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@Resumen:

Método para predecir la respuesta terapéutica a
farmacos inhibidores de la serina-treonina kinasa
BRAF.

La presente invenciéon se refiere a un método in vitro
que permite predecir la respuesta terapéutica al
tratamiento con farmacos inhibidores de BRAF, tales
como vemurafenib, en pacientes de cancer asociado
a mutaciones oncogénicas en dicha kinasa, tal como
melanoma BRAF positivo. Dicho método se basa en
la medicién de los niveles de ERK1/2 citoplasmatica,
a través de la deteccién y cuantificacion de ERK1/2
fosforiladas en serina 301/284 respectivamente, en
una muestra biol6gica aislada del paciente. La
invencién también proporciona un anticuerpo
especifico frente a ERK1/2 fosforiladas en serina
301/284 y un kit que lo comprende, los cuales son de
utilidad en el método descrito.
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Dentro de los seis meses siguientes a la publicacion de la concesion en el Boletin Oficial de
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DESCRIPCION

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

La presente invencién se encuadra dentro del campo de la oncologia, especificamente
dentro de los métodos de prediccién de la respuesta a farmacos inhibidores de la serina-
treonina kinasa BRAF en pacientes de cancer portadores de mutaciones oncogénicas
en BRAF (BRAF positivos). Dichos métodos permiten identificar tempranamente qué
pacientes se beneficiaran de dicho tratamiento previamente a su administracion. En
particular, la invencién 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

El 60% de los melanomas portan mutaciones oncogénicas en la serina / treonina kinasa
BRAF. Actualmente, el unico tratamiento eficaz para estos casos es mediante la
administracion de inhibidores especificos de dicha kinasa (por ejemplo, vemurafenib y
dabrafenib). Aunque la mayoria de los casos responden al tratamiento, por razones
todavia desconocidas aproximadamente un 30% de los pacientes son refractarios a
dicha terapia, por lo que dichos pacientes se ven sometidos a un tratamiento inutil, no
exento de efectos secundarios adversos. Ademas, considerando que dicho tratamiento
cuesta alrededor de 30.000€ por paciente, estos casos suponen para los sistemas de

salud un dispendio de recursos econémicos innecesario y completamente estéril.

La existencia de pacientes refractarios al tratamiento con farmacos inhibidores de BRAF
hace necesario desarrollar métodos de prediccién que puedan aplicarse en la practica
clinica para identificar estos pacientes en una etapa temprana. Este enfoque ayudaria

a disefiar estrategias de tratamiento eficaces adaptadas a cada paciente.

La caracterizacion de marcadores moleculares que permitan discriminar los casos que
son susceptibles de responder al tratamiento con inhibidores de BRAF y los que no,

entre todos los pacientes de melanoma BRAF positivo, es de crucial importancia. Ser
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capaces de determinar tempranamente si el paciente presentara una respuesta
favorable al tratamiento antes de administrar el mismo seria muy util en la practica
clinica para poder seleccionar el tratamiento apropiado para cada caso individual. Esto

permitiria a su vez mejorar el pronéstico del sujeto.

Sin embargo, actualmente no hay disponible ningun biomarcador ni ninguna
metodologia que permita predecir, de manera fiable y simple, la respuesta clinica al
tratamiento con farmacos inhibidores de BRAF en estos pacientes antes de proceder a
su administracién. Es decir, no se dispone de métodos susceptibles de ser aplicados en
la practica clinica que permitan la identificacién de los pacientes no respondedores, lo

que impide predecir la eficacia de la terapia.

Hace unos afios se describid que la respuesta a vemurafenib se correlaciona
positivamente con los niveles citoplasmaticos de la MAP kinasa ERK1/2 (Bollag G et al.,
2010, Nature, 467: 596-599). A este respecto, cabe destacar también que los niveles de
ERK1/2 citoplasmatico se correlacionan con un buen prondstico en tumores de mama
invasivos y en tumores microciticos de pulmén (Blackhall FH. et al., 2003, Clin Cancer
Res, 9: 2241-2247; Nakopoulou L. et al, 2005 APMIS, 113: 693-701).
Desafortunadamente, hasta la fecha dicho concepto no se ha podido llevar a la clinica,
ya que no hay una manera facil de discriminar entre ERK1/2 citoplasmatica y ERK1/2
nuclear, a no ser por engorrosas técnicas microscépicas (Bollag G et al., 2010, Nature,

467: 596-599), poco practicas para el diagnéstico 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 invencion soluciona el problema anteriormente planteado mediante un

método que permite discriminar ERK1/2 citoplasmatica de ERK1/2 nuclear. Dicho

método utiliza, en particular, la deteccién y cuantificacidon, en muestras aisladas de
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pacientes de cancer BRAF positivo, de ERK1/2 fosforiladas en la serina 301/284
respectivamente, las cuales se ha demostrado en la presente invencion que estan
presentes Unicamente en la fraccion citoplasmatica de ERK. La cuantificacion de los
niveles de ERK1/2 fosforiladas en la serina 301/284 permite, asi, predecir la respuesta

clinica a un posterior tratamiento con inhibidores de BRAF.

Los inventores de la presente invencidon han identificado un nuevo sitio de fosforilacién
en ERK2, concretamente en la serina 284 (serina 301 en ERK1) vy, tras generar un
anticuerpo que reconoce especificamente a ERK1 y ERK2 fosforiladas en serina
301/284 respectivamente, han comprobado que dicha fosforilacién se da, unica y
exclusivamente, en la fraccion citoplasmatica de ERK1/2. Asi, utilizando técnicas de
electroforesis de proteinas, se demuestra en la presente invencién que 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 comparacioén con los niveles encontrados en lineas resistentes
a dicho farmaco. Por tanto, la cuantificacién de los niveles de ERK1/2 fosforiladas en
serina 301/284 en muestras biologicas aisladas de pacientes de cancer portadores de
mutaciones oncogénicas en BRAF (BRAF positivo) permite predecir la respuesta

terapéutica a la administracién de inhibidores de BRAF.

Asimismo, el anticuerpo anti-ERK1/2 fosforiladas en serina 301/284 generado en la
presente invencion puede ser utilizado en el método de prediccidon de la respuesta
terapéutica a inhibidores de BRAF aqui propuesto para la estratificacion, facil y rapida,
de los casos de cancer, preferiblemente melanoma, BRAF positivo en funcién de su

potencial de respuesta a la terapia con inhibidores de BRAF.

Por todo ello, un aspecto de la invenciéon se refiere al uso de los niveles de ERK1
fosforilada en la serina 301 y de los niveles de ERK2 fosforilada en la serina 284 como
biomarcador para predecir in vitro la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco

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

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

0 adecuada en el sujeto o paciente una vez tratado con el 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 los sintomas del
tumor, preferiblemente cancer, mas preferiblemente melanoma, en el paciente. Dicha
respuesta positiva o0 adecuada al tratamiento con un inhibidor de BRAF se da, en
particular, cuando los niveles de actividad total de ERK1/2, evaluados mediante los
niveles de fosforilacion de su motivo de fosforilacion TEY, se ven disminuidos en una
muestra biolégica aislada del paciente tras la administracion del farmaco en
comparacion con dichos niveles de actividad medidos en una muestra biol6gica aislada
del mismo paciente previamente a la administracién del farmaco. Dicha respuesta
positiva o adecuada al tratamiento con un inhibidor de BRAF se da, también,
preferiblemente, cuando hay desaparicién, o disminucion, de las lesiones metastaticas

macroscoépicas.

El término “in vitro” significa que los métodos y usos descritos en la invencién se realizan
enteramente fuera del cuerpo humano o animal.

El término “sujeto”, “individuo” o “paciente”, como se usa en la presente invencion, se
refiere preferiblemente a un humano o mamifero no humano, tal como primates,
equinos, roedores, rumiantes, gatos o perros. Preferiblemente, el paciente al que se

refiere la invencion es un ser humano.

‘ERK1/2” se refiere, preferiblemente, a ERK1 (MAPK3) y ERK2 (MAPK1) humanas
(MAPK1 (UniprotKB: P28482) y MAPKS3 (UniprotKB: P27361) segun la nomenclatura
HUGO). Son MAP kinasas implicadas en diversas funciones celulares, tales como
regulacion de la meiosis, mitosis y postmitosis en células diferenciadas. Una variedad
de estimulos, incluyendo factores de crecimiento, citoquinas, infeccion viral, agentes
carcinogénicos, etc., activan la via de sefalizacién RAS-ERK. ERK1/2 son rapidamente
fosforiladas tras la activacién de los receptores tirosina kinasas de la superficie celular,
tales como el receptor del factor de crecimiento epidérmico. Esta fosforilacion conduce

a la activaciéon de su actividad kinasa.

Las “ERK1/2 fosforiladas en la serina 301 o en la serina 284, respectivamente” son las
enzimas ERK1 y ERK2 que han incorporado un grupo fosfato en dichas posiciones

concretas de su secuencia aminoacidica.
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La enzima “serina-treonina kinasa BRAF” es la enzima, preferiblemente humana,
(UniprotKB: P15056), mas preferiblemente codificada por el gen 7q34. La expresién
“BRAF positivo” se refiere, en la presente invencién, a la presencia de una mutacion
(oncogénica) de sustitucion en el residuo V600 de la secuencia aminoacidica de BRAF,

preferiblemente a la presencia de la sustitucion VE0OOE.

En otra realizacion preferida, el inhibidor de la serina-treonina 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-
treonina quinasa BRAF. La indicacion terapéutica de este inhibidor de BRAF es en
melanoma no resecable o metastasico con mutacién de BRAF V600 positiva. Se

comercializa bajo el nombre de Zelboraf®.

El farmaco “dabrafenib” es también un inhibidor de BRAF y su indicacion terapéutica es
en melanoma no resecable o metastasico con mutaciéon de BRAF V600 positiva, como
tratamiento en monoterapia o en combinacidén con trametinib, y en cancer de pulmén no
microcitico avanzado con mutacién de BRAF V600 positiva, en combinacién con

trametinib. Se comercializa bajo el nombre de Tafinlar®.

Las mutaciones oncogénicas en el gen codificante para la enzima BRAF, las cuales
conducen a la sustituciéon del aminoacido Valina (V) en la posicion 600, preferiblemente
por el aminoacido aspartico (E), conducen a la activacion constitutiva de esta proteina,
lo que promueve la proliferacién celular en ausencia de los factores de crecimiento que
normalmente son requeridos para dicha proliferacion. Las mutaciones oncogénicas en
BRAF se han identificado de manera muy frecuente en tipos de cancer especificos,
estando presentes, por ejemplo, en el 60% de los melanomas. La mutacién oncogénica
en BRAF observada con mayor frecuencia es VB600E, la cual representa
aproximadamente el 90% de las mutaciones en BRAF observadas en casos de

melanoma.

Por ello, en otra realizacidn preferida, el paciente al que se refiere la presente invencién
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padece cancer, en particular cancer BRAF positivo, es decir, es un paciente de cancer
que presenta una mutacién oncogénica en BRAF donde dicha mutacién es

preferiblemente en la V600, mas preferiblemente la mutacién es V600E.

Mas preferiblemente, el cancer es melanoma, ain mas preferiblemente melanoma no
resecable o metastasico con mutacién de BRAF V600 positiva, o cancer de pulmén no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmén no microcitico avanzado con

mutacién de BRAF V600 positiva. En una realizacién particular, el cancer es melanoma.

En la realizacién mas preferida de la presente invencién, el 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 tratamiento con un farmaco inhibidor de BRAF, sino también con un buen
pronéstico en tumores de mama, preferiblemente invasivos, y en tumores de pulmén,
preferiblemente microciticos (Blackhall FH. et al., 2003, Clin Cancer Res, 9: 2241-2247;
Nakopoulou L. et al., 2005, APMIS, 113: 693-701), otro aspecto de la invencioén se refiere
al uso de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de los niveles de ERK2
fosforilada en la serina 284 como biomarcador para el pronéstico in vitro de tumores de
mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmoén, preferiblemente microciticos, en un

paciente.

El término “pronéstico” se refiere al procedimiento mediante el cual se establece una
prediccion de los sucesos que ocurriran en el desarrollo o curso de una enfermedad,

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

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro, de ahora en adelante
“‘método de la invencidn”, para predecir la respuesta terapéutica al tratamiento con un
farmaco inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente, donde dicho
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 biolégica 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 cuantificacién de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284
en una muestra biolégica aislada de un paciente que no responde al
tratamiento con un inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF, y

c. Asignar al paciente de la etapa (a) al grupo de individuos que responderan
adecuadamente al tratamiento cuando el valor de cuantificacién obtenido en

la etapa (a) es significativamente mayor que el valor de referencia.

La expresion “cuantificar” se refiere a la medida de la cantidad o concentracién de ERK1

fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 en la muestra.

El término “cantidad” se refiere, pero sin limitacién, a la cantidad absoluta o relativa de
ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 en la muestra,
asi como a cualquier otro valor o parametro relacionado con ella 0 que se pueda derivar
de ella. Estos otros valores o parametros comprenden, por ejemplo, valores de
intensidad de una sefial obtenida a partir de cualquier propiedad fisica o quimica de
ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 obtenidos por
medidas indirectas o directas, por ejemplo, por espectroscopia de masas o por

resonancia magnética nuclear.

Asi, la cuantificacién de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2
fosforilada en la serina 284, tal y como se describe en la presente invenciéon, puede
realizarse como una medicién directa o indirecta. La medicion directa se refiere a la
mediciéon de la intensidad de una sefial directamente obtenida de la presencia de ERK1
fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284. Esta sefial se
correlaciona directamente con el numero de moléculas de producto presentes en la
muestra. Esta sefial, también denominada “sefial de intensidad”, puede obtenerse, por
ejemplo, midiendo un valor de intensidad derivado de una propiedad fisica o quimica del
producto. La medicién indirecta se refiere a la medicién obtenida a partir de un
componente secundario (es decir, un componente que es diferente de ERK1 fosforilada
en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284) o una medicién derivada de,
por ejemplo, respuestas celulares, ligandos, sustratos, etiquetas o productos de

reaccion enzimatica asociados a ERK1 fosforilada en la serina 301 y ERK2 fosforilada
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en la serina 284 o a sus actividades.

Métodos para detectar y cuantificar los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y
los niveles de ERK2 fosforilada en la serina 284 son conocidos por los expertos en la
materia, por ejemplo, mediante estudios masivos de fosfoprotedmica empleando la

técnica de espectrometria de masas.

Esta cuantificacion de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y los niveles de
ERK?2 fosforilada en la serina 284 puede realizarse, pero sin limitacion, por incubacién
o hibridaciéon in situ con anticuerpos especificos contra (que reconocen) ERK1
fosforilada en la serina 301 y/o ERK2 fosforilada en la serina 284, o un fragmento
inmunolégicamente activo de los mismos, en ensayos tales como Western blot, geles
de electroforesis, transferencia a membrana e hibridacién con sondas especificas,
ensayos de inmunoprecipitacién, arrays de proteina, preferentemente microarrays
basados en anticuerpos, citometria de flujo, inmunofluorescencia, inmunohistoquimica,
guimioluminiscencia, inmunoensayos tales como ELISA, radioinmunoensayo (RIA), o
cualquier otro método enzimatico, por incubacién con un ligando o sustrato especifico,
dispositivos de flujo lateral o Luminex®, RMN o cualquier otra técnica de diagnéstico por
imagen utilizando nanoparticulas paramagnéticas u otro tipo de nanoparticulas
funcionalizadas, por técnicas cromatograficas preferentemente combinadas con
espectrometria de masas, colorimetria o isoelectroenfoque. La medicidn de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 puede
realizarse por el 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 ERK2 fosforilada en la serina 284 se lleva a cabo en la presente invencién mediante
inmunoensayo basado en anticuerpos especificos frente a dichas formas de ERK, mas
preferiblemente mediante Western blot. Para el inmunoensayo, los anticuerpos
empleados pueden estar marcados o no marcados, por ejemplo, pueden marcarse con
un anticuerpo secundario, una enzima, un sustrato de una enzima, radiois6topos,
etiquetas magnéticas, fluorescencia o similares, y/o pueden estar inmovilizados en un

soporte tal como una placa de microtitulacién o bio-chip.
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Un “‘inmunoensayo” o “ensayo inmunohistoquimico” es un ensayo bioquimico que
detecta y/o cuantifica la cantidad o concentracion de uno o mas péptidos de interés (en
el contexto de la presente invencion ERK1 fosforilada en la serina 301 y ERK2
fosforilada en la serina 284), en una muestra. Para ello, la reaccién emplea uno o mas
anticuerpos especificos de los antigenos que van a ser detectados. La cuantificaciéon de
la proteina puede llevarse a cabo por cualquier método conocido en la técnica, para lo
cual el antigeno y/o el anticuerpo estaran preferiblemente marcados. El inmunoensayo
al que se refiere la presente invencidon puede ser competitivo 0 no competitivo. En un
inmunoensayo competitivo la sefal detectada sera inversamente proporcional a la
concentracién de antigeno en la muestra. En un inmunoensayo no competitivo (tal como
un ELISA en sandwich) la sefal detectada es directamente proporcional a la

concentracién de antigeno en la muestra.

Ejemplos de inmunoensayos utiles para ser aplicados en el método de la presente
invencién son, pero sin limitarnos, inmunobloting (Western blot), inmunoprecipitacién,
ELISA, ensayo multiplex, ensayo dipstick, inmunoensayo en linea (LIA),
radioinmunoensayo (RIA), ensayo inmunoradiométrico (IRMA), inmunofluorescencia,
inmunohistoquimica, quimioluminiscencia, hemaglutinacién pasiva, inmunomarcaje con
particulas de oro (microscopia electrénica de transmisién), chips de lipopolisacarido
(LPS) o proteina o mapa-x, PCR inmunocuantitativa en tiempo real (igPCR), etiquetas
electroquimioluminiscentes, inmunoensayos libres de etiquetas (por ejemplo,
resonancia de plasmones superficiales), inmunoensayo fotoacustico,
inmunoensayo con enzimas clonadas de donador (CEDIA), ensayos
inmunocromatograficos de flujo lateral, inmunoensayo magnético (MIA), inmunoensayo
de fibra 6ptica envolvente (SOFIA), inmunoensayo basado en CD/DVD o aglutinacién-
PCR (ADAP).

El ensayo ELISA esta basado en la inmovilizacién de un antigeno o anticuerpo en un
soporte soélido, de manera que este sistema es posteriormente puesto en contacto con
una fase fluida que contiene el reactivo complementario, el cual puede estar unido a una
etiqueta o compuesto marcador. La técnica ELISA referida en la presente invencién

puede ser directa, indirecta o en sandwich.

El anticuerpo empleado en los métodos aqui descritos se encuentra preferiblemente

10
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conjugado con un sistema de deteccidn o se encuentra unido a un anticuerpo secundario
el cual esta acoplado a un sistema de deteccion. La sefial producida como consecuencia
de la reaccion de marcaje se puede medir, por ejemplo, pero sin limitarnos, mediante
espectrofotometria, quimioluminiscencia, espectrofluorometria, bioluminiscencia,
calorimetria  deferencial, ultracentrifugacién  analitica, interferometria, etc.

Preferiblemente, la técnica empleada en la presente invencién es quimioluminiscencia.

La expresion “recolectada antes de administrar el tratamiento con el inhibidor de BRAF”
se refiere a una muestra biolégica procedente del paciente cuando éste aun no ha

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

El término “muestra biolégica aislada” se refiere, pero sin limitaciones, a cualquier tejido
y/o fluido biolégico obtenido u extraido de un sujeto o paciente que comprende células
tumorales, es decir, células procedentes de un tumor. La muestra biolégica puede ser,
por ejemplo, un tejido procedente de una biopsia tumoral o una muestra procedente de
un aspirado por aguja fina, o puede ser un fluido biolédgico, por ejemplo, sangre, plasma,
suero, linfa, fluido ascitico, orina, saliva o exudado glandular. La muestra biolégica

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

El término “valor de referencia’, tal y como se emplea en el método de la invencién
anteriormente descrito, es cualquier valor o rango de valores derivado de la
cuantificacién de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada
en la serina 284 en una muestra biolégica aislada de un paciente que se sabe que no
responde adecuadamente al tratamiento con un inhibidor de BRAF, preferiblemente
vemurafenib, o en una mezcla de muestras bioloégicas aisladas de pacientes de este

tipo.

La “comparacion” a la que se refiere a la etapa (b) del método de la invencion puede

llevarse a cabo de manera manual o automatizada.

Una cantidad “significativamente mayor” que un valor de referencia puede determinarse
mediante varias herramientas estadisticas, tales como, por ejemplo, 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 etapas (a) y (b) del método de la invencion pueden ser total o parcialmente
computarizadas. Ademas, el método de la invencion puede comprender otras etapas
adicionales, opcionales, por ejemplo, relacionadas con el pre-tratamiento de las

muestras biolégicas antes de su analisis.

En otrarealizacion preferida del método de la invencidn, el inhibidor de la serina-treonina

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

En otra realizacién preferida, el paciente al que le va a ser aplicado el método de la
invencién padece cancer, en particular cancer BRAF positivo, es decir, es un paciente
de cancer que presenta una mutacion oncogénica en BRAF donde dicha mutacién es

preferiblemente en la V600, mas preferiblemente la mutacién es VG0OE.

Mas preferiblemente, el cancer es melanoma, aun mas preferiblemente melanoma no
resecable o metastasico con mutacion de BRAF V600 positiva, o cancer de pulmén no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmén no microcitico avanzado con

mutacién de BRAF V600 positiva. En una realizacién particular, el cancer es melanoma.

En una realizacién particular del método de la invencién, el inhibidor de la serina-

treonina kinasa BRAF es vemurafenib y el paciente padece melanoma.

En otra realizacién preferida, el paciente al que le va a ser aplicado el método de la

invencién es humano.

En otra realizacion preferida, la cuantificacién de los niveles de ERK1 fosforilada en la
serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 se lleva a cabo, en los métodos aqui
descritos, mediante el 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 la SEQ ID NO: 1 (NRLFPNADSKALDLLDKML), es decir, mediante el anticuerpo de

la invencion descrito mas abajo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método in vitro para el pronéstico de tumores
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de mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmén, preferiblemente microciticos, en un
paciente, donde dicho 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 biolégica 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 y de ERK2 fosforilada en la serina 284
en una muestra biolégica aislada de un paciente diagnosticado con el mismo
tipo de cancer que el paciente del paso (a) y que presenta un mal prondstico,
y
c. Asignar al paciente de la etapa (a) al grupo de individuos que presentaran un
buen pronéstico cuando el valor de cuantificacion obtenido en la etapa (a) es

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

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

sintomas del tumor, preferiblemente cancer.

El anticuerpo descrito en la presente invencion, el cual reconoce a ERK1 fosforilada en
la serina 301 y a ERK2 fosforilada en la serina 284 y 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, otro aspecto de la invencion se refiere
a 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 la SEQ ID NO: 1
(NRLFPNADSKALDLLDKML). De ahora en adelante se hara referencia a este

anticuerpo como “anticuerpo de la invencién”.

Este anticuerpo de la invencién es policlonal, es decir, ha sido generado mediante la
inmunizacion de un animal, preferiblemente mamifero no humano, mas preferiblemente
conejo, con el péptido (antigeno) disefiado por los inventores que consiste en la SEQ ID
NO: 1. Métodos de produccion y purificacién de anticuerpos policlonales mediante
inmunizacion de un animal con el antigeno correspondiente son ampliamente conocidos
por los expertos en la materia, y cualquiera de ellos podria emplearse para la obtencién

del anticuerpo de la invencién.
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En el péptido que consiste en la SEQ ID NO: 1, la serina de la posicion 9 se encuentra
fosforilada, preferiblemente dicha serina ha sido fosforilada quimicamente. Dicho
péptido es 100% homélogo o idéntico entre los paralogos ERK1 y ERK2, por lo que el
anticuerpo de la invencién generado frente al mismo reconoce (se une, hibrida con)

ambas proteinas fosforiladas en la serina 301 y 284 respectivamente.

Otro aspecto de la invencion, se refiere a un péptido que consiste en la SEQ ID NO: 1
(NRLFPNADSKALDLLDKML), donde la serina de la posicion 9 esta fosforilada. Otro
aspecto de la invencion se refiere al uso de dicho péptido para la generacion del

anticuerpo de la invencion.

Preferiblemente, el anticuerpo de la invencién se encuentra marcado. El término
“marcado”, tal y como se utiliza en la presente descripcion, se refiere a que el anticuerpo
esta 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. Ejemplos de dichas etiquetas son, pero sin limitarnos, radioisétopos [por
ejemplo, 32P, 35S o 3H], marcadores fluorescentes o luminiscentes [por ejemplo,
fluoresceina (FITC), rodamina, rojo texas, GFP, ficoeritrina (PE), aloficocianina, 6-
carboxifluoresceina (6-FAM), 2',7'-dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), 6-
carboxi-X-rodamina (ROX), 6-carboxi-2'4'7'4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), 5-
carboxifluoresceina (5-FAM) o N,N,N' N'-tetrametil-6-carboxirodamina (TAMRA)];
anticuerpos secundarios o fragmentos de anticuerpos [por ejemplo, fragmentos F(ab)2)],
etiquetas de afinidad [por ejemplo, biotina, avidina, agarosa, proteina morfogenética del
hueso (BMP), haptenos], enzimas o substratos de enzimas [por ejemplo, fosfatasa

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

La ventaja de marcar los anticuerpos es que éstos pueden ser detectados y su sefial

cuantificada.

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

una matriz (por ejemplo, una matriz de nylon o latex), una membrana, una placa de
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microtitulacion (por ejemplo, de 96 pocillos) o soporte de plastico, silicona, vidrio o
similar, o bien cuentas (por ejemplo esferas, preferiblemente esferas de agarosa o
microesferas  pequefias  superparamagnéticas compuestas de  matrices
biodegradables), gel, soporte celulésico, resina de adsorcién o similares. En general,
cualquier superficie sélida que permita la union, directa o indirecta, mediante enlace
covalente o no covalente, del anticuerpo de la invencién puede ser empleado. Ademas,
el soporte puede estar en forma de varilla, tira reactiva, papel, cuenta de latex,

microesfera, array, placa multipocillo o similar.

Mas preferiblemente, el anticuerpo de la invencién se encuentra marcado 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 invencién puede ser humano, humanizado,
recombinante, monoclonal, quimérico, conjugado, etc. Dentro del alcance de la presente
invencién también se incluyen fragmentos inmunolégicamente activos del anticuerpo de
la invencién. Ejemplos de dichos fragmentos son, pero sin limitarnos, un fragmento Fab,
F(ab")2, Fab', F sc o Fv.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un kit, Util para ser empleado en los métodos
aqui descritos, de ahora en adelante “kit de la invencidén”, que comprende el anticuerpo
de la invencién, donde dicho anticuerpo puede o 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
0 para pronosticar (la evoluciéon de) tumores de mama, preferiblemente invasivos, y/o
de pulmén, preferiblemente microciticos, en un paciente, segun los métodos descritos
anteriormente. Asi, el kit de la invencién puede comprender elementos tales como, por
ejemplo pero sin limitarnos, soluciones de conservacién, tampones, diluyentes, filtros,
vehiculos, enzimas, tales como polimerasas, cofactores necesarios para obtener una
actividad éptima de dichas enzimas, etc. El kit puede comprender todos aquellos
soportes y recipientes necesarios para la implementacion de los métodos aqui descritos.

El kit puede comprender ademas otras moléculas, genes, proteinas o sondas,
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adecuados como controles positivos o negativos. Preferiblemente, el kit de la invencidn
comprende ademas instrucciones sobre como llevar a cabo los métodos aqui descritos,
etiquetas para identificar los diferentes elementos comprendidos en el kit y su aplicacién
y/o listados de los componentes comprendidos en el kit.

El kit de la invencion puede comprender, en diferentes combinaciones, cebadores u
oligonucledtidos y sondas control, anticuerpos secundarios que sirvan para el marcaje
a través de su conjugacién con un sistema de deteccién y/o anticuerpos control que
sirvan para la normalizacion de los niveles de expresion, reactivos, sefales de
deteccién, instrumentos necesarios para el procesamiento y puesta en marcha de
arrays, fluorocromos, sondas de marcaje, sustratos necesarios para la activacion o
iniciacién de la reaccion de marcaje por el sistema de conjugacién seleccionado,
soluciones de bloqueo, de parada y/o de lavado, o similares. Las sondas, cebadores y/o
anticuerpos control pueden ser especificos de genes, proteinas o péptidos expresados
constitutivamente por las células en la muestra biolégica analizada, de manera que su
aplicacion permita asegurar que los valores de los niveles de expresion de ERK1
fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284 medidos en la muestra

son fiables y correctos.

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

conservacion de la muestra biolégica en condiciones éptimas.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del anticuerpo de la invencién o del kit de
la invencién para predecir in vitro la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco
inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente, o para pronosticar in vitro
(la evolucion de) tumores de mama, preferiblemente invasivos, y/o de pulmén,
preferiblemente microciticos, en un paciente, mas preferiblemente mediante los

métodos anteriormente descritos.

En una realizacién preferida de dicho uso, el inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF
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es vemurafenib y/o dabrafenib, preferiblemente vemurafenib.

En otra realizacion preferida, el paciente padece cancer, en particular cancer BRAF
positivo, es decir, es un paciente de cancer que presenta una mutaciéon oncogénica en
BRAF, donde dicha mutacién es preferiblemente en la V600, mas preferiblemente la

mutacion es V600E.

Mas preferiblemente, el cancer es melanoma, ain mas preferiblemente melanoma no
resecable o metastasico con mutacién de BRAF V600 positiva, o cancer de pulmén no
microcitico, aun mas preferiblemente cancer de pulmén no microcitico avanzado con

mutacién de BRAF V600 positiva. En una realizacién particular, el cancer es melanoma.

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

vemurafenib y el paciente padece melanoma.

En otra realizacion preferida, el paciente es humano.

Otro aspecto de la invencidn se refiere a un método in vitro de obtencién de informacion
o datos utiles para predecir la respuesta terapéutica al tratamiento con un farmaco
inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente, donde dicho 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 biolégica aislada del paciente
(recolectada antes de administrar el tratamiento con el inhibidor de BRAF), y

b. Comparar los niveles cuantificados en la etapa (a) con un valor de referencia,
donde dicho valor de referencia procede de la cuantificacién de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284
en una muestra biolégica aislada de un paciente que no responde al

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

Estas etapas (a) y (b) se pueden llevar a cabo como se ha explicado anteriormente para

el método de la invencion.

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

Alo 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 descripcién y en parte de la practica de la invencion. Los
siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de ilustracién, y no se pretende

gue sean limitativos del ambito de proteccién de la presente invencién.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Especificidad del anticuerpo de la invencién (anticuerpo anti-fosfo
ser284/301). Células HEK294 fueron transfectadas con ERK2 humana (Hs) o de pez
zebra (Dr), donde el residuo homoélogo de la serina 284 es una prolina, por tanto, no
fosforilable. Se observa que el anticuerpo sélo reconoce ERK2 humana, en células bajo
estimulacién, 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 HelLa fueron estimuladas con EGF por 5 min, y la localizacion
subcelular de ERK1/2 endégenas fosforiladas en los antedichos residuos se analizé
mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal. Se observa que ERK1/2
fosforiladas en dichas posiciones estan completamente excluidas del nlcleo, marcado
con DAPI.

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

dichos niveles son muy superiores en la linea parental, sensible a vemurafenib.
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Fig. 4. Correlacion entre los niveles de ERK1/2 fosforiladas en ser 301/284 y la
sensibilidad a vemurafenib. Se evalu6 la sensibilidad al vemurafenib en distintas
lineas de melanoma, analizando la reduccién en la actividad total de ERK1/2, medida
por la bajada en los niveles de fosforilacién canénica (p-ERK). Se observa que las lineas
mas sensibles son 8505C y A375P. Los niveles de fosfo-ser 284/301 también se
analizaron en dichas lineas. Se observa que dichos niveles, antes del tratamiento con
vemurafenib, son muy superiores a los observados en las lineas resistentes MELJUSO
y SKMEL2.

Fig. 5. Sensibilidad a vemurafenib de las lineas de melanoma utilizadas en la Fig.
4, evaluada por la concentracion necesaria para parar la proliferacion (GI50). Se
observa que las lineas mas sensibles son 8505C y A375P, las cuales muestran los

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

EJEMPLOS

A continuacién, se ilustrara la invencién mediante unos ensayos realizados por los
inventores, que ponen de manifiesto la efectividad del método de la invencion y del

anticuerpo generado para ser empleado en dicho método.

Ejemplo 1. Material y métodos.

Las lineas celulares empleadas en los ensayos fueron:

HEK293T: Células embrionarias de rindn humano, antigeno T positivas.

HelLa: células epiteliales de cancer de cuello uterino.

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

SKMELZ2: células epiteliales de melanoma, presentan mutacion en BRAF.

M249 parental y M249 resistente a Vemurafenib: células epiteliales de melanoma,
presentan mutacién en BRAF.

Mel JUSO: células epiteliales de melanoma.

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

Suero Fetal Bovino y antibiéticos (Penicilina y Estreptomicina).
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Western blot:

Para la obtenciéon de los extractos totales de proteina las células se lisaron con el
volumen adecuado de tampén de lisis (20 mM HEPES pH 7.5, 10 Mm EGTA, 40 mM (3-
glicerofosfato, 1% detergente no i6nico NP40, 2,5 mM MgCl,, 1mM ortovanadato, 1mM
DTT y extemporaneamente 10ug/ml aprotinina y 10ug/ml leupeptina). Las células se
recogieron y se centrifugaron a 12.000 rpm, durante 10 minutos y a 4°C. Se separaron
los extractos de proteinas del resto de componentes de las células y se procedié a la
cuantificacion de la concentracion proteica de cada lisado. Para la determinacién de la
cantidad de proteina se us6 el método de Bradford. Se tomaron aproximadamente 50
Mg de proteina, a los que se afiadidé tampoén Laemli 5X (100 mM Tris pH 6.8, 4% SDS,
20% glicerol, 20 mM DTT y 0,005% azul de bromofenol). Tras hervir las muestras
durante cinco minutos, se sometieron a electroforesis 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, las membranas se incubaron durante
una hora, a temperatura ambiente y con agitacién, en una solucién de TBS-T con un 4%
de BSA, para bloquear los sitios inespecificos. Tras ello, los filtros fueron incubados con
el anticuerpo primario fosfoespecifico de la invencion (0,2-0,4 ug/ml diluido en BSA al
4% en TBS-T) durante una hora a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C en
agitacion. Se realizaron dos lavados con TBS-T durante un total de quince minutos, tras
los cuales se incubaron los filtros con el correspondiente anticuerpo secundario
conjugado a peroxidasa, diluido 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 y se
procedié a la deteccidn de la proteina por quimioluminiscencia utilizando el kit ECL. Se
realizé una autorradiografia de los filtros con peliculas Kénica que permitié detectar una
banda alli donde el anticuerpo primario habia reconocido de forma especifica la proteina
fosforilada de interés. Como control de carga interno se utilizé un anticuerpo especifico

que reconoce la proteina total de interés.

Inmunofluorescencia

Las células se crecieron en DMEM 10% Suero fetal Bovino hasta subconfluencia sobre
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cubreobjetos de vidrio de 10 mm de diametro estériles. En el momento de hacer la
inmunofluorescencia, las células se lavaron con PBS 1X y se fijaron con una solucién al
4% de paraformaldehido en PBS 1X, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Las
células se permeabilizaron incubando durante 5 minutos con una dilucién 0,5% de Tritdn
X-100 en PBS, seguido de tres lavados de PBS 1X de cinco minutos cada uno. A
continuacion, las células se incubaron con el anticuerpo primario fosfoespecifico de la
invencién a una concentracién 1/100 durante una hora en una cadmara humeda. Tras
tres lavados con PBS, de cinco minutos cada uno, se afiadi6 el anticuerpo secundario
conjugado con el fluoréforo FITC y se incubé durante 45-50 minutos en una cdmara
humeda y en oscuridad. Transcurrido ese tiempo, se realizaron dos nuevos lavados, de
cinco minutos cada uno, con PBS 1X. Por ultimo, se afiadié sobre un portaobjetos una
gota de medio de montaje Prolong con DAPI y posteriormente se colocé encima el cubre
con las células hacia abajo. Las células se examinaron mediante microscopia confocal
(Leica TCS SP8). Las imagenes se digitalizaron y procesaron utilizando el programa Fiji

Image J.

Inmunohistoquimica

Las muestras de tejido o los pellets celulares fueron fijadas con parafolmaldehido al 4%
e incluidas en parafina. Los cortes fueron montados en portaobjetos con carga positiva
(Genex-brand®), recomendados para inmunohistoquimica. El desparafinado se logré
mediante el pase de los cortes por xileno (10 min), y graduaciones decrecientes de
alcohol etilico (100° 10 min, 96° 5 min, y 70° 5 min). Se llevé a cabo un bloqueo de la
actividad enddégena peroxidasa mediante incubaciéon de los cortes en soluciéon de
peréxido de hidrégeno 3% en metanol por 15 min, e incubacién en agua destilada por
10 min. Posteriormente, los cortes se incubaron con una soluciéon de albumina bovina
sérica BSA 1% en buffer TBST por 30 min con la intencién de bloquear sitios de unién
inespecificos. Posteriormente, los cortes se incubaron con el anticuerpo fosfoespecifico
de la invencion a una dilucion 1:100 en PBS, durante toda la noche a 4 °C, en camara
humeda. El revelado de la reaccion se llevé a cabo mediante la técnica de DAB
cromogen de DAKO. La coloracién de contraste se realizé sumergiendo los cortes en
hematoxilina de Mayer durante 1min; luego se colocaron bajo un flujo de agua corriente
para el revelado. El montaje se realizdé 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 conejos con el péptido consistente en la
SEQ ID NO: 1 anteriormente mencionado, siguiendo los protocolos al uso rutinariamente
utilizados para este fin. La inmunoreactividad del suero resultante fue analizada
mediante western blot (Fig. 1) en células HEK293 transfectadas con plasmidos que
codifican ERK2 humana (Hs) o de pez cebra (Dr). En esta ultima el residuo
correspondiente a la serina 284 es una prolina (prolina 293), por lo que no es fosforilable,
y sirve de control negativo. Se observé que tras la estimulacién con EGF durante 5 min,
gue induce la fosforilacion de los residuos canénicos TEY tanto en ERK2 humanas como

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

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

estando completamente excluidas del nucleo celular, tefiido mediante DAPI.

Posteriormente, se analizé la correlacién 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 utilizé la linea celular M249,
de la cual se obtuvo una sublinea resistente a vemurafenib (vemR). Los niveles de
ERK1/2 endbgenas fosforiladas en ser 301/284 se analizaron mediante western blot
(FIG. 3) comparando la sublinea resistente con la linea parental, sensible al
vemurafenib. Se observo que los niveles de fosfo-ser 301/284 son muy superiores en la
linea parental, sensible a vemurafenib, demostrando una correlacién positiva entre los

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

Para verificar el anterior punto se evalué la correlacién entre los niveles de fosforilacién

de ser 284/301 en ERK1/2 y la sensibilidad al vemurafenib en distintas lineas de
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melanoma. Se observé que la reduccidn en la actividad total de ERK1/2, medida por la
bajada en los niveles de fosforilacion canénica (p-ERK) mediante western blot, tras el
tratamiento de las distintas lineas celulares con vemurafenib, se correlacionaba con los
mayores niveles de fosfo-ser 284/301. Se observa que dichos niveles antes del
tratamiento 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 correlacién también se observa cuando se evalua 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 tratamiento 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

Uso de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de los niveles de ERK2
fosforilada en la serina 284 como biomarcador para predecir in vitro la respuesta
al tratamiento con un inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF en un paciente,
en donde un aumento de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de
los niveles de ERK2 fosforilada en la serina 284 respecto a un valor de referencia
es indicativo de que el paciente respondera adecuadamente al tratamiento con
un inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF, y donde dicho valor de referencia
procede de la cuantificacion de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301
y de ERK2 fosforilada en la serina 284 en una muestra biolégica aislada de un
paciente que no responde al tratamiento con un inhibidor de la serina-treonina
kinasa BRAF.

Uso segun la reivindicacién 1, donde el inhibidor de la serina-treonina kinasa
BRAF es vemurafenib y/o dabrafenib.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, donde el paciente padece

cancer.

Uso segun la reivindicacién 3, donde el cancer es melanoma o cancer de pulmon

no microcitico.

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

serina-treonina kinasa BRAF es vemurafenib y 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 tratamiento con un inhibidor de la

serina-treonina kinasa BRAF en un paciente, donde dicho 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 biologica 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 cuantificacién de los niveles
de ERK1 fosforilada en la serina 301 y de ERK2 fosforilada en la serina 284
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en una muestra biolégica aislada de un paciente que no responde al
tratamiento con un inhibidor de la serina-treonina kinasa BRAF, y

c. Asignar al paciente de la etapa (a) al grupo de individuos que responderan
adecuadamente al tratamiento cuando el valor de cuantificacion obtenido en

la etapa (a) es significativamente mayor que el valor de referencia.

Método segun la reivindicacién 7, donde el inhibidor de la serina-treonina kinasa

BRAF es vemurafenib y/o dabrafenib.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 u 8, donde el paciente padece

cancer.

Método segun la reivindicaciéon 9, donde el cancer es melanoma o cancer de

pulmdn no microcitico.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, donde el inhibidor de la
serina-treonina kinasa BRAF es vemurafenib y el paciente padece melanoma.

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

humano.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, donde la cuantificacién
de los niveles de ERK1 fosforilada en la serina 301 y 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 ID NO: 1.

Un anticuerpo especifico frente al péptido que consiste en la SEQ ID NO: 1.

Kit que comprende el anticuerpo segun la reivindicacion 14.

Uso del anticuerpo segun la reivindicacién 14 o del kit segun la reivindicacién 15
para predecir in vitro la respuesta al tratamiento con un inhibidor de la serina-

treonina kinasa BRAF en un paciente.

Uso segun la reivindicacion 16, donde el inhibidor de la serina-treonina kinasa
BRAF es vemurafenib y/o dabrafenib.
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Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 6 17, donde el paciente padece

cancer.

Uso segun la reivindicacién 18, donde el cancer es melanoma o cancer de

pulmén no microcitico.

Uso segun cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, donde el inhibidor de la

serina-treonina kinasa BRAF es vemurafenib y el paciente padece melanoma.

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

humano.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3

Fig. 4
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Fig. 5
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