paciente padece melanoma.

En otra realizacion preferida, el paciente s humano.

Otro aspecte de la invencién se refiere a un meétodo in vilro de obtencidn de informacion
o datos dtiles para predecir la respuesia terapéutica al tratamiento con un farmaco
inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente, donde diche método
comprende las siguientes etapas:

a. Cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2
fosforilada en la serina 284 en una muestra bicldgica aislada del paciente
{recolectada antes de administrar el tratamiento con el inhibidor de BRAF), v

b. Compararlos niveles cuantificados en la etapa (8) con un valor de referencia,
donde dicho valor de referencia procede de la cuantificacion de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2Z fosforilada en la serina 284
en una muestra bioldgica aislada de un paciente que no responde al

tratamiento con un inhibidor de 1a serina-treonina kinasa BRAF,

Estas elapas (a) y (b} se pueden llevar a cabo como se ha explicado anteriorments para

el método de la invencion.

{Otro aspecto de la presente invencidn se refiere a un meétodo para tratar a un pacients
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que padece céancer BRAF positivo, preferiblemente melanoma BRAF positivo, gue
comprende: (a) identificar al paciente como respondedor o no respondedor al
tratamiento con inhibidores de BRAF, preferiblemente al tratamiento con vemurafenib,
segun al método de la invencidn; y (b) administrar dicho tratamienio al paciente cuando
en la etapa (&) se ha determinado que es un pacients respondeador al mismo.

Aleolargo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” y sus variantes
no pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ¢ pasos. Para
los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se
desprenderan en parte de la descripcidn v en parte de ia practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracion, y no se pretende

que sean limitativos del ambilo de proteccidn de la presente invencidn.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Especificidad del anticuerpce de la invencién {anticuerpo anti-fosfo
serd84/301). Células HEK294 fueron transfectadas con ERKZ humana (Hs) o de pez
zebra (Dr), donde el residuo homdlogo de la serina 284 es una prolina, por tanto, no
fosforilable. Se observa que &l anticuerpo sdlo reconoce ERK2 humana, en células bajo
gstimulacion, en este caso con EGF. Un anticuerpo anti-FLAG fue utilizado como

control.

Fig. 2. ERK1/2 fosforiladas en ser 301/284 se localizan exclusivamente en el
citoplasma. Células Hela fueron estimuladas con EGF por § min, v la localizacion
subcelular de ERK1/2 endégenas fosforiladas en los antedichos residuos se analizd
mediante inmunofiuorescencia y microscopia confocal. Se observa que ERK1/2
fosforiiadas en dichas posiciones estan completamentie excluidas del nicleo, marcado
con DAPIL

Fig. 3. Correlacidén entre los niveles de ERK1/2 fosforiladas en ser 301/284 v la
sensibilidad a vemurafenib. De la linea celular de melanoma BRAF positivo M249, se
obtuve una sublinea resistente a vemurafenib (vemR)} y los nivelas de fosfo-ser 284/301
se analizaron en dicha sublinea en comparacidon con ia linea parental. Se observa, que

dichos niveles son muy superiores en la linea parental, sensible a vermurafenib.
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Fig. 4. Correlacidn entre los niveles de ERK1/2 fosforiladas en ser 301/284 v la
sensibilidad a vemurafenib. Se evalud la sensibilidad al vemurafenib en distintas
lineas de melanoma, analizando ia reduccién en la actividad total de ERK1/2, medida
por la bajada en los niveles de fosforilacidén candnica (p-ERK). Se observa que las lineas
mas sensibles son 8505C y A375P. Los niveles de fosfo-ser 284/301 fambién se
analizaron en dichas lineas. Se observa que dichos niveles, antes del tratamiento con
vermurafenib, son muy superiores a ios observados en las lineas resistentes MELJUSO
y SKMELZ.

Fig. 5. Sensibilidad a vemurafenib de las lineas de melanoma utilizadas en {a Fig.
4, evaluada por ia concentracidn necesaria para parar la proliferacion {GI50). Se
cbserva que las lineas mas sensibles son 8505C y A375P, las cuales muesiran los

niveles mas altos de fosfo-ser 284/301 en la FIG. 4.

EJEMPLOS

A continuacion, se ilustrara la invencidn mediante unos ensayos realizados por los
inventores, gue ponen de manifiestc ia efeclividad dei método de ia invencion vy dei

anticuerpo generado para ser empleado en dicho método.

Ejempilo 1. Material y métodos,

Las lineas celulares empleadas en los ensayos fueron:

HEK293T: Calulas embrionarias de rifion humano, antigeno T positivas.

Hela: células epiteliales de cancer de cuello uterino.

A375p: células epiteliales de melanoma, presentan mutacion en BRAF.

SKMELZ: células epiteliales de melanoma, presentan mutacion en BRAF.

M249 parental v M249 resistente a Vemurafenib: células epiteliales de melanoma,
presentan mutacidn en BRAF.

Mel JUSO: células epiteliales de melanoma.

Las lineas celulares se crecieron en medio de cultivo DMEM suplementado con 10% de

Suero Fetal Bovine y antibidticos (Fenicilina y Estreptomicina).
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Wastern biot:

Para la obtencidn de los extracios totales de proieina las células se lisaron con el
volumen adecuado de tampdn de lisis (20 mM HEPES pH 7.5, 10 Mm EGTA, 40 mM B-
glicercfosfato, 1% detergente no idnico NP40, 2,5 mhM MgCl,, 1mM ortovanadato, 1mM
DTT y extemporaneamente 10ug/mi aprotinina v 10ug/mi leupeptinag). Las células se
recogieron y se centrifugaron a 12.000 rpm, durante 10 minutos y a 4°C. Se separaron
los exiractos de proteinas del resto de componentes de las células v se procedid a la
cuantificacidn de la concentracion proteica de cada lisado. Para la determinacidn de la
cantidad de proteina se usd el método de Bradford. Se tomaron aproximadaments 50
ug de proteina, a los que se anadié tampdn Laemli BX (100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS,
20% glicerol, 20 mM DTT v 0,005% azul de bromofencl). Tras hervir las muesiras
durante cinco minutos, se sometieron a slectroforesis en un gel vertical de poliacrilamida
-SDS (dodecil sulfato sédico) PAGE de un porcentaje del 12% de acrilamida. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa fijando el amperaje en 400
mA durante 1 hora. Finalizada la transferencia, 1as membranas se incubaron durante
una hora, a temperatura ambiente y con agitacion, en una solucidn de TBS-T conun 4%
de BSA, para blogquear los sitios inespecificos. Tras elio, los filtros fusron incubados con
el anticusrpo primario fosfoespecifico de la invencion (0,2-0,4 ug/mi diluide en BSA &l
4% en TBS-T) durante una hora a temperatura ambiente ¢ foda la noche a 4°C en
agitacion. Se realizaron dos lavados con TBS-T durante un total de quince minutos, fras
los cuales se incubaron los filtros con el correspondiente anticuerpe ssecundario
conjugado a peroxidasa, diluide 1:5.000 o 1:10.000 en BSA al 0,4% en TBS-T durante
una hora a temperatura ambiente. Se realizaron de nuevo dos lavados con TBS-T v se
procedid a la deteccidn de la proteina por guimicluminiscencia utilizando el kit ECL. Se
realizd una autorradiografia de ios filtros con peliculas Konica gue permitio detectar una
banda alli donde el anticuerpo primario habia reconocido de forma especifica la proteina
fosforilada de interés. Como control de carga interno se utilizd un anticuerpo especifico

gue reconoce la proteina total de interés.

Inmunofiuorescencia

Las células se crecieron en DMEM 10% Suero fatal Bovino hasta subconfluancia sobre
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cubreobjetos de vidric de 10 mm de diametro estériles. En e momento de hacer la
inmunofluorescencia, ias celulas se lavaron con PBS 1X y se fijaron con una solucion al
4% de paraformaldehido en PBS 1X, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células se permeabilizaron incubando duranie 5 minutos con una dilucidn 0,5% de Tritdn
X-100 en PBS, seguido de tres lavados de PBS 1X de cinco minutos cada uno. A
continuacion, las celulas se incubaron con el anticuerpo primario fosfoespecifico de la
invencion a una concentracidn 1/100 durante una hora en una camara humeda. Tras
tres lavados con PBS, de cinco minutos cada uno, se afadid el anticuerpo secundario
conjugado con el fluoréforo FITC v se incubd durante 45-50 minutos en una camara
humeda y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos nuevos lavados, de
cinco minutos cada uno, con PBS 1X. Por ullimo, se anadic sobre un portacbjetos una
gota de medio de montaje Prolong con DAPI y postericrmente se coloct encima el cubre
con las células hacia abajo. Las células se examinaron medianie microscopia confocal
(Leica TCS SP8). Las imagenes se digitalizaron y procesaron utilizando el programa Fiji

Image J.

Inmunochistoquimica

Las musstras de tejido o los pellets celulares fusron fijadas con parafolmaldehido al 4%
g incluidas en parafina. Los cortes fueron montados en portacbietos con carga positiva
(Genex-brand®), recomendados para inmunchistoquimica. El desparafinado se logrd
mediante el pase de los cortes por xileno (10 miny, v graduaciones decrecientes de
alcohol etilico (100° 10 min, 96° 5 min, y 70° 5 min). Se llevd a cabo un bloqueo de la
actividad endogena peroxidasa mediante incubacion de los cortes en solucidn de
perdxido de hidrégeno 3% en metanol por 15 min, e incubacidon en agua destilada por
10 min. Posteriorments, (0s cories se incubaron con una solucién de albumina bovina
sérica BSA 1% en buffer TBST por 30 min con la intencidn de blogquear sitios de unidn
inespecificos. Posteriormente, los cortes se incubaron con el anticuerpo fosfoespecifico
de {a invencidn a una dilucion 1:100 en PBS, durante toda la noche a 4 °C, en camara
humeda. El revelado de la reaccidn se llevd a cabo mediante ia técnica de DAB
cromogen de DAKQO. La coloracion de contraste se realizé sumergiendo los cortes en
hematoxilina de Mavyer durante 1min; luego se colocaron bajo un flujo de agua corriente
para el revelado. El montaje se realizd con medio de montaje acuoso (VectaMount AQ,

Vector Lab Ind). La observacién de las preparaciones se hizo en un microscopio Nikon.
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Las fotografias fueron tomadas con una camara digital Olympus C4000.

Ejemplo 2. Resultados.

Para obtener un anticuerpo que reconociese especificamente la ser 301/284 fosforilada
de ERK1/2, respectivamente, se inmunizaron congjos con & péptido consistente en la
SEQID NO: 1 anteriormente mencionado, siguiendo los protocolos al uso rutinariaments
utilizados para esie fin. La inmunoreactividad del suero resullante fue analizada
mediante western blot (Fig. 1) en células HEK293 transfectadas con plasmidos gue
codifican ERKZ humana (Hs) o de pez cebra (Dr). En esta ultima el residuo
correspondiente a la serina 284 es una prolina {prolina 2983}, por lo que no es fosforilable,
y sirve de control negative. Se observe que fras la estimulacion con EGF durante 5 min,
que induce la fosforilacion de los residuos candnicos TEY fanto en ERKZ humanas como

de pez cebra, la fosforilacion de ser 284 se detecta Unicamente en ERK2 humana.

Una vez demostrada la especificidad del anticuerpo, se procedié a analizar la
sublocalizacion célular de ERK1/2 fosforilada en ser 301/284. Para elio, se realizaron
inmunofluorescencias en células Hela, en ayuno (starved) o estimuladas con EGF
durante 5 min (Fig. 2). Se observd, medianie microscopia confocal, que ERK1/2
endégenas fosforiladas en ser 301/284 se localizan exclusivamente en el citoplasma,

estando completamente excluidas del nucieo celular, iefiido mediante DAPI.

Posteriormente, se analizd la correlacidn de los niveles de ERK1/2 fosforilada en ser
301/284 con la sensibilidad hacia los inhibidores de BRAF en células de melanoma
portadoras de mutaciones en BRAF. Para este menester se utilizo ia linea celular M249,
de la cual se obtuve una sublinea resistente a vemurafenib (vemR). Los niveles de
ERK1/2 enddgenas fosforiladas en ser 301/284 se analizaron mediante westem blot
(FIG. 3) comparando la sublinea resistente con la linea parental, sensible al
vemurafenib. Se observé gue los niveles de fosfo-ser 301/284 son muy superiores en la
linea parental, sensible a vemurafenib, demostrando una correlacion positiva entre los

niveles de fosfo-ser 301/284 y la respuesta al compuesto antitumoral.

Para verificar el anterior punto se evalué a correlacion entre jos niveles de fosforilacion

de ser 284/301 en ERK1/2 vy la sensibilidad al vemurafenib en distintas lineas de
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melanoma. Se observd que la reduccién en ia actividad total de ERK1/2, medida por la
bajada en los niveles de fosforilacidn candnica (p-ERK) mediante western blot, tras ef
tratamiento de las distintas lineas celulares con vemurafenib, se correlacionaba con los
mayores niveles de fosfo-ser 284/301. Se observa gue dichos niveles antes del
fratamiento con vemurafenib son muy superiores en las lineas mas sensibles, 8505C y
A375P, a los observados en las lineas mas resistentes, MELJUSO y SKMEL2 (FIG. 4).
Esta correlacion también se observa cuandoe se evaida la concentracion de vemurafenib
necesaria para parar la proliferacion (GI50) de las distintas lineas celulares de
melanoma (FIG. 5). Se observa que las lineas mas sensibles al iratamiento con
vemurafenib son 8505C y A375P, las cuales muestran los niveles mas altos de fosfo-
ser 284/301 en la FIG 4.
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REIVINDICACIONES

Usc de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 v de los niveles de ERK2
fosforilada en la serina 284 como biomarcador para predecir in vilro [a respuesta al

tratamiento con un inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente.

Uso segun la reivindicacdion 1, donde el inhibidor de ia serina-treonina kinasa BRAF

es vemurafenib y/o dabrafenib.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 & 2, donde el paciente padece

cancer.

Uso segun la reivindicacidn 3, donde el cancer es melanoma 0 cancer de pulmdn no

microcitico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el inhibidor de la serina-

freonina kinasa BRAF es vemurafenib v el paciente padece melanoma.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el paciente es humano.

Método in vitro para predecir la respuesta al fratamiento con un inhibidor de la serina-
trecnina kinasa BRAF en un paciente, donde dicho método comprende las
siguientes etapas:
a. Cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la sering 301 y de ERK2
fosforilada en la serina 284 en una muestra bioldgica aislada del paciente,
b. Comparar los niveles cuantificados en la etapa (a) con un valor de referencia,
donde dicho valor de referencia procede de la cuantificacion de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 v de ERKZ fosforilada en 1a sering 284
en una muesira bioldgica aislada de un paciente que no responde al
tratamiento con un inhibidor de la serina-freonina kinasa BRAF, v
¢. Asignar al paciente de ia efapa (a} al grupo de individuos que responderan
adecuadamente al tratamiento cuandoe el valor de cuantificacién obtenido en

la etapa (a) es significativamente mayor que el valor de referencia.
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Meétodo segun la reivindicacion 7, donde el inhibidor de la serina-trecnina kinasa
BRAF es vemurafenib y/o dabrafenib.

Método seqgun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, donde el pacienie padece
cancer.

Método segun la reivindicacidn 8, donde el cancer s melanoma o cancer de pulmon
no microcitico.

Meétodo segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, donde al inhibidor de Ia

serina-treonina kinasa BRAF es vemurafenib vy e paciente padece melanoma.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 11, donde el paciente es

humano.

Método sequn cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, donde la cuantificacion de
los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 v de ERK2 fosforilada en la serina
284 se lleva a cabo mediante el uso de un anticuerpo especifico frente al péptido
que consiste en la SEQ D NO: 1.

Un anticuerpo especifico frenie al péplido que consiste en la SEQ 1D NO: 1.

Kit que comprende el anticuerpo segun ia reivindicacion 14.

. Uso del anticuerpo segun la reivindicacion 14 o del kit segun la reivindicacién 15

para predecir in vifro la respuesta al tratamients con un inhibidor de [a serina-treonina

kinasa BRAF en un paciente.

. Uso segun la reivindicacidn 16, donde el inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF

es vemurafenib y/o dabrafenib.

Use segun cualquiera de las reivindicacionss 16 ¢ 17, donde el paciente padece

CAnCer.
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19. Uso segun la reivindicacion 18, donde el cancer es melanoma o céncer de pulmon

1o microcitico.

20. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 g 19, donde el inhibidor de la serina-

treonina kinasa BRAF es vemurafenib y el paciente padece melanoma.

21. Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 20, donde el paciente es humano.
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