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DESCRIPCION
Método de prediccion de la sensibilidad a un compuesto que inhibe la via de transduccion de sefales de MAPK
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a un método de prediccién de la sensibilidad a un compuesto en el tratamiento de la
enfermedad de cancer que inhibe una via de sefializacion de la proteina cinasa activada por mitdgeno (abreviada en
lo sucesivo MAPK), a un método de seleccion de un paciente que tiene sensibilidad al compuesto, y a un compuesto
para su uso en un método de tratamiento de una enfermedad de cancer. Mas especificamente, la presente invencién
se refiere a un método de prediccion de la sensibilidad a un compuesto en el tratamiento de la enfermedad de
cancer que inhibe una via de sefalizacion de MAPK, teniendo el método una caracteristica en medir, usando una
muestra bioldgica derivada de un paciente con cancer, si la B-catenina contenida en la muestra bioldgica tiene o no
al menos un tipo de mutacion seleccionada del grupo que consiste en (i) una mutacion activa y (ii) una mutacion de
sustitucion de un resto de asparagina por un resto de serina en la posicion 287, incluyendo el método determinar que
un paciente que se detecta que tiene la mutacion en B-catenina tiene sensibilidad al compuesto que inhibe una via
de senalizacion de MAPK. La presente invencién también se refiere a un método de seleccién de un paciente que se
somete al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK,
teniendo el método la caracteristica anteriormente mencionada.

TECNICA ANTERIOR

Una via de seializaciéon de MAPK es una via de sefalizacién comun implicada en el crecimiento celular. La via de
sefializacion de MAPK es una cascada de proteinas cinasas compuesta de tres tipos de grupos de cinasa, es decir,
MAPK, cinasa MAPK (abreviada en lo sucesivo MAPKK) y cinasa MAPKK (abreviada en lo sucesivo MAPKKK), y
esta altamente conservada en eucariotas. En mamiferos, MAPK se clasifican en cuatro tipos de moléculas de la
familia MAPK, especificamente, las proteinas cinasas 1y 2 reguladas por sefiales extracelulares (denominadas en lo
sucesivo ERK1/2), ERK5, cinasa del extremo N Jun/proteina cinasa activada por estrés (abreviada en lo sucesivo
JNK/SAPK), y p38 MAPK, y se conoce que forman cascadas independientes entre si. De las moléculas de la familia
MAPK, ERK1/2 y ERK5 estan cada una implicadas independientemente en una via de sefializacion de MAPK que se
activa principalmente por la estimulacién con un factor de crecimiento o similar. La via de sefalizacion de MAPK en
la que participan ERK1/2 se denomina algunas veces una via de sefalizacion canonica de MAPK. Por ofra parte,
JNK/SAPK y p38 MAPK estan implicadas cada una independientemente en una via de sefalizaciéon de MAPK
novedosa que se activa por una citocina inflamatoria tal como interleucina-1 (IL-1) o factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a), o un estrés fisicoquimico tal como irradiacion con luz UV o estimulacion hipertonica.

En la via de sefializacion candnica de MAPK, se promueven el crecimiento celular y la supervivencia por la
fosforilacion de proteinas aguas abajo por tres tipos de cinasas, es decir, Raf, cinasa MAPK/ERK (abreviada en lo
sucesivo MEK) y ERK (Documento no de patente 1). Raf es una MAPKKK que tiene actividad de serina/treonina
cinasa, y su familia incluye B-Raf (denominada algunas veces en lo sucesivo BRAF), Raf-1, A-Raf y similares. Raf se
activa por Ras y opera la via de sefalizacion de MAPK. MEK es una MAPKK que tiene funciones de fosforilacién no
solo de un resto de tirosina, sino también de un resto de serina y un resto de treonina, y se activa por la fosforilacion
por Raf y fosforila especificamente ERK1/2. ERK es una MAPK que tiene actividad de serina/treonina cinasa. Se
conoce que estan presentes ERK1 y ERK2 que tienen homologia extremadamente alta. ERK1/2 se fosforilan por
MEK1 y MEK2 (denominadas en lo sucesivo MEK1/2).

En la via de sefializacion candénica de MAPK, cuando un factor de crecimiento tal como el factor de crecimiento
epidérmico (abreviado en lo sucesivo EGF) se une a un receptor que tiene actividad de tirosina cinasas sobre una
membrana celular, una tirosina cinasa de receptor (abreviada algunas veces en lo sucesivo RTK) se dimeriza y
activa (Documento no de patente 2). Cuando RTK se autofosforila, se une a la misma una proteina adaptadora Grb2.
Grb2, a la que se une un factor de intercambio del nucleétido guanina, son of sevenless (SOS), promueve una
reaccion de intercambio de guanosina difosfato/guanosina trifosfato (abreviada en lo sucesivo GDP/GTP) de una
proteina G, Ras (se conocen K-ras, H-ras, y N-ras) (Documento no de patente 3). Entonces, Ras se activa, que
conduce a la activacion de serina/treonina cinasa Raf. Raf fosforila directamente MEK1/2, y MEK1/2 fosforiladas
fosforilan ERK1/2. Finalmente, ERK1/2 fosforiladas entran en el nucleo y activan la transcripcion de Elk-1 o ciclina
D1, dando como resultado el crecimiento celular.

Existen muchos informes sobre mutaciones y la expresiéon en exceso de factores implicados en la via de
sefializacion de MAPK en células tumorales. Se ha informado de la expresidon en exceso y las mutaciones de la
tirosina cinasa de receptor, tal como el receptor de EGF (abreviado en lo sucesivo EGFR) o Her2, que dan como
resultado la activacion anormal de la via de sefalizaciéon de MAPK que conduce a la transformacién maligna
(Documentos no de patente 4 a 6). En particular, la expresion en exceso y las mutaciones de EGFR se encuentran
en 50 % o mas de los tumores malignos humanos. Una mutacion activa de Ras se encuentra en 30 % de todos los
tumores malignos, y en particular, se encuentra en 90 % de canceres pancreaticos y 50 % de canceres colorrectales
(Documentos no de patente 7 a 9). Similarmente, una mutacién activa de BRAF se encuentra en 63 % de los
melanomas malignos, 45 % de canceres de tiroides y 36 % de canceres de ovario (Documentos no de patente 10 a
12). Se produce una mutacion activa de BRAF por activacion constitutiva de una parte que tiene una accion catalitica
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a través de su cambio estructural debido a una sustitucion de un resto de valina a un resto de acido glutamico
(V600E) en un resto de aminoacido en la posicion 600, que es una parte activa. Como resultado, se activa un factor
aguas abajo sin la estimulacion con un factor de crecimiento o similares y, por tanto, las células crecen
anormalmente, conduciendo a transformacion maligna (Documento no de patente 13).

MEK se sitla aguas abajo de Ras y Raf y tiene especificidad por sustrato, y ERK como su sustrato se activa en
muchos tipos de células tumorales. Por tanto, se ha desarrollado un inhibidor que se dirige a MEK con el fin de
suprimir el crecimiento celular (Documento no de patente 14).

El inhibidor de MEK desarrollado por primera vez es PD098059 (Parke-Davis). Este compuesto presenté actividad
inhibitoria sobre MEK con un valor de Clsy de aproximadamente 10 umol/l. A continuacion, se desarrolld U0126
(antiguamente, DuPont Pharma). U0126 presenté MEK1/2 con un valor de Clso de desde aproximadamente 5 hasta
7 nmol/l. PD098059 y U0126 presentaron actividad supresora del crecimiento in vitro, pero no se sometieron a un
ensayo clinico (Documentos no de patente 15y 16).

Se informd por primera vez que el inhibidor de MEK PD184352 (CI-1040, Parke-Davis) presentaba un efecto
supresor del crecimiento in vivo y se sometié a un ensayo clinico. Este compuesto mejoré en tanto la selectividad
como la actividad inhibitoria en comparacién con PD098059, e inhibi6 MEK1 en un modo competitivo no de
adenosina trifosfato (ATP) con un valor de Clsp de 17 nmol/l. Ademas, en una etapa preclinica, se confirmaron las
actividades inhibitorias del crecimiento celular sobre células de cancer colorrectal y melanoma maligno (Documento
no de patente 17). Se desarrollaron PD0325901 (Pfizer) y AZD6244 (AstraZeneca/Matriz BioPharma) como
compuestos analogos de PD184352. PD0325901 presenté MEK1/2 en un modo competitivo no de ATP con un valor
de Clso de aproximadamente 1 nmol/l, y presenté actividad supresora del crecimiento mas potente que PD184352 in
vivo (Documento no de patente 18). En un ensayo clinico, se encontré un efecto antitumoral y una disminucion en la
fosforilacion de ERK en un ensayo clinico de fase | y un ensayo clinico de fase Il (Documentos no de patente 19 y
20). AZD6244 inhibe MEK en un modo competitivo no de ATP con un valor de Clsy de aproximadamente 12 nmol/l
(Documento no de patente 21). Este compuesto presenta un efecto antitumoral en un ensayo clinico y esta
actualmente en ensayo clinico.

Se ha encontrado que un inhibidor de MEK SMK-17 (Daiichi Sankyo Company, Limited.), que se desarroll6 dirigido
hacia la potente actividad inhibitoria de MEK y excelente farmacocinética, tiene actividad inhibitoria especifica de
MEK1/2 y actividad supresora del crecimiento (Documento no de patente 22 y Documento de patente 1).

Se conoce que otra via de sefializacion, una via de sefalizacion de Wnt/B-catenina, esta implicada en el desarrollo
del organismo, crecimiento celular y oncogénesis. En la via de sefializacion de Wnt/B-catenina en un estado en el
que no actua un ligando Wnt, una proteina supresora de cancer, coli de poliposis adenomatosa (APC), una proteina
del armazén Axin (Documentos no de patente 23 a 25), glucégeno sintasa cinasa-3 (abreviada en lo sucesivo GSK-
3) y caseina cinasa 1 (abreviada CK1) forman un complejo con B-catenina (abreviada algunas veces en lo sucesivo
B-cat), en la que la B-catenina se fosforila por GSK-3 (Documento no de patente 23 y Documento no de patente 26)
o CK1 (Documentos no de patente 27 a 29). La B-catenina fosforilada se degrada mediante una via de ubiquitina-
proteasoma (Documentos no de patente 30 a 32) y, por tanto, la B-catenina se suprime a un nivel de expresion mas
bajo. Sin embargo, cuando Wnt se une a un complejo de un receptor transmembrananario Frizzled (abreviado en lo
sucesivo Fz) y su receptor acoplado LRP (complejo Fz/LRP), se fosforila Dishevelled y se inhibe la actividad de
fosforilacion de GSK-3 mediante Axin (Documentos no de patente 33 y 34). Esta inhibe la fosforilacion de B-catenina.
Como resultado, la B-catenina se almacena en el citoplasma sin ser degradada (Documento no de patente 35).
Después de esto, la B-catenina entra en el nicleo y forma un complejo con un factor de transcripcion, el factor de
linfocitos T (abreviado en lo sucesivo TCF) (Documentos no de patente 36 y 37). Finalmente, se provoca la
activacion transcripcional de un gen diana tal como c-myc, que participa en el crecimiento celular, supervivencia y
apoptosis, o ciclina D1, que promueve el crecimiento celular.

Se ha informado de mutaciones de APC y B-catenina en células tumorales, que son factores constituyentes de la via
de sefializacion de Wnt/B-catenina. Estas mutaciones se encuentran en 90 % de canceres colorrectales
(Documentos no de patente 38 y 39). Las mutaciones de APC son, en la mayoria de los casos, mutaciones
deficientes en sitios de union para Axin y B-catenina (Documento no de patente 40). Esto da como resultado que no
se forma un complejo que fosforila B-catenina, y la B-catenina entra en el ndcleo sin ser fosforilada y activa
constitutivamente la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina. Las mutaciones activas entre las mutaciones de -
catenina son, en la mayoria de los casos, mutaciones de sustitucion de restos de aminoacidos de un sitio de
fosforilacion por GSK-3, por ejemplo, un resto de serina en la posicion 33 (S33), resto de serina en la posicion 37
(S37) y resto de treonina en la posicion 41 (T41) de la misma, y un resto de aminoacido de un sitio de fosforilacion
por CK1, por ejemplo, un resto de serina en la posicion 45 (S45) de la misma, a un resto de aminoacido no
fosforilado por GSK-3 o CK1. Esto da como resultado que la B-catenina que tiene una mutacién activa entra en el
nucleo sin ser fosforilada por el complejo anteriormente mencionado y activa constitutivamente la via de sefializacion
de Wnt/B-catenina, dando como resultado la canceracion de células (Documento no de patente 39).
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Press, New York

[Documento no de patente 59] Goding, Monoclonal Antibodies, Principles and Practice (2d ed.) 1986 Academic
Press, New York [Documento no de patente 60] Yamori, T., et al., Potent antitumor activity of MS-247, a novel
DNA minor groove binder, evaluated by an in vitro and in vivo human cancer cell line panel. Cancer Res, 1999.
59(16): p. 4042-9.

[Documento no de patente 61] Wilhelm, S., et al., Discovery and development of sorafenib: a multikinase
inhibitor for treating cancer. Nat Rev Drug Discov, 2006. 5(10): p. 835-44.
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El documento US 2010/0209426 A1 desvela inhibidores de la represion inducida por progastrina de ICAT para tratar
y/o prevenir cancer colorrectal, poliposis adenomatosa o metastasis que presenta células secretoras de progastrina y
células en las que la via transcripcional mediada por beta-catenina/Tcf-4 es constitutivamente activa.

S.H. Jeon et al., "Axin Inhibits Extracellular Signal-regulated Kinase Pathway by Ras Degradation via -Catenin",
Journal of Biological Chemistry, 282(19), p. 14482 - 14492 (2007), ensefian que Axin inhibe al menos parcialmente la
proliferacion de células y sugieren que la via de Ras-ERK desempefia una funcién en la carcinogénesis causada por
mutaciones de los componentes de la via de Wnt/B-catenina.

C.M. Lovly et al., "Routine Multiplex Mutational Profiling of Melanomas Enables Enroliment in Genotype-Driven
Therapeutic Trials", PLoS ONE, 7(4), p. €35309 (2012), informan del desarrollo, validacién e implementaciéon de un
ensayo disefiado para detectar simultaneamente 43 mutaciones puntuales somaticas comunes en 6 genes (BRAF,
NRAS, KIT, GNAQ, GNA11 y CTNNB1) posiblemente relevantes para terapias dirigidas existentes y emergentes
especificamente en melanoma.

E. Choy et al., "High-Throughput Genotyping in Osteosarcoma ldentifies Multiple Mutations in Phosphoinositide-3-
Kinase and Other Oncogenes", Cancer, 118(11), p. 2905 - 2914 (2011), informan de genes que mutan en
osteosarcomas que ofrecen nuevos candidatos para el direccionamiento terapéutico.

SUMARIO DE LA INVENCION
PROBLEMA A RESOLVER POR LA INVENCION

En un campo terapéutico de una enfermedad de cancer en los Ultimos afios, se ha vuelto comun el desarrollo de un
farmaco molecularmente dirigido, y se ha establecido un concepto de seleccion de un paciente que recibe el efecto
del farmaco con seguridad y administracion del farmaco al paciente seleccionado. Por tanto, en el momento del
desarrollo del farmaco molecularmente dirigido, existe una necesidad de desarrollo de un método de evaluacion de
un efecto del farmaco con el fin de la seleccién de pacientes o la reduccién de efectos secundarios.

Por ejemplo, se ha informado que el inhibidor de MEK se puede considerar que presenta un efecto antitumoral sobre
un tumor maligno que tiene una mutacion activa de BRAF, que activa MEK, y, por tanto, se puede predecir la
sensibilidad del tumor maligno al inhibidor de MEK por la deteccién de una mutaciéon de BRAF V600E como la
mutacion activa (Documento no de patente 41). Sin embargo, las respuestas clinicas a inhibidores de MEK
PD0325901 y AZD6244 de pacientes con melanoma maligno que tienen una mutacién BRAF activa en un ensayo
clinico son aproximadamente 10 % y 11 % en términos de un total de una respuesta parcial y una respuesta
completa, respectivamente, y asi no se ha obtenido un alto efecto (Documentos no de patente 42 y 43).

Es un objeto de la presente invencién un método de prediccion de la sensibilidad a un farmaco molecularmente
dirigido, y un método de seleccién de un paciente que se determina que tiene alta sensibilidad al farmaco, para
permitir el eficaz tratamiento de una enfermedad de cancer con un farmaco molecularmente dirigido.

MEDIOS PARA RESOLVER EL OBJETO

Los inventores de la presente invencion han hecho amplias investigaciones para lograr el objeto anteriormente
mencionado, y han encontrado que cada uno de los inhibidores de MEK SMK-17 (Documento no de patente 22 y
Documento de patente 1) y PD184352 (Documento no de patente 44), y un inhibidor selectivo de BRAF SB590885
(Documentos no de patente 45 y 46) induce la apoptosis selectivamente en células que tienen una mutacién activa
de B-catenina. Ademas, los inventores han encontrado que la induccién de la apoptosis por SMK-17 no se observé
en células en las que se perdié una funcion de una via de sefializacion de Wnt/B-catenina por inactivacion del gen B-
catenina o expresion forzada de DN-TCF4, y que la apoptosis se indujo por SMK-17 en células en las que se activod
una funcion de una via de sefalizacion de Wnt/B-catenina por expresion forzada de B-catenina activa o estimulacion
de wnt3a. Ademas, los inventores han encontrado que SMK-17 presenta un efecto tumoral de regresion sobre un
tumor que tiene una mutacién activa de B-catenina in vivo. Asi, la presente invencién se ha llevado a cabo aclarando
una relacién entre la inducciéon de apoptosis de células tumorales por la inhibicién de la via de sefializaciéon de MAPK
y su efecto de regresion tumoral, y la activacion de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina.

Es decir, la presente invencion se refiere a lo siguiente:

[1] Un método de seleccion de un paciente para someterse al tratamiento de la enfermedad de cancer con
un compuesto que inhibe una via de sefalizacion de la proteina cinasa activada por mitdgeno (abreviada en
lo sucesivo MAPK), que comprende:

usar una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer, medir si la -catenina contenida en la
muestra bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacion seleccionada del grupo que consiste en
S33Y, S33C, S33F, S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S; y
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seleccionar un paciente que se detecta que tiene la mutaciéon en B-catenina como paciente para
someterse al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de
sefializacion de MAPK.

[2] Un método de prediccion de la sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto
que inhibe una via de senalizaciéon de MAPK, que comprende:

usar una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer, medir si la -catenina contenida en la
muestra bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacion seleccionada del grupo que consiste en
S33Y, S33C, S33F, S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S; y

determinar que un paciente que se detecta que tiene la mutacion en B-catenina tiene sensibilidad al
tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefalizacion de
MAPK.

[3] El método segun [2], en el que la sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de cancer con un
compuesto que inhibe una via de sefializaciéon de MAPK es la regresion del cancer debido a la induccién de
apoptosis en el tratamiento de la enfermedad de cancer con el compuesto.

[4] EI método segun uno cualquiera de los puntos anteriormente mencionados [1] a [3], en el que la muestra
bioldgica es una muestra biolégica que contiene una célula cancerosa o un tejido canceroso.

[5] El método segun uno cualquiera de [1] a [4], en el que el compuesto que inhibe una via de sefalizacion
de MAPK es al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un compuesto que inhibe una
MAPK cinasa cinasa (abreviada en lo sucesivo MAPKKK), un compuesto que inhibe una MAPK cinasa
(abreviada en lo sucesivo MAPKK) y un compuesto que inhibe una MAPK.

[6] El método segun el punto anteriormente mencionado [5], en el que el al menos un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en un compuesto que inhibe una MAPKKK, un compuesto que inhibe
una MAPKK y un compuesto que inhibe una MAPK es al menos un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en un compuesto que inhibe B-Raf y un compuesto que inhibe MEK1/2.

[7] Un compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK para su uso en un método de tratamiento de
una enfermedad de cancer, comprendiendo el método:

usar una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer, medir si la -catenina contenida en la
muestra bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacion seleccionada del grupo que consiste en
S33Y, S33C, S33F, S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S;

seleccionar un paciente que se detecta que tiene la mutacién en B-catenina como un paciente para
someterse al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de
sefializacion de MAPK; y

administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto que inhibe una via de sefalizacién de
MAPK al paciente seleccionado;

en el que el compuesto que inhibe una via de sefalizacién de MAPK es SMK-17.

[8] El compuesto para su uso segun el punto anteriormente mencionado [7], en el que la muestra biolégica
es una muestra bioldgica que contiene una célula cancerosa o un tejido canceroso.

VENTAJA DE LA INVENCION

El método segun la presente invenciéon permite la evaluacion del efecto de un farmaco que contiene un compuesto
que inhibe una via de sefalizacién de MAPK en un paciente con cancer antes de la administracién del farmaco.
Ademas, el método segun la presente invencion permite la seleccion de un paciente que se determina que tiene alta
sensibilidad al farmaco, y permite un tratamiento eficaz de una enfermedad de cancer con el farmaco. Ademas, el
método segun la presente invencion se puede realizar in vifro usando una muestra bioldgica derivada de un paciente
con cancer y, por tanto, impone menos carga a un paciente. Como se ha descrito anteriormente, el método segun la
presente invencion es Util en el campo terapéutico de una enfermedad de cancer.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La FIG. 1 muestra los resultados de estudios sobre la actividad supresora del crecimiento de células tumorales
de los inhibidores de MEK SMK-17 y U0126. Las lineas de células mutantes de 3-catenina activa SW48, colo-
205, colo-201, SK-MEL-1 y HCT_116 presentaron cada una alta sensibilidad a SMK-17 y U0126. Estas células
tuvieron baja sensibilidad a un inhibidor de PI3K LY294002. El panel A y el panel B muestran los resultados de
estudios en cultivo bidimensional (cultivo 2D) y cultivo tridimensional (cultivo 3D), respectivamente (Ejemplo 1).
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La FIG. 2 muestra que la induccion de la apoptosis mediante tratamiento con SMK-17 se observé en lineas
celulares que tenian mutaciones activas de 3-catenina (representadas por "mutacion de B-cat" en la FIG. 2).
Especificamente, se observd un aumento en el numero de células sub-G1 y la fragmentacion de ADN, que
indicaron la inducciéon de apoptosis, en las lineas celulares que tenian mutaciones activas de [(-catenina,
HCT_116, SW48, colo-201 y LS-174T, cuando las células se trataron con SMK-17 a una concentracion tal que
se inhibié completamente la fosforilacion de ERK. Por otra parte, se observé un aumento sorprendente en el
numero de células detenidas en G1 en lineas celulares que tenian B-catenina no mutante (B-cat wt), A375 y
HT29, pero no se observé un aumento sorprendente en el nimero de células sub-G1, que indicé que solo se
indujo la inhibicion del crecimiento. El panel superior muestra proteinas en las que las mutaciones se
encontraron en las lineas celulares usadas, y la actividad transcripcional de TCF4 en las lineas celulares. El
panel central muestra la actividad inhibitoria de la fosforilacion de ERK de SMK-17. El panel inferior muestra los
resultados de la deteccion de células sub-G1 con un citdmetro de flujo (FCM) (Ejemplo 2).

La FIG. 3 muestra que los inhibidores de MEK SMK-17 y PD184352 y un inhibidor selectivo de BRAF
SB590885 presentaron cada uno actividad inductora de la apoptosis en una linea celular que tenia una
mutacién activa de B-catenina, HCT_116 y/o SW48, a una concentracion tal que se inhibié completamente la
fosforilacion de ERK. Por otra parte, estos inhibidores no indujeron la actividad inductora de la apoptosis en una
linea celular que tenia 3-catenina no mutante, A375, a una concentracion tal que se inhibié completamente la
fosforilacion de ERK (Ejemplo 3).

La FIG. 4 muestra que la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 se suprimio significativamente en
células en las que la B-catenina se inactivd por ARNip de B-catenina. El panel A muestra que la reduccion de la
expresion de B-catenina se confirmd 48 horas después de la inactivacion. En el panel A, "cat" representa
ARNip de B-catenina, y "ctl" representa ARNip de control. Se us6 actina como patron interno. El panel B
muestra que la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 se suprimid significativamente en células en las
que se inactivo la B-catenina en comparacion con células tratadas con ARNip de control. En el panel B, "ip-B-
catenina" representa ARNip de -catenina, y "ip-control" representa ARNip de control (Ejemplo 4).

La FIG. 5 muestra que la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 se suprimié suprimiendo una via de
sefializacion de Wnt/B-catenina por la expresion forzada de TCF4 negativo dominante (DN-TCF4). El panel A
muestra que la actividad transcripcional de TCF4 se suprimié por la expresion forzada de DN-TCF4 en
comparacion con un control. La imagen izquierda del panel B muestra que el niumero de células sub-G1
aumentdé mediante el tratamiento con SMK-17 en células de control, mientras que el aumento en el nimero de
células sub-G1 por el tratamiento con SMK-17 observado en las células de control se suprimié en células con
expresion forzada de DN-TCF4. La imagen derecha del panel B muestra que el nimero relativo de células sub-
G1 fue significativamente reducido en las células con expresion forzada de DN-TCF4 en comparacion con las
células de control cuando las células se trataron con SMK-17 (Ejemplo 4).

La FIG. 6 muestra que la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 se observé estimulando una via de
sefializacion de Wnt/B-catenina con un ligando de Wnt wnt3a. El panel A muestra que la actividad
transcripcional de TCF4 aumenté por la estimulacion de wnt3a en una linea celular que tenia B-catenina no
mutante, A375. El panel B muestra que la escision de poli(ADP-ribosa) polimerasa (abreviada en lo sucesivo
PARP) se indujo mediante tratamiento con SMK-17 bajo condicién de estimulacion de wnt3a. El panel C
muestra que el nimero de células sub-G1 aumento significativamente en A375 mediante tratamiento con SMK-
17 bajo condicién de estimulacion de wnt3a, pero no se observé aumento en el nimero de células sub-G1 bajo
condicion de estimulacion no de wnt3a (Ejemplo 5).

La FIG. 7 muestra que la expresion forzada de [B-catenina activa en una linea celular que tiene B-catenina no
mutante, A375, produjo la observacion de la induccidon de apoptosis por SMK-17. En la FIG. 7, "ABC"
representa beta-catenina activa (B-catenina activa). El panel A muestra que la actividad transcripcional de
TCF4 aumentod en las células con expresion forzada de B-catenina activa. El panel B muestra que el nimero de
células sub-G1 se redujo significativamente en las células con expresion forzada de f-catenina activa en
comparacion con las células de control (Ejemplo 5).

La FIG. 8 muestra que SMK-17 presenté un efecto de regresion tumoral in vivo. Se observé una disminucién en
el volumen del tumor (representado por "VT" en la FIG. 8) por la administracién de SMK-17 en cada uno de los
ratones sin pelo que llevaban lineas de células tumorales que tenian mutaciones de B-catenina activa, SW48 y
colo205. Por otra parte, se observé un efecto supresor del crecimiento tumoral por la administracién de SMK-17
en cada uno de los ratones sin pelo que llevan lineas celulares que tienen B-catenina no mutante, A375 y
HT29, pero no se observo efecto de regresion tumoral (Ejemplo 6).

La FIG. 9 muestra que el numero de células positivas para apoptosis aumenté por la administracion de SMK-17
en un tejido tumoral de ratones sin pelo que portaban una linea de células tumorales que tiene una mutacion
activa de B-catenina, SW48. No se observé cambio en el nimero de células positivas para apoptosis por la
administracion de SMK-17 en un tejido tumoral en cada uno de los ratones sin pelo que portaban lineas
celulares que tienen (-catenina no mutante, A375 y HT29. En la FIG. 9, "B-cat wt" representa B-catenina no
mutante y "mutacion de B-cat" representa una mutacion activa de [-catenina. Las células positivas para
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apoptosis se detectan por un ensayo de TUNEL, y su numero se representa como el numero de células
positivas por TUNEL por campo (TUNEL positivo/campo) (Ejemplo 6).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de prediccion de la sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de
cancer con un compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK, teniendo el método una caracteristica en
que una mutacion de B-catenina contenida en una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer se detecta
como un factor de sensibilidad para un compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK. La presente
invencion también se refiere a un método de seleccién de un paciente que tiene sensibilidad a un compuesto que
inhibe una via de senalizacion de MAPK, teniendo el método la caracteristica anteriormente mencionada. La
presente invencién también se refiere a un compuesto que inhibe una via de sefializaciéon de MAPK para su uso en
un método de tratamiento de una enfermedad de cancer, incluyendo el método administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz del compuesto al paciente seleccionado por el método anteriormente mencionado.

En el presente documento, la "sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe
una via de sefalizacion de MAPK" se refiere a la sensibilidad o reactividad a un compuesto que inhibe una via de
sefializacion de MAPK, y mas especificamente, significa la induccion de apoptosis y la regresion del cancer
resultante de la misma en el tratamiento de la enfermedad de cancer con el compuesto.

En el presente documento, la "apoptosis" se refiere a un término genérico para muertes celulares programadas
(Documento no de patente 47). La apoptosis se refiere a muertes celulares controladas y reguladas, cuyas células
que constituyen un cuerpo de un organismo multicelular provocan positivamente que un individuo se mantenga en
un mejor estado. Se conoce como una caracteristica de la apoptosis que la condensacion nuclear y la posterior
fragmentacion de ADN ocurren después del cambio de una estructura de membrana celular, y las células se
degradan en una estructura de pequefio tamafio denominado "cuerpo apoptosico”. El contenido de ADN del cuerpo
apoptosico es menor en comparacion con el de las de células normales y las células en crecimiento. Por tanto, se
puede detectar la apoptosis midiendo el contenido de ADN de células para detectar el cuerpo apoptésico. La
formacioén de cuerpos apoptésicos se detecta como la fase sub-G1 en la medicién de un ciclo celular. El ciclo celular
se puede medir, por ejemplo, por un método bien conocido que utiliza un citdmetro de flujo.

El "cancer" significa generalmente un tumor maligno en sentido estricto, y se refiere a un tumor maligno de un origen
de célula epitelial. Por otra parte, un tumor maligno no epitelial se denomina sarcoma. El "tumor maligno" se refiere
particularmente a tumor histolégico que tiene una alta propiedad de infiltracion y que presenta tumor maligno tal
como crecimiento y metastasis, en el que el tumor histolégico se forma por crecimiento autdnomo y excesivo de un
tejido o células contrarias al control in vivo. Segun la clasificacion histopatologica, el cancer se puede clasificar en
tres tipos, es decir, adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas y carcinoma de células transitorias. El
adenocarcinoma es un cancer derivado de tejido glandular, y ejemplos del mismo pueden incluir cancer colorrectal,
cancer de mama, cancer de estdbmago, cancer de pulmoén, cancer de vesicula biliar, cancer de rifidn, cancer de
prostata, cancer de duodeno, cancer pancreatico, cancer de ovario, cancer de cuello uterino y cancer del cuerpo
uterino. El carcinoma de células escamosas es un tumor formado por el crecimiento de células basales epiteliales
malignamente transformadas con elevada atipia y polimorfia en un tejido conjuntivo subepitelial, y sus ejemplos
pueden incluir cancer de boca, cancer de lengua, cancer de faringe, cancer de eso6fago, cancer bronquial y cancer
de laringe. El carcinoma de células de transicion es un cancer derivado de un tejido epitelial de transicion, y sus
ejemplos pueden incluir cancer de vejiga, cancer de la pelvis renal, cancer de uréter y cancer de boca. Mientras
tanto, ejemplos del sarcoma incluyen fibrosarcoma, mixosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, osteosarcoma,
rabdomioma, leiomiosarcoma, angiosarcoma y linfoma maligno.

La frecuencia del sarcoma en el tumor maligno es baja. Por tanto, el término "cancer" se usa frecuentemente con el
mismo significado que "tumor maligno". En el presente documento, el "cancer" y el "tumor maligno" se usan
intercambiablemente como sinénimos.

La mutacién de B-catenina que va a detectarse como factor de sensibilidad para el compuesto que inhibe una via de
sefializacion de MAPK es (i) una mutacion activa y (ii) una mutacion de sustitucion de un resto de asparagina por un
resto de serina en la posicion 287 en la secuencia de aminoacidos de [B-catenina como se define en las
reivindicaciones adjuntas.

En el presente documento, la "mutacién activa de [-catenina" se refiere a una mutacién en B-catenina como se
define en las reivindicaciones adjuntas que provoca un estado en el que la B-catenina funciona constitutivamente en
células, es decir, una mutacién que provoca un estado en el que la via de sefalizacién de Wnt/B-catenina se activa
constitutivamente.

Se ha informado de la mutacion activa de B-catenina en muchos tipos de enfermedades de cancer. Por ejemplo, se
ha encontrado un tipo cualquiera o dos o mas tipos de mutaciones de sustitucion de S33, S37, T41 y S45 de B-
catenina en cancer colorrectal, cancer del cuerpo uterino esporadico, tumor desmoide, carcinoma hepatocelular,
hepatoblastoma, nefroblastoma (tumor de Wilms), meduloblastoma esporadico, carcinoma endometrioide de ovario,
cancer de préstata y cancer de tiroides (Documento no de patente 48).
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También se ha informado de la mutacién activa de -catenina en varias lineas de tumor maligno. Por ejemplo, existe
un informe sobre una sustitucion de T41 de B-catenina a alanina, y también hay informes sobre sustituciones de S33
a cisteina, fenilalanina y tirosina, y sustituciones de S37 y S45 a fenilalanina y prolina (Documento no de patente 49).

La secuencia de nucledtidos de una regidon codificante del gen de B-catenina no mutante se expone en
SEQ ID NO: 1 del listado de secuencias. Ademas, la secuencia de aminoacidos de -catenina no mutante se expone
en SEQ ID NO: 2. En el presente documento, cuando se menciona la posicion de un cierto nucleétido en la
secuencia de nucleétidos del gen de B-catenina, la posicion se expresa como una posicion en la secuencia de
nucledtidos expuesta en SEQ ID NO: 1. En el presente documento, cuando se menciona la posiciéon de un cierto
resto de aminoacido en la secuencia de aminoacidos de [-catenina, la posicidn se expresa como una posicién en la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 2.

En el presente documento, se usa una abreviatura de una letra en la representacién de una mutaciéon en una
secuencia de aminoacidos, y una sustitucion de aminoacidos de un resto de aminoacido X a un resto de aminoacido
Z en la posicidon y en una secuencia de aminoacidos se expresa algunas veces XyZ. Por ejemplo, una sustitucion de
aminoacidos de un resto de serina a un resto de tirosina en la posicion 33 se expresa S33Y. Ademas, una delecién
de un resto de aminoacido X en la posicion y se expresa Xydel. Por ejemplo, una delecion de un resto de serina en
la posicion 45 se expresa S45del.

Ademas, en el presente documento, en el caso de representar una mutaciéon en una secuencia de nucleétidos, el
primer nucleétido de un codén de iniciacion en la secuencia de nucleétidos se define como la posicion 1, y una
mutacioén de sustitucion de una base N a una base M en la posicién n se expresa algunas veces nN>M. Por ejemplo,
una mutacién de sustitucion de citosina a adenina en la posicién 98 se expresa 98C>A.

La Tabla 1 muestra ejemplos de la mutacién activa y mutacion N287S de 3-catenina detectada en lineas de tumor
maligno.

[Tabla 1]
Tipo de linea de células tumorales Nombre de la | B-Catenina
linea de células
tumorales Mutacién de | Mutacion de gen
aminoacido
Cancer colorrectal SW48 S33Y 98C>A
HCT_116 S45del Delecion en el marco
de tres nucleodtidos
LS174-T S45F 134C>T
Colo201 N287S 860A>G
Colo205 N287S 860A>G
Cancer de piel SK-MEL-1 S33C 98C>G
Cancer de pulmoén SW1573 S33F 98C>T
A427 T41A 121A>G
Cancer de duodeno HUTU-80 S37F 110C>T
Adenocarcinoma de ovario productor de hCG | RTSG S37P 109T>C
Cancer de la corteza suprarrenal NCI-H295 S45P 133T>C

Como mutacion activa de 3-catenina, se ha informado de mutaciones de S33Y, S45del y S45F en lineas de células
de cancer colorrectal, células SW48, células HCT_116 y células LS-174T, respectivamente. Ademas, se ha
informado de una mutacién de S33C en una linea de células de cancer de piel, células SK-MEL-1. Como se muestra
en los ejemplos descritos después, estas lineas celulares presentaron alta sensibilidad al tratamiento con un
inhibidor de MEK o inhibidor de BRAF, que era un compuesto que inhibié una via de sefalizacion de MAPK, en
comparacion con las células que tienen 3-catenina no mutante, y se indujo su apoptosis.

Ademas de lo anterior, existen informes sobre la mutacién activa de B-catenina, que es una mutacién tal como: S33F
y T41A en lineas de células de cancer de pulmoén, células SW1573 y células A427, respectivamente; S37F en una
linea de células de cancer de duodeno, células HUTU-80; S37P en una linea de células de adenocarcinoma de
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ovario productor de hCG, células RTSG; y S45P en una linea de células de cancer de la corteza suprarrenal, células
NCI-H295 (Documentos no de patente 50 y 51).

Por otra parte, no se ha informado que una mutacién de sustitucion de un resto de asparagina por un resto de serina
en la posicion 287 (N287S) sea una mutacion activa de p-catenina. Sin embargo, como se muestra en los ejemplos
descritos después, se indujo la apoptosis por tratamiento con inhibidor de MEK en lineas de células de cancer
colorrectal que tenian la mutaciéon de sustitucion anteriormente mencionada, células colo201 y células colo205
(Documento no de patente 51), como con células que tenian mutaciones activas de B-catenina. Este hecho indica
que la mutacion N287S se puede utilizar como un factor de sensibilidad para el compuesto que inhibe la via de
sefializacion de MAPK.

La deteccion de la mutacion de B-catenina se puede realizar detectando una mutacion del gen de B-catenina. La
deteccion de la mutacion del gen de 3-catenina se realiza preferentemente detectando la presencia o ausencia de
una mutacién de aminoacido para codones que codifican un tipo cualquier o dos o mas tipos de restos de
aminoacidos en la posicion 33, posicion 37, posicion 41, posicion 45 y posicion 287 en la secuencia de aminoacidos
de B-catenina. La "mutacion de aminoacido" significa una sustitucion de un Unico par de bases que cambia un
cédigo genético de manera que dispone un aminoacido diferente de un aminoacido normal en un sitio de interés.
Cuando se detecta una diferencia en el nucleétido en una comparacion entre la secuencia de nucleétidos del gen de
B-catenina en una muestra de prueba y la secuencia de nucledtidos (SEQ ID NO: 1) del gen de B-catenina no
mutante, se puede determinar que el gen de 3-catenina en la muestra de prueba tiene una mutacion.

Mas ejemplos preferidos de la mutacién del gen de B-catenina pueden incluir mutaciones de citosina en la posicion
98, timina en la posicién 109, citosina en la posicion 110, adenina en la posicién 121, timina en la posicién 133,
citosina en la posicion 134 y adenina en la posicion 860 en el gen de B-catenina, y ejemplos incluso mas preferidos
pueden incluir las mutaciones de genes mostradas en la Tabla 1.

La deteccion de la mutacion del gen de B-catenina se puede realizar usando un método en si conocido. Por ejemplo,
se amplifica un acido nucleico de una longitud completa o fragmento que incluye un sitio de mutacion que va a
detectarse del gen y se determina una secuencia de nucleétidos del acido nucleico amplificado por una tecnologia
bien conocida. La amplificacién del acido nucleico se puede realizar por un método de amplificacién de acidos
nucleicos en si conocido, tal como una reaccion en cadena de la polimerasa (abreviada PCR). Se determina una
secuencia de nucledtidos del producto amplificado resultante, por ejemplo, por un método de secuenciacién de ADN
tal como un método de secuenciacion directa. Dicho método de deteccidon de mutaciones se puede realizar con
referencia a los métodos descritos en los documentos (por ejemplo, Documentos no de patente 50 y 51). Como
método de determinacién de secuencias, se puede utilizar un método de hibridacién, un método de andlisis de
polimorfismos de longitud de fragmento por enzima de restriccion (RFLP) y similares, ademas del método de
secuenciacion. Cuando el gen de B-catenina amplificado de una muestra de prueba no es idéntico a uno no mutante,
se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba tiene una mutacion. Ademas, se puede
utilizar un método de analisis de mutaciones de un solo nucleétido conocido. Por ejemplo, cuando se realiza la PCR,
la deteccion de la mutacion del gen de B-catenina se puede realizar usando un cebador que consiste en una
secuencia de nucleétidos complementaria a una secuencia de nucleétidos parcial consecutiva que contiene un sitio
de mutacién como cebador, para detectar la presencia o ausencia de un producto amplificado. Cuando el gen de -
catenina en la muestra de prueba se amplifica usando dicho cebador, se puede determinar que el gen de 3-catenina
en la muestra de prueba tiene una mutacion de interés. Cuando no se amplifica el gen de B-catenina en la muestra
de prueba, se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba no tiene mutacién capaz de ser
detectada con el cebador. En el método de hibridacion, se amplifica un acido nucleico de un gen que va a
detectarse, se pone en contacto una sonda de hibridacion con el acido nucleico, y se detecta la presencia o ausencia
de la hibridacién entre la sonda de hibridacion y el acido nucleico. La "sonda de hibridacion" se refiere a un
polinucleétido que puede distinguir entre dos tipos de acidos nucleicos de una manera detectable. Como sonda de
hibridacioén, se usa un fragmento de acido nucleico que tiene una secuencia de nucletdtidos complementaria a una
secuencia de nucledtidos de una regién que contiene una mutacion que va a detectarse. La deteccion de la
hibridacién se puede realizar por una tecnologia bien conocida. Cuando la sonda se hibrida con el acido nucleico del
gen de B-catenina en la muestra de prueba, se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba
tiene una mutacion.

La deteccion de la mutacion de B-catenina también se puede realizar detectando una mutacién de un aminoacido de
la misma. La mutaciéon del aminoacido de -catenina se puede detectar por una técnica inmunolégica usando un
anticuerpo que se une especificamente a una B-catenina mutante. El anticuerpo que se une especificamente a una
B-catenina mutante significa un anticuerpo que se une mas selectivamente a una B-catenina mutante que va a
detectarse en comparacion con una B-catenina mutante distinta de la B-catenina mutante que va a detectarse, B-
catenina no mutante, y una proteina distinta de B-catenina. Ejemplos de la técnica inmunoldgica incluyen un método
de radioinmunoensayo (método RIA), un método de enzimoinmunoanadlisis de adsorcion (método ELISA),
transferencia Western, tincion inmunohistoldgica y analisis de citometria de flujo. Se puede producir un anticuerpo
deseado por el método de produccién general existente usando como inmunogén un oligopéptido que comprende
una B-catenina mutante, preferentemente una secuencia de aminoacidos parcial de una B-catenina mutante que
corresponde a una region parcial que contiene un resto de aminoacido en la posicion donde esta presente la
mutacion. Alternativamente, también se puede usar un anticuerpo comercialmente disponible deseado.
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La deteccién de la mutacion, en particular, la mutacion activa de B-catenina, también se puede realizar detectando
una reaccidon que se provoca por la activacion de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina, por ejemplo, la
potenciaciéon de la actividad transcripcional de TCF o la acumulacién intranuclear de B-catenina, debido a que la
mutacion activa activa la via de sefializacién. Se conoce en si un método de deteccion de la actividad transcripcional
de TCF y se puede realizar, por ejemplo, por un ensayo indicador TOPFLASH usado en los ejemplos descritos
después. Se puede realizar un método de deteccion de la acumulacion intranuclear de B-catenina por una tecnologia
bien conocida que se refiere a la deteccion de una proteina intranuclear, por ejemplo, un método de evaluacion
basado en inmunotincién. Cuando se observa un aumento en la actividad transcripcional de TCF o la acumulacién
intranuclear de [-catenina en una muestra de prueba, se puede determinar que la B-catenina en la muestra de
prueba tiene una mutacién activa.

En el presente documento, la "muestra biolégica" se refiere a un tejido, un liquido y células aisladas de un individuo y
una mezcla de los mismos. Ejemplos de los mismos pueden incluir, pero no se limitan a, una biopsia de tumor,
liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido intraperitoneal, liquido linfatico, una seccion de piel, sangre, orina,
heces, flema, un érgano respiratorio, un tubo digestivo, una via genitourinaria, saliva, leche y un érgano digestivo, y
células recogidas del mismo. La "muestra bioldgica" es preferentemente una muestra que contiene células
cancerosas, y se ejemplifica mas preferentemente por un tejido o células obtenidas por escision o biopsia, o células
derivadas de liquido pleural o liquido intraperitoneal. La muestra biolégica es todavia mas preferentemente una
muestra que contiene células cancerosas o un tejido canceroso.

En el presente documento, el "compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK" se refiere a un compuesto
que reduce una funcién de la via de sefializacion de MAPK. El compuesto que inhibe una via de sefializacion de
MAPK engloba un compuesto que reduce una funcién de un elemento constituyente, tal como una proteina que
constituye la via de sefializaciéon de MAPK, y un compuesto que reduce una funciéon de la via de sefializacion de
MAPK, por ejemplo, una funcién de promocién de la supervivencia y el crecimiento de células. A este respecto, un
compuesto que reduce una funcion de una diana sobre la que actiua el compuesto se denomina algunas veces
"inhibidor".

La via de sefalizacion de MAPK se clasifica en una activada por estimulaciéon con un factor de crecimiento o
similares, y una activada por una citocina inflamatoria o un estrés fisicoquimico. En el presente documento, el
"compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK" es preferentemente un "compuesto que inhibe una via de
sefalizacién canodnica de MAPK" que se activa por la estimulaciéon con un factor de crecimiento o similares.

El compuesto que inhibe una via de senalizacion de MAPK es preferentemente un compuesto que inhibe la via
aguas arriba de MEK en la via de sefializacién, y puede ser al menos un compuesto seleccionado del grupo que
consiste en un compuesto que inhibe una MAPKKK, un compuesto que inhibe una MAPKK y un compuesto que
inhibe una MAPK. El compuesto que inhibe una MAPKKK es preferentemente un compuesto que inhibe Raf, mas
preferentemente un compuesto que inhibe BRAF. El compuesto que inhibe una MAPKK es preferentemente un
compuesto que inhibe una MEK, mas preferentemente un compuesto que inhibe MEK1/2. EI compuesto que inhibe
una MAPK es preferentemente un compuesto que inhibe una ERK, mas preferentemente un compuesto que inhibe
ERK1/2. Es decir, el compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK es mas preferentemente al menos un
compuesto seleccionado del grupo que consiste en un compuesto que inhibe BRAF y un compuesto que inhibe
MEK?1/2, todavia mas preferentemente un compuesto que inhibe MEK1/2.

Ejemplos del compuesto que inhibe una MEK pueden incluir un compuesto desvelado en el documento
WO 2000/037141 (Documento de patente 2) (tal como PD-184352), un compuesto desvelado en el documento
WO 2002/006213 (Documento de patente 3) (tal como PD-0325901), un compuesto desvelado en el documento
WO 2003/077914 (Documento de patente 4) (tal como selumetinib), un compuesto desvelado en el documento
WO 2007/014011 (Documento de patente 5) (tal como refametinib), un compuesto desvelado en el documento
WO 2007/044515 (Documento de patente 6) (tal como GDC-0973, es decir, XL-518), un compuesto desvelado en el
documento WO 2006/011466 (Documento de patente 7) (tal como RO-4987655), un compuesto desvelado en
WO02007/091736A1 (Documento de patente 8) (tal como RO-5126766), un compuesto desvelado en el documento
WO 2005/121142 (Documento de patente 9) (tal como GSK-1120212, es decir, trametinib), un compuesto desvelado
en el documento WO 2006/045514 (Documento de patente 10) (tal como AS-703026), un compuesto desvelado en
el documento WO 2010/059503 (Documento de patente 11) (tal como TAK-733), un compuesto desvelado en el
documento WO 2007/096259 (Documento de patente 12) (tal como RO-5068760), un compuesto desvelado en
Expert Opin Ther Patents, 2008. 18(6): p. 603-27. (Documento no de patente 52), y un compuesto desvelado en
Expert Opin Ther Patents, 2011. 21(7): p. 1045-69. (Documento no de patente 53), asi como un compuesto
representado por la siguiente formula estructural 1, un compuesto representado por la siguiente formula estructural 2
y un compuesto representado por la siguiente férmula estructural 3. El compuesto representado por la siguiente
férmula estructural 1 es un inhibidor selectivo de MEK1/2, y se denomina SMK-17 (Daiichi Sankyo Company,
Limited). El compuesto representado por la siguiente formula estructural 2 se denomina U0126 (Sigma). El
compuesto representado por la siguiente féormula estructural 3 presenta actividad inhibitoria para MAPK, ademas de
MEK, y se denomina PD184352.
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El compuesto que inhibe BRAF se puede ejemplificar por un compuesto representado por la siguiente formula
estructural 4. El compuesto es un inhibidor selectivo de BRAF denominado SB590885.

férmula estructural 4
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Una enfermedad de cancer a la que es aplicable el método segun la presente invencién puede ser una enfermedad
de cancer en la que se detectan células tumorales que tienen una via de sefializacion de Wnt/B-catenina activada, y
es particularmente preferentemente una enfermedad de cancer en la que se detectan células tumorales que tienen
B-catenina activada. Ejemplos de dicha enfermedad de cancer pueden incluir una enfermedad de cancer en la que
se detectan células tumorales que tienen una mutacion activa de B-catenina, y una enfermedad de cancer en la que
se detectan células tumorales que tienen una mutacion de sustitucion N287S. La mutacién activa de p-catenina o la
mutacion de sustitucion N287S se detectan en una amplia variedad de tejidos cancerosos y lineas de células
tumorales malignas. Ejemplos especificos de la enfermedad de cancer a la que es aplicable el método segun la
presente invencion pueden incluir cancer colorrectal, cancer de higado, cancer de piel, cancer de pulmén, cancer de
rindn, cancer de proéstata, cancer de duodeno, cancer de ovario, cancer del cuerpo uterino, cancer de cuello uterino,
cancer de vesicula biliar, cancer pancreatico, cancer de mama, cancer de estébmago, cancer de boca, cancer de
lengua, cancer de faringe, cancer de esofago, cancer bronquial, cancer de laringe, cancer de vejiga, cancer de la
pelvis renal y cancer de uréter. De ellos, se prefieren cancer colorrectal, cancer de higado, cancer de piel, cancer de
pulmon, cancer de rifidn, cancer de prostata, cancer de duodeno, cancer de ovario y cancer del cuerpo uterino.

En un paciente con cancer seleccionado por tener sensibilidad al tratamiento para el cancer con el compuesto que
inhibe una via de sefalizacion de MAPK por el método segun la presente invencion, se puede considerar que la
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administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto que inhibe una via de sefializacién de MAPK
induce apoptosis en un tumor, dando como resultado regresion tumoral.

El compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK se administra a un paciente con cancer por si mismo o
como una composicién que contiene el compuesto. La composicién se produce como una composicion farmacéutica
que contiene, ademas del principio activo, un tipo o dos o mas tipos de vehiculos farmacéuticos tales como una
carga, un expansor, un aglutinante, un agente humectante, un disgregante, un tensioactivo, un lubricante, un
diluyente y un excipiente para ser generalmente usado dependiendo de las formas de uso de una preparacion. La
cantidad del principio activo contenida en la composicién farmacéutica se selecciona apropiadamente de un amplio
intervalo, y es apropiado que la cantidad se establezca para entrar dentro de un intervalo de generalmente desde
aproximadamente 0,00001 hasta 70 % en peso, preferentemente desde aproximadamente 0,0001 hasta 5 % en
peso.

No esta particularmente limitado un intervalo de dosis y se selecciona apropiadamente dependiendo de, por ejemplo,
la eficacia de un componente que se va a contener, una forma farmacéutica, una via de administracion, el tipo de
una enfermedad, las propiedades de un sujeto (por ejemplo, peso corporal, edad, afecciones médicas, y la presencia
0 ausencia de uso de otros productos farmacéuticos), y el criterio del médico de guardia. En general, una dosis
apropiada entra dentro de, por ejemplo, un intervalo de desde aproximadamente 0,01 pg hasta aproximadamente
100 mg, preferentemente desde aproximadamente 0,1 ug hasta aproximadamente 1 mg por kg de peso corporal de
un sujeto. Sin embargo, estas dosis se pueden cambiar usando un experimento rutinario general para la
optimizacion bien conocida en la técnica. La dosis se puede dividir de manera que la administraciéon se pueda
realizar de una vez a varias veces al dia. Alternativamente, la administracion se puede realizar intermitentemente a
una frecuencia de una vez cada varios dias o varias semanas.

Como via de administracion, se puede seleccionar cualquiera de administracion sistémica y administracion local. En
este caso, se selecciona una via de administracion apropiada dependiendo de, por ejemplo, las enfermedades y los
sintomas. Por ejemplo, como via parenteral, se administran administracion subcutanea, administracion intradérmica
y administracion intramuscular, ademas de administracion intravenosa general y administracion intrarterial.
Alternativamente, se puede adoptar la administracién por via oral como la via de administracion. Ademas, se puede
realizar administracién transmucosa o administracion transdérmica. Ademas, se puede adoptar administracion
intratumoral directa.

Se pueden seleccionar diversas formas como la forma farmacéutica dependiendo de los fines. Ejemplos tipicos de
las mismas incluyen: una forma farmacéutica soélida tal como un comprimido, una pildora, un polvo, una preparacion
en polvo, un granulo fino, un granulo o una capsula; y una forma farmacéutica liquida tal como una preparacion en
disolucién acuosa, una preparacion en disolucion de etanol, una suspensién, una emulsion de grasa, una
preparacion de liposoma, un clatrato tal como ciclodextrina, un jarabe, o un elixir. Dependiendo de las vias de
administracion, los formas farmacéuticas se clasifican ademas en una preparacioén oral, una preparacion parenteral
(una infusion o una inyeccion), una preparacion transnasal, un inhalante, una preparacion transvaginal, un
supositorio, una preparacion sublingual, colirios, gotas para los oidos, un balsamo, una crema, una preparacion para
absorcion transdérmica, una preparacion para absorcion transmucosa, y similares, y cada una se puede combinar,
formar y preparar segin métodos generales.

Un reactivo que se puede usar en el método de prediccion anteriormente mencionado segun la presente invencion
es un reactivo para detectar una cualquiera de las mutaciones seleccionadas del grupo que consiste en (i) una
mutacion activa de 3-catenina como se define en las reivindicaciones adjuntas y (ii) una mutacion de sustitucion de
un resto de acido aspartico a un resto de serina en la posicién 287 en una secuencia de aminoacidos de [3-catenina.

Un ejemplo mas especifico del reactivo es un cebador de oligonucleétidos o sonda de oligonucleétidos que se puede
usar en el método de deteccion de la mutacion del gen de -catenina. Otro ejemplo del reactivo puede ser un
anticuerpo que se puede usar en el método de deteccion de la mutaciéon de aminoacido de [3-catenina.

El cebador de oligonucledtidos puede ser cualquier cebador de oligonucleétidos especifico disefiado para permitir la
amplificacion especifica de la secuencia de nucleétidos de toda o una regién parcial que contiene un nucleétido en
un sitio de mutacion del gen de B-catenina o un mutante de la misma. El cebador de oligonucledtidos especifico es
una sonda que se puede hibridar con una diana de interés, es decir, un acido nucleico de una region parcial de la
secuencia de nucleétidos del gen de B-catenina o su mutante, o su secuencia complementaria, y no se hibrida
sustancialmente con un acido nucleico no diana, en condiciones apropiadas de hibridacién o de lavado. Las
condiciones apropiadas de hibridacién o de lavado pueden estar de acuerdo con, por ejemplo, los métodos descritos
en el libro (Documento no de patente 54) y similares. Dicho cebador se puede disefiar apropiadamente basandose
en la informacion de la secuencia de nucleétidos del gen de B-catenina que tiene una mutacion, y se puede adquirir
por sintesis quimica segin un método convencional. El disefio del cebador se puede realizar usando un método en
si conocido o un software bien conocido para el disefio.

Un ejemplo del cebador de oligonucleotidos puede ser un oligonucleétido que consiste en 10 a 60, preferentemente
15 a 30, mas preferentemente 18 a 25 nucleétidos consecutivos, que se hibridan con parte de una secuencia
complementaria a la secuencia de nucledtidos de una region del lado 5' de un sitio de mutacion del gen de B-
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catenina que tiene una mutacion. A medida que se hace mas pequefio el tamario del cebador, se vuelve mayor la
especificidad por una secuencia de nucleétidos diana con la que se hibrida el cebador, pero se vuelve mas pequefia
la afinidad de union. A diferencia, a medida que se vuelve mayor el tamafio, se vuelve mayor la afinidad de unién,
pero se vuelve mas baja la especificidad. Por tanto, es apropiado un cebador de oligonucleétidos que tiene el
tamafio anteriormente mencionado. Dicho cebador de oligonucledtidos se usa preferentemente como un conjunto de
cebadores de oligonucledtidos en combinacion con un cebador de oligonucledtidos que tiene el tamafio
anteriormente mencionado y que consiste en nucleétidos consecutivos, que hibrida parte de la secuencia de
nucledtidos de una region lateral de 3' de un sitio de mutaciéon del gen de B-catenina que tiene una mutacion.
Cuando se realiza la PCR usando dicho conjunto de cebadores, se amplifica un acido nucleico de una regién que
incluye un nucleoétido en un sitio de mutacion del gen de B-catenina que tiene una mutacion. Si el gen de B-catenina
en la muestra de prueba tiene o no una mutacién, se puede detectar determinando la secuencia de nucleétidos del
producto amplificado por el método de secuenciacién de ADN descrito anteriormente.

El cebador de oligonucledtidos también se puede ejemplificar por un oligonucleétido que consiste en 10 a 60,
preferentemente 15 a 30, mas preferentemente 18 a 25 nucledtidos consecutivos, que se hibrida con un acido
nucleico que consiste en una secuencia de nucledtidos parcial consecutiva que contiene un sitio de mutacion del gen
de B-catenina que tiene una mutacién, o un acido nucleico formado de una secuencia de nucleétidos parcial del gen
de B-catenina no mutante, secuencia de nucleétidos parcial que consiste en un nucleétido en la posicién en la que
esta presente una mutacién de interés, o su oligonucledtido complementario. Dicho oligonucledtido o su
oligonucledtido complementario no se limita a uno que tiene la misma secuencia de nucleétidos que la secuencia de
nucledtidos de una region parcial del gen de B-catenina que tiene una mutacion, y puede ser un oligonucleétido que
tiene alta homologia de secuencias o su oligonucleétido complementario, en tanto que se pueda detectar una
mutacion de interés presente en el gen de B-catenina en condiciones apropiadas de hibridacion o de lavado. El
oligonucledtido que tiene alta homologia de secuencias se refiere a uno que tiene 80 % o mas, preferentemente
90 % o mas, mas preferentemente 95 % o mas homologia de secuencias, o uno con diferencia de 1 a 10
nucledtido(s), preferentemente 1 a 5 nucledtido(s), mas preferentemente 1 o 2 nucleédtido(s), todavia mas
preferentemente 1 nucledtido. La deteccion de la mutacion del gen de B-catenina se puede realizar amplificando un
acido nucleico usando dicho cebador y detectando la presencia o ausencia del producto amplificado. Cuando el
producto amplificado se encuentra por un cebador de oligonucleétidos designado basado en informacion de
secuencias en el gen de (-catenina que tiene una mutacién, se puede determinar que el gen de -catenina en la
muestra de prueba tiene una mutacién de interés. Cuando el producto amplificado no se encuentra o su cantidad es
pequefia en comparacion con un control, se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba no
tiene mutacién que se pueda detectar con el cebador. Cuando el producto amplificado se encuentra por un cebador
de oligonucledtidos designado basado en la informacion de secuencias en el gen de B-catenina no mutante, se
puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba no tiene mutacion de interés. Cuando el
producto amplificado no se encuentra o su cantidad es pequefia en comparacion con un control, se puede
determinar que el gen de -catenina en la muestra de prueba tiene una mutacion.

La sonda de oligonucleétidos es una sonda de oligonucledtidos especifica para una cualquiera de las mutaciones
anteriormente mencionadas del gen de B-catenina. La sonda de oligonucledtidos especifica es una sonda que se
puede hibridar con una diana de interés, es decir, una region parcial de la secuencia de nucleétidos de un gen de B-
catenina mutante, cuya regién incluye un nucleétido en un sitio en el que esta presente una cualquiera de las
mutaciones anteriormente mencionadas, y no se hibrida sustancialmente con un acido nucleico no diana, en
condiciones apropiadas de hibridacion o de lavado. Se puede detectar un gen de 3-catenina mutante detectando la
hibridacion de dicha sonda de oligonucleétidos con un gen diana. Las condiciones apropiadas de hibridacion o de
lavado pueden estar de acuerdo con, por ejemplo, los métodos descritos en el libro (Documento no de patente 54) y
similares.

La sonda de oligonucleétidos puede ser cualquier sonda de oligonucleétidos disefiada de manera que se hibride
especificamente con la secuencia de nucledtidos de toda, preferentemente una region parcial que contiene un
nucledtido en un sitio de mutaciéon del gen de B-catenina que tiene una mutacion. Por ejemplo, se administra un
oligonucledtido que consiste en 15 o mas, preferentemente 15 a 500, mas preferentemente 18 a 200, todavia mas
preferentemente 18 a 50 nucledtidos consecutivos, o su oligonucleétido complementario, que se hibrida con la
secuencia de nucledtidos de una region que contiene un nucleétido en una posicion del gen de B-catenina que tiene
una mutacién en la que esta presente la mutacion. A medida que se vuelve mas pequeio el tamafo de la sonda, se
vuelve mayor la especificidad por una secuencia de nucledtidos diana con la que se hibrida la sonda, pero se vuelve
mas pequenfa la afinidad de unién. A diferencia, a medida que se vuelve mayor el tamafio de la sonda, se vuelve
mayor la afinidad de unién, pero se vuelve menor la especificidad. Por tanto, es apropiada una sonda de
oligonucledtidos que tiene el tamafio anteriormente mencionado. Dicho oligonucledtido o su oligonucledtido
complementario se pueden disefar apropiadamente basandose en la informaciéon de secuencias de nucleétidos en
el gen de B-catenina que tiene una mutacion o gen de catenina no mutante, y se puede adquirir por sintesis quimica
segun un método convencional. Dicho oligonucleétido o su oligonucleétido complementario no se limita a uno que
tiene la misma secuencia de nucledtidos que la secuencia de nucleétidos de una regién parcial del gen de -
catenina, y puede ser un oligonucledtido que tiene alta homologia de secuencias o su oligonucleétido
complementario, en tanto que una mutacion de interés presente en el gen de B-catenina se detecte en condiciones
apropiadas de hibridaciéon o de lavado. El oligonucleétido que tiene alta homologia de secuencias se refiere a uno
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que tiene 80 % o mas, preferentemente 90 % o mas, mas preferentemente 95 % o mas homologia de secuencias, o
uno con diferencia de 1 a 10 nucleétido(s), preferentemente 1 a 5 nucleétido(s), mas preferentemente 1 o 2
nucledtido(s), todavia mas preferentemente 1 nucleétido. Cuando la hibridacion de la sonda de oligonucleétidos
disefiada basada en la informacién de secuencias de nucleétidos se encuentra en el gen de B-catenina que tiene
una mutacion, se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba tiene una mutacién de interés.
Cuando no se encuentra la hibridacion, se puede determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba no
tiene mutacion de interés. Cuando se encuentra la hibridacion de la sonda de oligonucleétidos disefiada basada en
la informacion de secuencias de nucleétidos en el gen de B-catenina no mutante, se puede determinar que el gen de
B-catenina en la muestra de prueba no tiene mutacion de interés. Cuando no se encuentra la hibridacién, se puede
determinar que el gen de B-catenina en la muestra de prueba tiene una mutacion de interés.

La sonda de oligonucledtidos y el cebador de oligonucleétidos pueden cada uno contener un nucleétido que
constituye una secuencia adicional, es decir, una secuencia de nucleétidos no complementaria al gen de 3-catenina
que va a detectarse, en un intervalo tal que no se altere la deteccion especifica de la mutacion del gen de B-
catenina.

Ademas, la sonda de oligonucleétidos y el cebador de oligonucleétidos se pueden cada uno marcar con un agente
de marcado apropiado, tal como un radioisétopo, una enzima, una sustancia fluorescente, una sustancia emisora de
luz, o biotina. El uso de la sonda de oligonucledtidos y el cebador de oligonucleétidos marcados pueden facilitar
detectar su hibridacion con un gen diana. Ejemplos preferidos del radioisétopo pueden incluir 125I, 131I, 3H, 14C, 32P,
¥p y ¥s,. Ejemplos preferidos de la enzima pueden incluir B-galactosidasa, B-glucosidasa, fosfatasa alcalina,
peroxidasa y malato deshidrogenasa. Ejemplos preferidos de la sustancia fluorescente pueden incluir fluorescamina
e isotiocianato de fluoresceina. Ejemplos preferidos de la sustancia emisora de luz pueden incluir luminol, un
derivado de luminol, luciferina y lucigenina. Alternativamente, en la proximidad de un colorante fluorescente indicador
tal como FAM™ o VIC™, se puede unir adicionalmente un extintor (sustancia extintora) para absorber la energia de
fluorescencia emitida del colorante fluorescente. En dicha realizacion, el colorante fluorescente y el extintor se
separan entre si en una reaccion de deteccion y se detecta la fluorescencia emitida.

El anticuerpo puede ser cualquier anticuerpo, en tanto que el anticuerpo se una especificamente a una -catenina
mutante. Ademas, un isotipo del mismo puede ser de cualquier isotipo, preferentemente un anticuerpo IgG. Dicho
anticuerpo se puede producir usando como antigeno una -catenina mutante deseada, especificamente una -
catenina mutante que tiene una cualquiera de las mutaciones de aminoacido anteriormente mencionadas. El
antigeno puede ser una proteina de longitud completa de una B-catenina mutante, o puede ser un péptido parcial de
la misma, consistiendo el péptido en una regiéon que contiene un sitio en el que esta presente una mutacion de
aminoacido. El antigeno consiste en al menos 8, preferentemente al menos 10, mas preferentemente al menos 12,
todavia mas preferentemente 15 o mas aminoacidos. Dicha proteina de longitud completa y péptido parcial se
pueden producir como: células en las que un acido nucleico que codifica la proteina o péptido se expresa por una
técnica de ingenieria genética general (por ejemplo, Documentos no de patente 54 a 56); un producto de sintesis sin
células; o un producto de sintesis quimica. Alternativamente, la proteina de longitud completa y el péptido parcial se
pueden preparar a partir de las células o muestras derivadas de organismos vivos, o pueden ser sus productos
purificados.

La produccion del anticuerpo se puede realizar utilizando un método de produccion de anticuerpos en si conocido.
Por ejemplo, el anticuerpo se obtiene administrando a un animal el antigeno en presencia o ausencia de un
adyuvante, solo, o después de que el antigeno se haya unido a un vehiculo, para asi realizar la inducciéon
inmunitaria, tal como una respuesta inmunitaria humoral y/o una respuesta inmunitaria celular. El vehiculo no esta
particularmente limitado, en tanto que el propio vehiculo no presente ninguna accion adversa en un hospedador y
pueda potenciar la antigenicidad. Ejemplos de los mismos pueden incluir celulosa, un aminoacido polimerizado,
albumina y hemocianina de lapa californiana. Ejemplos del adyuvante pueden incluir adyuvante completo de Freund
(FCA), adyuvante incompleto de Freund (FIA), Ribi (MPL), Ribi (TDM), Ribi (MPL+TDM), vacuna de Bordetella
pertussis, muramil dipéptido (MDP) y un adyuvante de aluminio (ALUM), y sus combinaciones. Por ejemplo, se usan
adecuadamente un raton, una rata, un conejo, una cabra y un caballo como animal para la inmunizacion.

El anticuerpo puede ser cualquiera de un anticuerpo monoclonal y un anticuerpo policlonal. El anticuerpo policlonal
se puede adquirir de suero de un animal sometido a medios de inmunizaciéon por un método de recogida de
anticuerpos en si conocido. Como medios preferidos de recogida de anticuerpos, se da un método de cromatografia
de inmunoafinidad. El anticuerpo monoclonal se puede producir usando un método conocido tal como un método de
hibridoma (Documento no de patente 57). La seleccion de un hibridoma para producir un anticuerpo de interés se
puede realizar, por ejemplo, por cribado por un método conocido (Documentos no de patente 58 y 59). Es decir, se
puede obtener un anticuerpo deseado: realizando una prueba en la unién entre un anticuerpo monoclonal producido
por un hibridoma y una B-catenina mutante de interés; y seleccion de un anticuerpo que se une especificamente a la
B-catenina mutante de interés.

El anticuerpo puede ser cualquiera de un anticuerpo intacto y un fragmento de anticuerpo. El "anticuerpo intacto"
significa un anticuerpo compuesto de una unidad estructural tetramera similar a la de un anticuerpo natural. El
"fragmento de anticuerpo” significa un fragmento que contiene parte del anticuerpo intacto, por ejemplo, una regién
de union al antigeno o regién variable del anticuerpo intacto. Ejemplos del fragmento de anticuerpo incluyen un
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fragmento Fab, un fragmento Fab+, un fragmento F(ab'),, un fragmento Fv, un diacuerpo, un anticuerpo lineal, una
molécula de anticuerpo monocatenario y un anticuerpo multiespecifico que se forma a partir de fragmentos de
anticuerpos. El "fragmento Fab" es un fragmento de unién al antigeno que tiene un Unico sitio de unién al antigeno, y
se pueden producir dos fragmentos Fab idénticos que tienen cada uno un unico sitio de unién al antigeno a partir de
un anticuerpo sometiendo el anticuerpo a digestion con papaina. El "fragmento F(ab');" es un fragmento de
anticuerpo que se puede producir sometiendo un anticuerpo a tratamiento con pepsina, y es todavia capaz de
reticulacion de antigenos. El "fragmento Fv" es un fragmento de anticuerpo que contiene un sitio de reconocimiento
del antigeno completo y sitio de union al antigeno, y esta compuesto por un dimero de un dominio variable de la
cadena pesada y un dominio variable de la cadena ligera estrechamente unidos mediante un enlace no covalente.
La mitad de Fv que contiene un unico dominio variable o solo tres CDR especificas de antigeno puede reconocer un
antigeno y se puede unir al mismo. Un fragmento "Fv de una uUnica cadena" o "sFv" de anticuerpo que es una
molécula de anticuerpo de una sola cadena tiene la caracteristica de que contiene un dominio VH y dominio VL de
un anticuerpo, en los cuales estos dominios estan presentes en una Unica cadena de polipéptidos. Un polipéptido Fv
puede contener ademas un conector polipeptidico, que permite que sFv forme una estructura deseada para la unién
al antigeno, entre el dominio VH y el dominio VL. El término "diacuerpo” se refiere a un pequefio fragmento de
anticuerpo que tiene dos sitios de union al antigeno, y este fragmento contiene un dominio variable de la cadena
pesada (VH) unido a un dominio variable de la cadena ligera (VL) en la misma cadena de polipéptidos (Vn-VL). Se
usa un conector corto para permitir la asociacion entre los dos dominios en la misma cadena, que permite la
asociacién de los dominios con dominios complementarios en la otra cadena para producir dos sitios de unién al
antigeno.

El cebador de oligonucledtidos, sonda de oligonucleétidos y anticuerpo que se pueden usar como reactivo en los
métodos segun la presente invencion pueden ser los proporcionados como una matriz de acido nucleico o matriz de
anticuerpo uniéndose sobre un soporte apropiado. El soporte no esta particularmente limitado y puede ser de
cualquier forma o material, en tanto que un acido nucleico o una proteina se pueda fijar sobre el soporte. Ejemplos
especificos de los mismos pueden incluir un soporte hecho de un material inorganico tal como vidrio, una oblea de
silicio, perlas, una resina, o un metal, y un soporte hecho de un material de polimero natural tal como nitrocelulosa o
un material de polimero sintético tal como nailon.

En lo sucesivo, la presente invencion se describe mas especificamente a modo de Ejemplos.
Primero, se describen los materiales y métodos usados en los ejemplos.

Se usaron las siguientes lineas celulares en los ejemplos: células A375, células A2058, células HT29, células colo-
205, células SK-MEL-1, células colo-201, células LS-174T, células HCT_116, células SW620, células DLD-1, células
A549, células OVCAR-5, células AN3-CA, células DU145, células NCI-N87, células JIMT-1, células SW48, SW480,
células A431, células Hela, células EC109, células Ms-1, células LNCaP y células PC-3.

Los farmacos usados son los inhibidores de MEK SMK-17 (fabricado por Daiichi Sankyo Company, Limited) y U0126
(fabricado por Sigma), un inhibidor de PI3K LY294002 (fabricado por Sigma), un inhibidor de MEK y MAPK
PD184352 (sintetizado por Daiichi Sankyo Company, Limited), un inhibidor de multicinasas sorafenib (sintetizado por
Daiichi Sankyo Company, Limited) y un inhibidor selectivo de BRAF SB590885 (sintetizado por Daiichi Sankyo
Company, Limited).

Las lineas celulares se cultivaron en condicion de 37 °C y 5 % de CO; en un medio de cultivo que es medio RPMI
1640 (fabricado por Nissui Pharmaceutical Co., Ltd.), se sometieron a esterilizacién con vapor de agua a alta presion
y se complementaron con 0,1 g/l de kanamicina (fabricado por Sigma), 100 unidades/ml de penicilina F y 0,3 g/l de
L(+)-glutamina (fabricado por Wako), cada uno se sometié a esterilizacion por filtracion, 2,5 g/l de NaHCO3 se
someten a esterilizacion con vapor de agua a alta presién y 10 % de suero bovino fetal (FBS). Las células se
subcultivaron cada 3 dias para prevenir que las células llegaran a ser superconfluentes, que causa la transformacion
de las células durante el cultivo. Después de la retirada del medio de cultivo, las células se lavaron con una
disolucién de tampon fosfato libre de Ca? y Mg2+ (PBS™: 8,0 g/l de NaCl, 0,2 g/l de KClI, 0,916 g/l de Na;HPO,, 0,2 g/l
de KH2PO.), y las células se desprendieron mediante tratamiento con una disolucién de tripsina-acido
etilendiaminatetraacético (EDTA) (0,75 g/l de tripsina, 8,0 g/l de NaCl, 0,4 g/l de KClI, 0,0475 g/l de Na;HPO., 0,06 g/l
de KH2PO4, 1,0 g/l de glucosa, 0,02 g/l de rojo de fenol, 0,35 g/l de NaHCOs3, 0,2 g/l de EDTA) y se subcultivaron.

Se realiz6é una prueba de actividad supresora del crecimiento celular en ambos del cultivo bidimensional y cultivo
tridimensional. Primero, se produjo una placa para cultivo tridimensional. Especificamente, se afiadié poli(metacrilato
de 2-hidroxietilo) (abreviado en lo sucesivo poli-HEMA, fabricado por Sigma) a 95 % de etanol de manera que la
concentracion fuera 5 mg/ml, y se disolvié en él a 37 °C durante la noche. La disolucién se us6 como disolucién de
poli-HEMA. La disolucién se cargo en una placa de 96 pocillos (fabricada por Nunc) a 50 pl/pocillo. La placa se seco
a 37 °C para producir una placa para cultivo tridimensional recubierta con poli-HEMA.

Se realizaron el cultivo bidimensional (denominado algunas veces en lo sucesivo cultivo 2D) y el cultivo
tridimensional (denominado algunas veces en lo sucesivo cultivo 3D) por siembra de las células en una placa de 96
pocillos a 1x10° células/150 pl/pocillo y 2x10° células/75 pl/pocillo, respectivamente, y realizando el tratamiento con
farmaco al dia siguiente. El volumen total se establecié hasta 200 pul en el cultivo bidimensional, y el volumen total se
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establecié hasta 100 pl en el cultivo tridimensional. Se midié el crecimiento celular midiendo las cantidades de ATP
intracelular en el momento del tratamiento con farmaco y 72 horas después del tratamiento con farmaco.
Especificamente, después de la retirada del medio de cultivo a 100 pl/pocillo, se afiadié CellTiter-Glo (fabricado por
Promega) a 50 pl/pocillo en el cultivo bidimensional, y se afiadié CellTiter-Glo a 50 pl/pocillo en el cultivo
tridimensional. Después de la adicion, la placa se agité con un agitador durante 2 minutos y se dejé reposar inmovil a
temperatura ambiente durante 10 minutos. El volumen total de cada pocillo se transfirié a una placa blanca de 96
pocillos (fabricada por Nunc) y se midié para su intensidad de emisién de luz con un contador multimarca Wallac
1420 (fabricado por Perkin Elmer). De la cantidad de emision de luz resultante, se determind una relacion de
crecimiento (Crecimiento (%)) con respecto a una muestra no tratada con farmaco después de 72 horas usando la
siguiente férmula matematica 1 y formula matematica 2. Ademas, se defini6 como Glsp una concentracion de
farmaco que causa el 50 % inhibicion del crecimiento. Se debe observar que en la férmula 1 y la formula 2, "dia 4
comp" representa una cantidad de emision de luz de una muestra 72 horas después del tratamiento con farmaco,
"blanco" representa una cantidad de emisién de luz de un medio de cultivo solo, "dia 4 de control" representa una
cantidad de emision de luz de una muestra no tratada con farmaco después de 72 horas, y "dia 1 de control"
representa una cantidad de emision de luz de una muestra en el momento del tratamiento con farmaco.

Formula matematica 1
0 ~100 %

Crecimiento (%) = (dia 4 comp —blanco)

=— x 100
(dia 4 de control—blanco)

Formula matematica 2

0 ~-100 %

x100-100

Crecimiento (%) = fdla 4 comp —blanco)
(dia 4 de control—blanco)

Se evalud una correlacion entre los resultados en el cultivo 2D y los resultados en el cultivo 3D con un coeficiente de
correlacion del producto-momento de Pearson.

Se uso el coeficiente de correlacién del producto-momento de Pearson resultante para realizar una prueba de
significancia. Cuando se supone que una hipétesis nula Hg es el "coeficiente de correlacion de la poblacion=0", es
decir, "no existe correlacion”, y la hipotesis no se rechaza, se puede decir que no existe correlacion. A diferencia,
cuando se rechaza la hipotesis, se puede decir que existe una correlacion. Cuando el nimero de muestras se
representa por n y un coeficiente de correlacion de muestra se representa por r, una to estadistica de la prueba se
representa por la siguiente féormula matematica 3. Esto sigue a una distribucion de la t con un grado de libertad de n-
2, y la hipétesis nula se rechaza si to>t (n-2, a), donde a representa una tasa critica.

Férmula matematica 3
|r n-2

Se realiz6 transferencia Western para detectar una proteina como se describe a continuacién. Primero, se obtuvo
una muestra por siembra de células en una placa de 6 pocillos (fabricada por Greiner), seguido por tratamiento con
un farmaco, y se lavd con PBS™ que contenia NaszVO4 (1 mM) sobre hielo, y luego se afiadié con una cantidad
apropiada de tampon RIPA (HEPES 25 mM, 1,5 % de Triton X-100, 1,0 % de desoxicolato de sodio, 0,1 % de
dodecilsulfato de sodio (abreviado en lo sucesivo SDS), NaCl 0,5 M, EDTA 5 mM, NaF 50 mM, NazVO4 0,1 mM, 0,1
mg/ml de leupeptina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (abreviado en lo sucesivo PMSF): pH 7,8). Las células se
solubilizaron y se recogieron y luego se dejaron reposar inmdviles sobre hielo durante 30 minutos. Se realizé el
tratamiento de centrifugacion a 13.000 g durante 15 minutos, y se usé el sobrenadante resultante como un extracto
de células.

En la deteccién de células no adherentes y proteinas relacionadas con la apoptosis, se recogié un medio de cultivo
en un tubo de 15 ml, y las células se lavaron con PBS’ que contenia NasVO4 (1 mM). Después de eso, se realizo la
centrifugacion a 1.000 g durante 5 minutos, y se retird el sobrenadante. El residuo se afiadio con 1 ml de PBS™ para
suspender las células. La suspension se transfirid a un tubo de 1,5 ml y entonces se sometié a centrifugacion a
13.000 g durante 1 minuto, y se retir6 el sobrenadante. Se afiadié una cantidad apropiada de tampén RIPA a células
adherentes de manera que se solubilizaran las células. Las células se recogieron y luego se dejaron reposar
inmoviles sobre hielo durante 30 minutos. La centrifugacion se realizé a 13.000 g durante 15 minutos, y se uso el
sobrenadante resultante como un extracto de células.
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Se afadieron los extractos de células, cuya concentracion de proteina se establecid hasta una uniforme, con la
mitad de cantidad de 3x tampon de muestra SDS (Tris 150 mM, 30 % de glicerol, 3 % de SDS, 1,5 mg/100 ml de
azul de bromofenol, 2-mercaptoetanol 100 mM: pH 6,8), y se hirvieron a 100 °C durante 5 minutos. Lo resultante se
us6 como una muestra para electroforesis en gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE).

La muestra se sometid a electroforesis con un gel de poliacrilamida y se transfiri6 sobre una membrana de
poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF) (Hybond P: fabricada por Millipore), y entonces se bloqued con una disolucion de
TBS-Tween (Tris-HCI 20 mM, NaCl 137 mM, 0,1 % de Tween 20: pH 7,6) que contenia albumina de suero bovino
(abreviada BSA) o leche desnatada durante 30 minutos. Se afiadié un anticuerpo primario a cada disolucién a una
relacion de 1:1.000, seguido por agitacion a 4 °C durante la noche. Después de lavar con una disolucién de TBS-
Tween, lo resultante se sumergio en una disolucion de anticuerpo secundario (1:5000, 3 % de leche desnatada) que
contenia un anticuerpo anti-conejo de peroxidasa de rabano picante (fabricado por Amersham) o un anticuerpo anti-
ratén de peroxidasa de rabano picante (fabricado por Amersham) y se agité a temperatura ambiente durante 1 hora.
Después de lavar con una disolucién de TBS-Tween, se realiz6 el desarrollo de color con un liquido de desarrollo de
color de electroquimioluminiscencia (ECL) (fabricado por Millipore) para la deteccion con LAS1000 (fabricado por Fuiji
Film). Para la electroforesis, se us6 tampon de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 0,1 % de SDS). Para la
transferencia, se usé tampon de transferencia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, 20 % de metanol).

Se realizdé una medicion del ciclo celular por tincion con yoduro de propidio (Pl) como se describe a continuacion.
Primero, las células se sometieron a tratamiento con farmaco después de 24 horas a partir de la siembra de las
mismas en una placa de 6 pocillos. Después de recoger el medio de cultivo y tripsinar las células, se sometieron a
centrifugacion a 1.000 g durante 5 minutos, y el sobrenadante se retird. Se afadié 1 ml de PBS™ para suspender las
células. La suspension se transfirid6 a un tubo de 1,5 ml y luego se sometié a tratamiento por centrifugacion a
13.000 g durante 1 minuto, y el sobrenadante se retir6. Se afiadieron 200 ul de PBS' al residuo para suspender las
células, y se afiadi6 1 ml de etanol al 70 % frio en hielo. Entonces, las células se agitaron con vortex y se
inmovilizaron a 4 °C.

Las células inmovilizadas se sometieron a centrifugacion a 1.000 g durante 5 minutos, y se retiré el sobrenadante.
Se afiadié 1 ml de una disolucion de PBS™ que contenia 10 yg/ml de RNasa al residuo para suspender las células,
que se dejaron reposar inmdviles a 37 °C durante 20 minutos. Después de esto, la centrifugacion se realizé durante
5 minutos, y luego se retiré el sobrenadante. Se afiadieron 500 pl de una disolucion de PBS™ que contenia PI
(50 pg/ml, fabricada por Wako) al residuo para suspender las células. El volumen total de la misma se pasé a través
de una malla de nailon ($=42 pm) y se usé como muestra. Se detectd un contenido de ADN intracelular con PMT4
de un citémetro de flujo (fabricado por Beckman Coulter) para medir un ciclo celular.

Se realizd un ensayo indicador TOPFLASH como se describe a continuacion. Las células se sembraron en una
placa de 6 pocillos (2 mi/pocillo) de manera que las células llegaran a ser subconfluentes al siguiente dia. Se realizoé
la transfeccion génica al dia siguiente. Se afadieron un plasmido indicador ATCF (TOPFLASH, fabricado por
Millipore), un plasmido indicador de luciferasa de renilla del promotor de TK (fabricado por Promega) y Plus Reagent
(fabricado por Sigma) a 500 ul de OPTI-MEM | (2,44 g/l de NaHCOs3, 13,6 g/l de OPTI-MEM | (fabricado por Gibco)),
y se mezclaron por inversion. La mezcla se dej6 reposar inmovil a temperatura ambiente durante 5 minutos.
Después de esto, se afadio Lipofectamine LTX (fabricado por Sigma), y la mezcla se dejo reposar inmovil a
temperatura ambiente durante 30 minutos. El volumen total de la misma se afiadié al medio de cultivo para cultivar
las células. Después de 24 horas, las células se sembraron otra vez en una placa blanca de 96 pocillos a
2x10* células/75 pl/pocillo. El tratamiento con farmaco se realizd al dia siguiente. El volumen total se estableciod
hasta 100 pl, y las células se cultivaron durante 24 horas. Después de esto, se retiré el medio de cultivo en cada
pocillo y se sustituyé con PBS™ a 100 pl/pocillo, y las células se congelaron a -80 °C, excepto las células colo-201
que se congelaron a -80 °C directamente sin la sustitucion con PBS'.

En el momento de un ensayo, las células se descongelaron y se afadieron con Dual-Glo luciferase Reagent
(fabricado por Promega) a 50 pl/pocillo, que se dejo reposar inmévil durante 5 minutos. Después de esto, se midio la
intensidad de emision de luz de la luciferasa de luciérnaga con un contador multimarca de Wallac 1420. A
continuacion, se afiadié Dual-Glo Stop & Glo Reagent (fabricado por Promega) a 50 ul/pocillo, y se dejé que el
conjunto reposara inmovil durante 5 minutos. Después de esto, se midi6 la intensidad de emision de luz de luciferasa
de renilla con un contador multimarca Wallac 1420. A partir de los datos obtenidos, se determiné la actividad
transcripcional de TCF4 (actividad transcripcional de TCF) usando la siguiente férmula matematica 4.

Formula matematica 4

luc de luciérnaga (CPM)
luc de Renilia (CPM)

Actividad transcripcional de TCF4=

Se realizé la inactivacion de p-catenina usando ARNip. Especificamente, la inactivacién de B-catenina se realiz6 por
un método de transfeccion inversa usando Stealth RNAI (fabricado por Invitrogen). Se muestra a continuacion la
secuencia del ARNip usado:
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5-AUUACUAGAGCAGACAGAUAGCACC-3' (SEQ ID NO: 3).

A 100 pl de OPTI-MEM |, se afadieron HiPerFect (fabricado por Qiagen) diluido 300 veces y el ARNip a una
concentracion final de 5 nM, y el contenido se mezclé suavemente y se dejé reposar inmovil a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Ademas, se us6 control negativo de Stealth RNAI (fabricado por Invitrogen) como control. La
disolucion mezclada se afadio a cada pocillo de una placa de 12 pocillos (fabricada por Nunc) o una placa de 60 mm
(fabricada por Greiner), % se sembro en ella una suspension de células (1,2><105 células/600 pl/pocillo para la placa
de 12 pocillos y 1,3x10° células/2,4 ml/placa para la placa de 60 mm). Al dia siguiente, el medio de cultivo se
intercambid por un nuevo, y se evalud la actividad inductora de la apoptosis midiendo la eficiencia de transfeccion
por transferencia Western y midiendo un ciclo celular con un citémetro de flujo.

Se realizaron la transfeccion génica con TCF4 negativo dominante y la transfeccion génica con (-catenina activa
como se describe a continuacion. Primero, las células (2 ml/pocillo) se sembraron en una placa de 6 pocillos de
manera que las células llegaran a ser subconfluentes al dia siguiente. La transfeccién génica se realizd al dia
siguiente. Se afadieron 2,5 pug de un vector de control (fabricado por Invitrogen) o un plasmido TCF4 negativo
dominante (abreviado en lo sucesivo DN-TCF4, fabricado por Millipore) o un plasmido de 3-catenina activa a 500 pl
de OPTI-MEM I junto con 2,5 pl de Plus Reagent, y se mezcld por inversion. La mezcla se dejo reposar inmovil a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Después de esto, se afiadieron 10 pl de Lipofectamine LTX, y la mezcla se
dejo reposar inmovil a temperatura ambiente durante 30 minutos. Se afiadié el volumen total de la misma al medio
de cultivo para cultivar las células. Después de 24 horas, las células se sembraron otra vez, y se realizaron diversos
ensayos.

Ejemplo 1

Se compararon las sensibilidades a los farmacos con un inhibidor de MEK SMK-17 entre lineas celulares.
Especificamente, se usaron 24 tipos de lineas celulares que tenian mutaciones de proteina implicadas en las
diversas vias de sefalizacion asociadas a crecimiento celular para evaluar la actividad supresora del crecimiento de
un inhibidor de MEK SMK-17 (Daiichi Sankyo Company, Limited.) en cultivo bidimensional y cultivo tridimensional.
Ademas, se us6 un inhibidor de MEK U0126 como material comparativo para evaluar la actividad supresora del
crecimiento del mismo modo que antes.

Se evalud la actividad supresora del crecimiento midiendo una cantidad de ATP intracelular en términos de cantidad
de emision de luz de luciferasa mediante el uso de CellTiter-Glo. Especificamente, las células se sometieron 24
horas después de la siembra de las mismas a tratamiento con farmaco afiadiendo SMK-17 y U0126 a medios de
cultivo de manera que las concentraciones finales fueran 0,1, 0,3, 1,0, 3,0, 10 y 30 pM. 72 horas después del
tratamiento con farmaco, se midié una cantidad de ATP intracelular usando CellTiter-Glo. De la cantidad de emision
de luz resultante, se calculd una relacion de crecimiento, y se calculé adicionalmente una concentracion de farmaco
que caus6 50 % de inhibicion del crecimiento (Glso). Basandose en Glso, se evalué una correlacion entre el resultado
del cultivo bidimensional y el resultado del cultivo tridimensional usando un coeficiente de correlaciéon del producto-
momento de Pearson. Se determiné que los coeficientes de correlacion del producto-momento r entre el cultivo
bidimensional y el cultivo tridimensional para los farmacos eran del siguiente modo: r=0,88 para SMK-17 y r=0,72
para U0126. Se realiz6 una prueba de significancia basandose en los coeficientes de correlacion del producto-
momento. Como resultado, las estadisticas de las pruebas fueron del siguiente modo: r=8,0 para SMK-17 y r=4,5
para U0126. El nimero de muestras n fue 21. Se rechazé la hipétesis nula en ambos compuestos basandose en t
(19, 0,01)=2,9, que mostré una correlacion entre el cultivo bidimensional y el cultivo tridimensional.

A continuacion, para comparar las mutaciones génicas y las sensibilidades a farmacos de las lineas celulares, se
calculd -log (Glsp) a partir de Glso obtenida para ambos farmacos en el cultivo bidimensional y el cultivo
tridimensional, y el valor se expresd en un patrén de huella, estando un valor promedio (MG-MID) en el origen
(Documento no de patente 50). A este respecto, las lineas celulares que tenian valores positivos de -log (Glso) se
consideraron lineas celulares de alta sensibilidad, y las lineas celulares que tenian valores negativos de -log(Glso) se
consideraron lineas celulares de baja sensibilidad. Ademas, con respecto a las mutaciones de BRAF, K-ras, PTEN,
B-catenina y APC, las lineas celulares se dividieron en un grupo de linea celular mutante y un grupo de linea celular
no mutante, y se evaludé una diferencia significativa en valor promedio de Glsp entre los dos grupos por una prueba
delat.

Como se muestra en la FIG. 1, se encontrd en la prueba de actividad supresora del crecimiento de SMK-17 que las
lineas celulares que tenian mutaciones activas de BRAF presentes aguas arriba de MEK, es decir, A375, HT29,
colo-205 y colo-201, presentaron cada una alta sensibilidad.

Ademas, hubo una diferencia significativa a p<0,001 en el valor promedio de Glsp entre el grupo de linea celular
mutante activo de BRAF y el grupo de linea celular no mutante. Este hecho sugirié que la mutacién activa de BRAF
era un factor determinante de la sensibilidad positiva para SMK-17, al igual que con los inhibidores de MEK
existentes tales como PD184352. A continuacion, entre las lineas celulares que tienen mutaciones activas de K-ras
localizadas aguas arriba de BRAF, las células LS-174T, las células HCT_116, las células SW480 y las células
SW620 fueron lineas celulares de alta sensibilidad, mientras que las células A549, las células OVCAR-5 y las células
DLD-1 fueron lineas celulares de baja sensibilidad. Ademas, no hubo diferencia significativa en el valor promedio de
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Glso entre el grupo de linea celular mutante activo de K-ras y el grupo de linea celular no mutante. Este hecho sugirio
que la mutacién activa de K-ras no era un factor determinante de la sensibilidad para SMK-17. Por otra parte, todas
las lineas celulares deficientes en PTEN, AN3-CA, LNCaP y PC-3 fueron lineas celulares de baja sensibilidad. No
hubo diferencia significativa en el valor promedio de Glsg entre el grupo de lineas celulares deficientes en PTEN y el
grupo de lineas celulares no mutantes, pero la linea celular deficiente en PTEN A2058 que tiene una mutacién activa
de BRAF tubo menor sensibilidad que las ofras lineas celulares mutantes activas de BRAF, sugiriendo que la
deficiencia de PTEN era un factor determinante de la sensibilidad negativo para SMK-17. Ademas, con respecto a
BRAF, K-ras y PTEN, las lineas celulares no mutantes (A431, DU145, EC109, HelLa, Ms-1, NCI-N87 y JIMT-1)
fueron lineas celulares de baja sensibilidad, sugiriendo que el crecimiento celular de estas lineas celulares no
dependio de la via de sefializacion de MAPK. Por otra parte, con respecto a BRAF, K-ras y PTEN, a pesar del hecho
de que la mayoria de las lineas celulares no mutantes fueron lineas celulares de baja sensibilidad, las células SW48
que no tenian BRAF, K-ras y PTEN mutante presentaron alta sensibilidad a SMK-17.

Las células SW48, que han presentado alta sensibilidad a SMK-17, son una linea celular que tiene BRAF, K-ras y
PTEN no mutante y que tienen una mutacién activa de -catenina. En vista de este hecho, cuando la atencion se
centra en una mutacién en la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina que incluye B-catenina como factor
constituyente, todas las lineas celulares mutantes de [-catenina activa colo-205, colo-201, SK-MEL-1, LS-174T,
HCT_116 y SW48 fueron lineas celulares de alta sensibilidad. En proteinas implicadas en la via de sefializacion de
Wnt/B-catenina, también se ha informado de una mutacién de APC. Entre las lineas celulares mutantes de APC,
colo-205, colo-201, SW480 y SW620 presentaron alta sensibilidad. Ademas, se probaron el grupo de lineas
celulares mutantes de B-catenina activa, el grupo de lineas celulares mutantes de APC y el grupo de lineas celulares
de B-catenina activa y de APC para diferencias significativas en el valor promedio de Glsg con respecto al grupo de
lineas celulares no mutantes que resultaron en mostrar diferencias significativas a p<0,001, p<0,05 y p<0,01,
respectivamente. Este hecho sugiri6 que la mutaciéon en la via de sefalizacion de Wnt/3-catenina fue un factor
positivo determinante de la sensibilidad para SMK-17.

A continuacién, con respecto a U0126, que era un inhibidor de MEK similar a SMK-17, 23 de los 24 tipos de lineas
celulares presentaron una tendencia de sensibilidad al farmaco similar a en el caso de SMK-17. Ademas, se realiz
la evaluacién de una correlacion entre SMK-17 y U0126 usando cada Glso, que da r=0,82 y t,=6,9 como resultado.
En este caso, se rechazé la hipétesis nula basandose en t (22, 0,01)=2,8, que mostré una correlacion entre SMK-17
y U0126. Ademas, hubo diferencias significativas en el valor promedio de Glso con respecto a la mutacién activa de
BRAF, la mutacidon activa de B-catenina, la mutacién de APC y de [B-catenina activa y la mutacién de APC con
respecto al grupo de lineas celulares no mutantes a p<0,001, p<0,01, p<0,01 y p<0,001, respectivamente. Este
hecho sugirié que la mutacion activa de BRAF y la mutacion en la via de sefalizacion Wnt fueron factores positivos
determinantes de la sensibilidad para U0126, asi como SMK-17, mientras que la deficiencia de PTEN era un factor
negativo determinante de la sensibilidad.

Los resultados anteriormente mencionados revelaron que la mutacién activa de B-catenina era un factor positivo
determinante de la sensibilidad para el inhibidor de MEK SMK-17.

Ejemplo 2

Se evaluaron la parada del ciclo celular mediada por un inhibidor de MEK SMK-17 y su actividad inductora de la
apoptosis. El Ejemplo 1 reveld que existen lineas celulares para las que SMK-17 present6 alta actividad supresora
del crecimiento. La actividad supresora del crecimiento es probablemente debida a la parada del ciclo celular o
muerte celular tal como la apoptosis. En vista de lo anterior, se evaluaron las influencias de SMK-17 sobre el ciclo
celular y la apoptosis de una linea celular de alta sensibilidad.

Se realizaron la evaluacion de la parada del ciclo celular mediada por SMK-17 y la actividad inductora de su
apoptosis usando un total de 9 lineas celulares que incluyen DLD-1, una linea celular de baja sensibilidad que tiene
un mutacién activa K-ras y una mutacion de APC, ademas de las lineas celulares en las que SMK-17 presento alta
actividad supresora del crecimiento, es decir, A375 (mutacién activa de BRAF), HT29 (mutacion activa de BRAF,
mutacion de APC), HCT_116 (mutacion activa de K-ras, mutacion activa de B-catenina), SW48 (mutacion activa de
B-catenina), colo-201 (mutacién activa de B-catenina, mutacion de APC), LS-174T (mutacién activa de K-ras,
mutacion activa de B-catenina), SW620 (mutacion activa K-ras, mutacion de APC) y SW480 (mutacion activa de K-
ras, mutacion de APC). Las células se sometieron después de 24 horas desde su siembra a tratamiento con farmaco
que implica afiadir SMK-17 a un medio de cultivo de manera que las concentraciones finales fueran 0,1, 0,3, 1,0, 3,0
y 10 uM. 48 horas después del tratamiento con farmaco, las células se recogieron y se sometieron a fijacion con
etanol y tincion Pl para medir un contenido de ADN con un citdmetro de flujo. Ademas, para medir la actividad
inhibitoria por MEK de SMK-17 en las células tratadas con farmaco, se evalué la expresién de ERK, ERK fosforilada
y actina en las células con SMK-17 por transferencia Western 24 horas después del tratamiento. Ademas, se calculd
la cantidad de expresion de una molécula diana que esta fosforilada en comparacion con la cantidad de expresion de
una molécula diana para evaluar la influencia sobre un ciclo celular a dicha concentracion para inhibir 95 % o mas la
expresion de fosforilacion de la molécula diana. Entonces, cuando se encontré un aumento en la poblaciéon sub-G1
del 20 % o mas, se determiné que se indujo la apoptosis.
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En las células HCT_116, las células SW48, células colo-201 y células LS-174T, todas las cuales tienen mutaciones
de B-catenina activa, el tratamiento con SMK-17 a dicha concentracion a la que se inhibi6 completamente la
fosforilacion de ERK, produjo la observacion de un aumento sorprendente en la poblacion sub-G1 y fragmentacion
de ADN. Especificamente, en las células HCT_116, las células SW48, las células colo-201 y las células LS-174T, el
tratamiento con SMK-17 a concentraciones de 10 pyM, 10 pyM, 1,0 yM y 10 pM, respectivamente, produjo
observaciones de inhibicion completa de la fosforilacion de ERK, y la induccion de la apoptosis indicada por un
aumento en la poblacién sub-G1 y fragmentacién de ADN.

Por otra parte, en las células A375, las células HT29 y las células SW480, el tratamiento con SMK-17 a dicha
concentracion a la que se inhibié completamente la fosforilacion de ERK, produjo observaciones de reduccion en las
relaciones de una poblaciéon S y una poblacién G2/M en gran medida y la sorprendente parada de G1, pero no la
fragmentacion de ADN. Especificamente, en las células A375, las células HT29 y las células SW480, el tratamiento
con SMK-17 a concentraciones de 1,0 uM, 3,0 uM y 3,0 uM, respectivamente, produjo observaciones de inhibicion
completa de la fosforilacién de ERK y parada del ciclo celular. En las células SW620 y células DLD-1 tratadas con
SMK-17 a dicha concentracién a la que se inhibié completamente la fosforilacion de ERK es decir, 1,0 uM, no se
observé influencia sobre un ciclo celular.

La FIG. 2 muestra resultados tipicos. Los resultados revelaron que el inhibidor de MEK SMK-17 indujo la apoptosis
selectivamente en la linea celular que tiene una mutacioén activa de p-catenina.

Ejemplo 3

Se evalud la actividad inductora de la apoptosis de un inhibidor de la via de sefializacion de MAPK. En el Ejemplo 2,
se reveld que el inhibidor de MEK SMK-17 indujo la apoptosis selectivamente en la linea celular que tenia una
mutacion activa de -catenina. MEK es un factor aguas abajo en la via de sefalizacion de MAPK. En vista de lo
anterior, se inhibio la via de sefializacion de MAPK por los inhibidores de la via de sefalizacion de MAPK distintos de
SMK-17 para investigar sus actividades inductoras de la apoptosis.

Se investigaron las actividades inductoras de la apoptosis de un inhibidor de MEK PD184352, un inhibidor de
multicinasas sorafenib, que inhibié, en particular, Raf (Documento no de patente 61), y un inhibidor selectivo de
BRAF SB590885 usando lineas celulares de B-catenina no mutante A375 y HT29, una linea celular mutante APC
DLD-1 y lineas celulares de B-catenina activa mutante HCT_116 y SW48. Las células se trataron con PD184352 a
0,1, 0,3, 1,0, 3,0 y 10 uM y sorafenib y SB590885 a 0,3, 1,0, 3,0 y 10 uM. 48 horas después del tratamiento con
farmaco, las células se recogieron y se sometieron a fijacién con etanol y tincién Pl para medir un contenido de ADN
con un citémetro de flujo. Ademas, para medir la actividad inhibitoria de la molécula diana en las células tratadas con
farmaco, se evalud la expresion de ERK, ERK fosforilada, MEK, MEK fosforilada y actina en las células por
transferencia Western 24 horas después del tratamiento con farmaco. Ademas, se calculé la cantidad de expresion
de una molécula diana que se fosforila en comparacién con la cantidad de expresién de una molécula diana para
evaluar la influencia de cada inhibidor sobre un ciclo celular a dicha concentracion a la que se inhibié 95 % o mas la
expresion de la fosforilacion de la molécula diana. Entonces, cuando se encontré un aumento en la poblacion sub-
G1 del 20 % o mas, se determiné que se indujo la apoptosis.

Como se muestra en la FIG. 3, se indujo la apoptosis en las lineas celulares mutantes de B-catenina activa HCT_116
y SW48 por el tratamiento con el inhibidor de MEK PD184352 a dichas concentraciones a las que se inhibid
completamente la fosforilacion de ERK, es decir, 3,0 yM y 3,0 uM, respectivamente. Este hecho revelé que
PD184352 también inhibi6 MEK e indujo la apoptosis selectivamente en las células mutantes de B-catenina activa,
como con SMK-17.

Ademas, se indujo la apoptosis en la linea celular mutante de 3-catenina activa HCT_116 por el tratamiento con el
inhibidor selectivo de BRAF SB590885 a dicha concentracion a la que se inhibié completamente la fosforilacion de
MEK y ERK, es decir, 10,0 uM. Por otra parte, se indujo la parada de G1, pero no se indujo la apoptosis en la linea
celular no mutante de B-catenina A375 por el tratamiento con el inhibidor selectivo de BRAF SB590885 a dicha
concentracion a la que se inhibié completamente la fosforilacion de MEK y ERK, es decir, 1,0 uM. Este hecho reveld
que SB590885 indujo la apoptosis selectivamente en las células mutantes de B-catenina activa.

Mientras tanto, se indujo la sorprendente parada de G1, pero no se indujo la apoptosis en las lineas celulares no
mutantes de B-catenina A375 y HT29 por el tratamiento con PD184352 a dichas concentraciones a las que se inhibio
completamente la fosforilacion de ERK, es decir, 0,30 uM y 3,0 uM, respectivamente. Se indujo la apoptosis en A375
por el tratamiento con PD184352 a una concentracion superior a dicha concentracién a la que se inhibid
completamente la fosforilacion de ERK, que se considerd que resultd del hecho de que PD184352 a una alta
concentracion presenta efectos inhibidores sobre miembros de la familia de MEK tales como MEK5 asi como
MEK1/2, es decir, que fue causado por un factor distinto de la inhibicién de la via de sefializacion canénica de MAPK
en la que participa MEK1/2. PD184352 no presento ninguna influencia particular sobre la linea celular mutante APC
DLD-1 a dicha concentracion a la que se inhibié completamente la fosforilacién de ERK, es decir, 10 uM.
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A continuacién, el tratamiento con el inhibidor Raf sorafenib no proporcioné efectos inhibidores completos sobre la
fosforilacion de MEK y ERK en ninguna de las lineas celulares. Por tanto, se consideré imposible la evaluacion de la
actividad inductora de la apoptosis de sorafenib.

Los resultados revelaron que el inhibidor de la via de sefializacion de MAPK, en particular, el inhibidor de la via de
sefalizacion candnica de MAPK, tuvo actividad inductora de la apoptosis selectiva de células mutantes de (-
catenina activa, al igual que con SMK-17.

Ejemplo 4

Los resultados de los Ejemplos 1 a 3 mostraron que la mutacién activa de B-catenina fue un factor determinante de
la sensibilidad para la inducciéon de apoptosis por el inhibidor de la via de sefializacion de MAPK. En vista de lo
anterior, se investigo la participacion de la via de sefializacién de Wnt/B-catenina en la induccién de apoptosis por
SMK-17 por una prueba de pérdida de funcion.

La prueba de pérdida de funcién se realizé evaluando una influencia sobre la actividad inductora de la apoptosis de
SMK-17 en células en las que se inactivo la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina por la inactivacion de 3-catenina
o la expresion forzada de DN-TCF4. Se usaron las células sin la inactivacion de B-catenina o la expresion forzada de
DN-TCF4 como células de control.

Primero, se hizo un intento por realizar la inactivacién de B-catenina por ARNip en la linea celular mutante de (-
catenina activa HCT_116 en la que la apoptosis se indujo por el tratamiento con SMK-17. La inactivacién se realizé
por un método de transfeccion inversa. Las células se recogieron después de 24, 48, 72, 96 horas, y se detectd la
cantidad de expresion de B-catenina por transferencia Western. Como resultado, se confirmé que la expresion de (-
catenina disminuyé 48 horas después de la inactivacion (panel A de la FIG. 4). A continuacion, se evalud la actividad
inductora de la apoptosis de SMK-17 tratando las células con SMK-17 3,0 uM 48 horas después de la inactivacion y
deteccion de una poblacion sub-G1 usando un citémetro de flujo después de 48 horas.

Como resultado, se suprimid significativamente la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 en las células de
inactivacion por B-catenina en comparacion con las células de control (panel B de la FIG. 4).

A continuacién, DN-TCF4 se expres6 forzadamente en la linea celular mutante de B-catenina activa HCT_116 para
evaluar la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17. DN-TCF4 esta siendo deficiente en aminoacidos en las
posiciones 1 a 31 del sitio de unién a ADN de TCF4 ,y por tanto, no se puede unir a ADN incluso cuando la B-
catenina se una al mismo. Asi, no se promueve la transcripcion por TCF4 no mutante. Es decir, la via de
sefalizacion de Wnt/B-catenina puede ser llevada a un estado inactivado por la expresion forzada de DN-TCF4. Se
usaron las células sin expresion forzada de DN-TCF4 como células de control.

Especificamente, del mismo modo que en el método de transfeccién de ARNip anteriormente mencionado, las
células HCT_116 se transfectaron con DN-TCF4 y se evaluaron para la actividad transcripcional de TCF4 por un
ensayo indicador TOPFLASH. TOPFLASH, en el que se inserta luciferasa de luciérnaga aguas abajo de la
secuencia que se une a ADN de TCF4, expresa luciferasa de luciérnaga por la uniéon de TCF4. Asi, se puede evaluar
la actividad transcripcional de TCF4 por la cantidad de emision de luz de luciérnaga. Ademas, para la correccion de
la comparacion entre lineas celulares, las células se transfectaron con un plasmido indicador de luciferasa de renilla,
y se realizd la comparacion entre lineas celulares usando un valor obtenido calculando la cantidad de emision de luz
de luciferasa de luciérnaga con respecto a la cantidad de emisiéon de luz de luciferasa de renilla constitutivamente
expresada por un promotor de TK.

Como resultado del ensayo indicador TOPFLASH, se confirmé que se suprimid la actividad transcripcional de TCF4
por la expresion forzada de DN-TCF4 (panel A de la FIG. 5). A continuacion, se evalud la actividad inductora de la
apoptosis de SMK-17 tratando las células con SMK-17 a una concentracion de 10 uM y detectando una poblacion
sub-G1 usando un citémetro de flujo después de 48 horas. Como resultado, se suprimié significativamente la
induccion de la apoptosis por SMK-17 en las células en las que DN-TCF4 se expreso forzadamente en comparacion
con las células de control (panel B de la FIG. 5).

Ejemplo 5

Los resultados de los Ejemplos 1 a 3 mostraron que la mutacion activa de 3-catenina era un factor determinante de
la sensibilidad para la induccién de la apoptosis por el inhibidor de la via de sefalizacion de MAPK. En vista de lo
anterior, se investigo la participacion de la via de sefializacion de Wnt/B-catenina en la induccién de la apoptosis por
SMK-17 por una prueba de ganancia de funcién.

En la prueba de ganancia de funcién, se uso la linea celular no mutante de B-catenina A375, cuya apoptosis no se
indujo incluso cuando las células se trataron con SMK-17. Se activd la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina
haciendo que la B-catenina activa se expresara forzadamente en las células, o estimulando las células con wnt3a
que es un ligando para Fz, y se evalud su influencia sobre la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17.
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Primero, se estimularon las células A375 con wnt3a. Wnt3a se une a Fz presente en una superficie de la membrana,
e inhibe la fosforilacion de GSK-3 mediante Axin, suprimiendo asi la formacion de un complejo que degrada B-
catenina. Esto permite que se active la via de sefalizaciéon de Wnt/B-catenina. Especificamente, las células A375
transfectadas con TOPFLASH y plasmidos indicadores de luciferasa de renilla se trataron con wnt3a (50 ng/ml) y se
evaluaron para la actividad transcripcional de TCF4 después de 24 horas por un ensayo indicador TOPFLASH.

Como resultado, se encontré que la actividad transcripcional de TCF4 aumenté por la estimulacion de wnt3a (panel
A de la FIG. 6).

Ademas, las células estimuladas con wnt3a se trataron con SMK-17 (10 uM), seguido por medicién de la escisién de
PARP después de 24 horas por transferencia Western, y evaluacion de la actividad inductora de la apoptosis
después de 48 horas detectando una poblacion sub-G1 usando un citdmetro de flujo. Se usaron las células A375 sin
estimulacion con wnt3a como células de control. Como resultado, no se observo la escision de PARP en el caso de
SMK-17 solo, mientras que la escision de PARP se indujo en la condicion de estimulacion de wnt3a (panel B de la
FIG. 6). Ademas, se promovié significativamente la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 en las células
estimuladas con wnt3a en comparacion con las células de control (panel C de la FIG. 6).

A continuacion, se expresé forzadamente la 3-catenina activa en las células A375 para evaluar la actividad inductora
de la apoptosis de SMK-17. Debido a que tiene mutaciones en un sitio de fosforilacién de B-catenina, es decir, una
sustitucion de serina a alanina en la posicion 37 (S37A) y una sustitucion de serina a alanina en la posicion 45
(S45A), la B-catenina activa que se expresa forzadamente entra en el nucleo para potenciar una sefal sin ser
fosforilada por el complejo, activando asi la via de sefalizacion de Whnt/B-catenina. Las células A375 se
transfectaron con (-catenina activa para evaluar la actividad transcripcional de TCF4 por un ensayo indicador
TOPFLASH. Se usaron las células A375 no transfectadas con B-catenina activa como células de control. Como
resultado, se encontré que la actividad transcripcional de TCF4 aumentaba por la expresion forzada de B-catenina
activa (panel A de la FIG. 7).

Ademas, las células se trataron con SMK-17 (10 pM), y se evalud la actividad inductora de la apoptosis después de
48 horas detectando una poblacion sub-G1 usando un citdmetro de flujo. Como resultado, se promovid
significativamente la actividad inductora de la apoptosis de SMK-17 en las células en las que la B-catenina activa se
expreso forzadamente en comparacion con las células de control (panel B de la FIG. 7).

Tanto la prueba de pérdida de funcién como la prueba de ganancia de funcién del Ejemplo 4 y Ejemplo 5 sugirieron
entonces que la via de sefalizacion de Wnt/B-catenina estaba implicada en la induccion de la apoptosis selectiva de
células mutantes de B-catenina activa por el inhibidor de MEK SMK-17.

Ejemplo 6

Se evalud el efecto in vivo de SMK-17. Especificamente, se cultivaron in vitro células tumorales, y se recogieron
usando tripsina EDTA y PBS el dia del trasplante en ratones. Las células recogidas se resuspendieron a
1x10® células/ml en PBS’, y se trasplantaron por via subcutanea 0,1 ml de la suspensién de células en la region
axilar de ratones Balb/c-nu/nu (CLEA Japan, Inc.). Después de la confirmacion del injerto de tumor en los ratones, se
administrd por via oral a los ratones a una dosis prevista un liquido para administracion en el que un compuesto de
prueba se suspendié en una disolucién acuosa a 0,5 % de MC (fabricada por Wako Pure Chemical Industries, Ltd.),
y el volumen del tumor se midié en funcion del tiempo con un compas calibrador electrénico (fabricado por Mitutoyo
Corporation).

Se midi6 el nivel de apoptosis de células tumorales en un tejido tumoral por un método de marcado de extremos
cortados por dUTP-biotina mediado por TdT (TUNEL). Esta medicion se realizd usando un kit de medicion TUNEL
comercialmente disponible (fabricado por CHEMICON) segun el protocolo recomendado incluido con el kit.

Como se muestra en la FIG. 8, SMK-17 presentdé un efecto de regresion tumoral in vivo. Especificamente, se
observé una disminucién en el volumen del tumor en los ratones sin pelo que portaban la linea de células tumorales
SW48 que tenia una mutacién activa de 3-catenina, cuando SMK-17 a 200 mg/kg se administré por via oral a los
ratones. Similarmente, se observé una disminucién en el volumen del tumor en los ratones sin pelo que portaban la
linea de células tumorales colo205 que tenian una mutacién activa de p-catenina, cuando SMK-17 a 200 mg/kg se
administro a los ratones.

Por otra parte, se observé un efecto supresor sobre un aumento en el volumen del tumor, pero no se encontré efecto
de la regresion tumoral en los ratones sin pelo que portaban la linea de células tumorales A375 o HT29 que tenian
B-catenina no mutante, cuando SMK-17 se administré a 200 mg/kg a los ratones.

Ademas, se encontré que el numero de células positivas para apoptosis en un tejido tumoral aumento en los ratones
sin pelo que llevaban las células SW48, cuando SMK-17 se administré a los ratones (FIG. 9). Por otra parte, no se
observé cambio en el numero de células positivas para apoptosis en un tejido tumoral en los ratones sin pelo que
portaban las células A375 o células HT29, incluso cuando SMK-17 se administré a los ratones.
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Los resultados revelaron que SMK-17 presentd un efecto de regresion sobre el tumor que tiene una mutacion activa
de B-catenina in vivo, y el efecto de regresion tumoral fue debido a un efecto inductor sobre la apoptosis de las
células tumorales.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

Como se ha descrito anteriormente, la presente invencién proporciona un método de prediccion de la sensibilidad al
tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK, y un
método de seleccion de un paciente que se determina que tiene alta sensibilidad a la administracién de un farmaco
que contiene el compuesto, y asi permite que una enfermedad de cancer sea eficazmente tratada con un compuesto
que inhibe una via de sefializacion de MAPK. Asi, la presente invencién es extremadamente util en el campo
terapéutico de un paciente con cancer.

TEXTO LIBRE DEL LISTADO DE SECUENCIAS
SEQ ID NO: 1: Gen que codifica B-catenina no mutante (SEQ ID NO: 2).
SEQ ID NO: 3: ARNip usado para inactivar el gen de B-catenina.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> DAIICHI SANKYO COMPANY LIMITED

<120> Un método de prediccion de una respuesta a un compuesto que inhibe una via de sefalizacién de
MAPK

<130> GP13-1015PCT

<150>JP P2013-036759
<151> 27-02-2013

<160> 3

<170>PatentIn version 3.1

<210>1
<211> 2346
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (1) ..(2346)
<223>

<220>

<221>caracteristica_misc
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<223> gen que codifica una beta-catenina (SEQ ID NO: 2)
<400> 1

atg gct act caa gect gat ttg atg gag ttg gac atg goce atg gaa cca 48
Met Ala Thr Gln Ala Asp Leu Met Glu Leu Asp Met Ala Met Glu Pro

gac aga aaa ge¢g get gtt agt cac tgg cag caa cag tet tac ¢tg gac 96
Agsp Arg Lys Ala Ala Val Ser Hig Trp Gln Gln Gln Ser Tyr Leu Asp
20 25 30

tct gga atc cat tct ggt gecc act ace aca get cct tct ctg agt ggt 144
Ser Gly Ile His Ser Gly Ala Thr Thr Thr Ala Pro Ser Leu Ser Gly
35 40 45

aaa ggc aat cct gag gaa gag gat gtg gat acc tcc caa gtc ctg tat 192
Lys Gly Asn Pro Glu Glu Glu Asp Val Asp Thr Ser Gln Val Leu Tyr
50 55 60

gag tgg gaa cag gga ttt tct cag tcc ttc act caa gaa caa gta gct 240
Glu Trp Glu Gln Gly Phe Ser Gln Ser Phe Thr Gln Glu Gln Val Ala
65 70 75 80

gat att gat gga cag tat gca atg act cga get cag agg gta cga get 288
Asp Ile Asp Gly Gln Tyr Ala Met Thr Arg ZAla Gln Arg Val Arg Ala
85 20 95

gct atg ttc cect gag aca tta gat gag ggc atg cag atc cca tct aca 336
Ala Met Phe Pro Glu Thr Leu Asp Glu Gly Met Gln Ile Pro Ser Thr
100 105 110

cag ttt gat get get cat ccc act aat gtc cag cgt ttg gect gaa cca 384

Gln Phe Asp Ala Ala His Pro Thr Asn Val Gln Arg Leu Ala Glu Pro
115 120 125
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teca
Ser

gat
Asp
145

aat
Asn

cag
Gln

cag
Gln

gaa
Glu

cgt
Arg
225

gtg
Val

aca
Thr

gtg
Val

aca
Thr

gct
Ala
305

coe

Pro

ctg
Leu

aat
Asn

cac
His

cag
Gln
130

gea
Ala

gac
Asp

ctt
Leu

atyg
Met

aca
Thr
210

gag
Glu

aaa
Lys

act
Thr

egt
Arg

aat
Asn
2390

tat
Tyr

caa
Gln

tgg
Trp

aag
1ys

ctg
Leu

atg
Met

gaa
Glu

gag
Glu

teot
Ser

gtg
Val
195

gct
Ala

ggc
Gly

atg
Met

ctc
Leu

tta
Lau
275

gtt
Val

ggc
Gly

get
Ala

acc
Thr

ccg
Pro
355

aca
Thr

ctg
leu

ctt
Leu

gac
Asp

aada
Llys
180

tot
Ser

cgt
Arg

tta
leu

ctt
leu

cac
His
260

gct
Ala

aaa
lys

aac
Asn

tta
Leu

aca
Thr
340

gct
ala

gat
Asp

daa
Lys

goe
Ala

cag
Gln
165

aag
Lys

get
Ala

tgt
Cys

ctg
Leu

ggt
Gly
245

aac
Asn

ggt
Gly

ttec
Phe

caa
Gln

gta
val
325

agc

Ser

att
Ile

cca
Pro

cat
His

aca
Thr
150

gtg
val

gaa
Glu

att
Ile

acc
Thr

gcc
Ala
230

toa
Ser

ctt
Leu

999
Gly

ttg
Leu

gaa
Glu
310

aat

Asn

aga
Arg

gta
Val

agt
Ser
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geca
Ala
135

egt
Arg

atg
Val

get
Ala

gta
Val

gct
Ala
215

atc
Ile

cca
Pro

tta
Leu

ctg
Leu

gct
Ala
293

agc

Ser

ata
Ile

gtg
Val

gaa
Glu

caa
Gln

gtt
val

gea
Ala

gtt
Val

teo
Ser

egt
Arg
200

gg9
Gly

ttt
Phe

gtg
Val

tta
Leu

cag
Gln
280

att
Ile

aag
Lys

atg
Met

ctg
Leu

gct
Ala
360

cgt
Arg

gta aac
Val Asn

ate cot
Ile Pro

aat aag
Asn Lys
170

aga cac
Arg His
185

ace atg
Thr Met

acc ttg
Thr Leu

aag tect
Lys Ser

gat tct
Asp Ser
250

cat caa
His Gln
265

aaa atg
Lys Met

acg aca
Thr Thr

ctc atc
Leu Ile

agg acc
Arg Thr
330

aag gtg
Lya Val
345

ggt gga
Gly Gly

ctt gtt
Leu val

28

ttg
Leu

gaa
Glu
155

gct
Ala

gect
Ala

cag
Gln

cat
His

gga
Gly
235

gtg
Val

gaa
Glu

gtt
val

gac
Asp

ata
Ile
315

tat
Tyr

cta
Leu

atg
Met

cag
Gln

att
Ile
140

ctg
Leu

gca
Ala

ate
Ile

aat
Asn

aac
Asn
220

ggc
Gly

ttg
Leu

gga
Gly

gag
Ala

tgc
Cys
300

ctg
Leu

act
Thr

tct
Ser

caa
Gln

aac
Asn

aac
Asn

aca
Thr

gtt
Val

atg
Met

aca
Thr
205

ctt
Leu

att
Ile

ttt
Phe

gct
Ala

ttg
Leu
285

ctt
Leu

gct
aAla

tac
Tyr

gtc
Val

gct
Ala
365

tgt
Cys

tat
Tyr

aaa
Lys

atg
Met

cgt
Arg
190

aat
Asn

tce
Ser

cct
Bro

tat
Ty

aaa
Lys
270

cte
Leu

caa
Gln

agt
Ser

gaa
Glu

tgc
Cys
350

tta

Leu

ctt
Leu

caa
Gln

ctg
Leu

gtc
Val
175

tet
Ser

gat
Asp

cat
His

gce
Ala

gee
Ala
255

atg
Met

aac
Asn

att
Ile

ggt
Gly

aaa
Lys
335

tct

Ser

gga
Gly

tgg
Trp

gat
Asp

cta
Leu
160

cat
Hig

cct
Pro

gta
Val

cat
Hig

ctg
Leu
240

att
Ile

gca
Ala

aaa
Lys

tta
Leu

gga
Gly
320

cta

Leu

agt
Ser

ctt
Leu

act
Thr

432

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152



ctc
Leu
385

cte
Leu

gtc
Val

aag
Lys

cgt
Arg

atc
Ile
465

gcc

Ala

ctc
Leu

ttg
Leu

gag
Glu

cag
Gln
545

gtg
val

ctt
Len

cta
Leu

aac
Asn

aaqg

370

agg
Arg

ctt
Leu

acc
Thr

aac
Asn

act
Thr
450

tgt
Cys

cag
Gln

tta
Leu

att
Ile

cag
Gln
530

gat
Asp

gag
Glu

cac
His

aat
Asn

atc
Tle
610

gaa

aat
Asn

g99
Gly

tgt
Cys

aag
Lys
435

gte
val

get
Ala

aat
Asn

cac
His

cga
Arg
515

ggt
Gly

acc
Thr

999
Gly

atc
Ile

ace
Thr
595

caa
Gln

get

ctt
Leu

act
Thr

gca
Ala
420

atg
Met

ctt
Leu

ctt
Leu

gca
Ala

cca
Pro
500

aat

Asn

gece
Ala

cag
Gln

gtc
val

cta
Leu
580

att
Ile

aga
Arg

gca

teca
Ser

=34
Leu
405

gct
Ala

atg
Met

cgg
Arg

cgt
Arg

gtt
val
485

cca

Pro

ctt
Leu

att
Ile

cge
Arg

cge
Arg
565

gct
Ala

cca
Pro

gta
Val

gaa

gat
Asp
390

gtt
val

gga
Gly

gte
val

get
Ala

cat
His
470
cgc

Arg

tcec
Ser

gce
Ala

cca
Pro

cgt
Arg
550

atg
Met

cgg
Arg

ttg
Leu

gct
Ala

gct
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375

gect
Ala

cag
Gln

att
Ile

tgc
Cys

ggt
Gly
455

ctg
Leu

ctt
Leu

cac
His

ctt
Leu

cga
Arg
535

acg

Thr

gaa
Glu

gat
Asp

ttt
Phe

gca
Ala
615

att

gca
Ala

ctt
Leu

ctt
Leu

caa
Gln
440

gac
Asp

acc
Thr

cac
His

tgg
Trp

tgt
Cys
520

cta

Leu

tce
Ser

gaa
Glu

gtt
val

gtg
val
600

aggg
Gly

gaa

act
Thr

ctg
Leu

tet
Ser
425

gtg
val

agg
Arg

agc
Ser

tat
Tyr

cct
Pro
505

ccc

Pro

gtt
vVal

atg
Met

ata
Ile

cac
His
585

cag
Gln

gte
val

get

aaa
Lys

ggt
Gly
410

aac
Asn

ggt
Gly

gaa
Glu

cga
Arg

gga
Gly
430

ctg

Leu

gca
Ala

cag
Gln

gagt.
Gly

gtt
val
570

aac
Asn

ctg
Leu

cte
Leu

gag

29

cag
Gln
385

tca
Ser

cte
Leu

ggt
Gly

gac
Asp

cac
His
475
cta

Len

ata
Ile

aat
Asn

ttg
Leu

ggg
Gly
555

gaa
Glu

cga
Arg

ctt
Leu

tgt
Cys

gga

380

gaa
Glu

gat
Asp

act
Thr

ata
Ile

ate
Ile
460

caa
Gln

cca
Pro

aag
Lys

cat
His

ctt
Leu
540

aca

Thr

ggt
Gly

att
Ile

tat
Tyr

gaa
Glu
620

gce

999
Gly

gat
Asp

tge
Cys

gag
Glu
445

act
Thr

gaa
Glu

gtt
val

gct
aAla

gca
Ala
525

gtt
Val

cag
Gln

tgt
Cys

gtt
val

tct
Ser
605

=144
Leu

aca

atg
Met

ata
Ile

aat
Asn
430

geot
aAla

gag
Glu

gca
aAla

gtg
val

act
Thr
510

cct

Pro

agt
Arg

cag
Gln

ace
Thr

atc
Ile
5390

cce
Pro

gct
Ala

gct

gaa
Glu

aat
Asn
415

aat

Asn

ctt
Leu

cet
Pro

gag
Glu

gtt
val
495

gtt
val

ttg

gca
Ala

caa
Gln

gga
Gly
575

aga
Arg

att
Ile

cag
Gln

cct

ggt
Gly
400

gtg
Val

tat
Tyr

gtg
val

gee
Ala

atg
Met
480

aag

Lys

gga
Gly

cgt
Arg

cat
His

ttt
Phe
560

gcc
Ala

gga
Gly

gaa
Glu

gac
Asp

ctyg

1200

1248

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920



10

Lys
625

aca

Thr

gct
aAla

cgg
Arg

got
Ala

gaa
Glu
705
tet
Ser

cat
Hisg

ctg
Leu

ggt
Gly

<210> 2
<211> 781

<212> PRT

Glu Ala Ala

tta
Leu

ctt
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
660

gtt
val

ttg
Leu

ctt
Leu

toca
Ser
675

gtt
val

aat
Asn

tgg
Trp
690

gag
Glu

ctt
Leu

cce
Pro

gga
Gly

tat
Tyr

ggt
Gly

gga
Gly

atg
Met

ggt
Gly
740

gag
Glu

cca
Pro

gat
Asp
755

ctg
Leu

aat
Asn

gac
Asp
770

agc
Ser

<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Ala Thr
1

Asp Arg Lys

Ser Gly Ile
35

Lys Gly Asn
50

Glu

cac
His
645

cga
Arg

gag
Glu

act
Thr

tat
Tyr

ggc
Gly
725

ggc
Gly

ggg
Gly

cag
Gln

Gln Ala

Ala Ala

20

Hig Ser

Pro Glu

Ala
630

tet

Ser

atg
Met

ctg
Leu

get
Ala

cge
Arg
710

cag
Gln

cac
Hig

cat
His

ctg
Leu

5
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Ile

agg
Arg

tet
Ser

ace
Thr

gat
Asp
695

cag
Gln

gat
Asp

cac
Hig

gce
Ala

gcc
Ala
775

Asp Leu

Val Ser

Gly Ala

Glu Glu

Glu

aat
Asn

gag
Glu

age
Ser
680

ctt
Leu

gat
Asp

gec
Ala

cct
Pro

cag
Gln
760

tgg
Trp

Ala

gaa
Glu

gac
Asp
665
tot
Ser

gga
Gly

gat
Asp

ttg
Leu

ggt
Gly
745

gac

Asp

ttt
Phe

Met

His

Thr

40

Asp

Glu Gly ala

635

gtg
Val

ggt
Gly
650

gcg
aAla

cca
Pro

caa
Gln

aag
Lys

tta
Phe

cte
Leu

aga
Arg

ctt
Leu

att
Ile
700

gat
Asp

tat
Tyr

cct
Pro

age
Ser
715

atg
Met

ggt
Gly
730

gac
Asp

tat
Tyr

gct
Ala

gac
Asp

ctec
Leu

atg
Met

gat
Asp

act
Thr

gat
Asp

gac
Asp
780

Glu Leu Asp
10

Trp Gln Gln
25

Thr Thr Ala

Val Asp Thr

30

Thr

aca
Thr

gat
Asp

aca
Thr
685

ggt
Gly

cgt
Arg

ccc
Pro

cca
Pro

ggg
Gly
765

ctg
Leu

Met

Gln

Pro

Ser

Ala Leu

640

Pro

tat
Tyr

gct
Ala

gca
Ala
655

tac
Tyr
670

aaa
Lys

aag
Lys

<ca
Pro

atg
Met

gag
Glu

gee
Ala

cag
Gln

gga
Gly

tct
Ser

Lttt
Phe

cac
His
720

atg
Met

atg
Met
735

gaa
Glu

gtt
Val
750

gat
Asp

ggg
Gly

cct
Pro

ctg
Leu

cca
Pro

taa

Ala Met Glu
15

Ser Tyr Leu
30

Ser Leu Ser
45

Gln vVal Leu

Pro

Asp

Gly

Tyr

1968

2016

2064

2112

2160

2208

2256

2304

2346



Glu

Asp

Ala

Gln

Ser

Asp

145

Asn

Gln

Gln

Glu

Arg

225

Val

Thr

Val

Thr

Ala
305

Trp

Ile

Met

Phe

Gln

130

Ala

Asp

Leu

Met

Thr

210

Glu

Lys

Thr

Arg

Asn

290

Tyr

Glu

Asp

Phe

Asp

1l3

Met

Glu

Glu

Ser

val

195

Ala

Gly

Met

Leu

Leu

275

Val

Gly

Gln

Gly

Pro

100

Ala

Leu

Leu

Asp

Lys

180

Ser

Arg

Leu

Leu

Hig

260

Ala

Lys

Asn

Gly

Gln

85

Glu

Ala

Lys

Ala

Gln

165

Lys

Ala

Cys

Leu

Gly

245

Asn

Gly

Phe

Gln
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Phe

70

Tyr

Thr

His

His

Thr

150

Val

Glu

Ile

Thr

Ala

230

Ser

Leun

Gly

Leu

Glu
310

Ser

Ala

Leu

Pro

Ala

135

Arg

Val

Ala

Val

Ala

215

Ile

Pro

Leu

Leu

Ala

295

Ser

Gln

Met

Asp

Thr

120

val

Ala

val

Ser

Arg

200

Gly

Fhe

Val

Leu

Gln

280

Ile

Lys

Ser

Thr

Glu

105

Asn

val

Ile

Asn

Arg

185

Thr

Thr

Lys

Asp

His

265

Lys

Thr

Leu

31

Phe

Arg

90

Gly

val

Asn

Pro

Lys

170

His

Met

Leu

Ser

Ser

250

Gln

Met

Thr

Ile

Thr

75

Ala

Met

Gln

Leu

Glu

155

Ala

Ala

Gln

His

Gly

235

Val

Glu

val

Asp

Ile
315

Gln

Gln

Gln

Arg

Ile

140

Leu

Ala

Ile

Asn

Asn

220

Gly

Leu

Gly

Ala

Cys

300

Leu

Glu

Arg

Ile

Leu

125

Asn

Thr

Val

Met

Thr

205

Leu

Ile

Phe

Ala

Leu

285

Leu

Ala

Gln

Val

Pro

110

Ala

Tyr

Lys

Met

Arg

130

Asn

Ser

Pro

Tyr

Lys

270

Leu

Gln

Ser

Val

Arg

95

Ser

Glu

Gln

Leu

Val

175

Ser

Asp

His

Ala

Ala

255

Met

Asn

Ile

Gly

Ala

Ala

Thr

Pro

Asp

Leu

160

His

Pro

Val

His

Leu

240

Ile

Ala

Lys

Leu

Gly
320



FPro

Leu

Agn

His

Leu

385

Leu

Val

Lys

Arg

Ile

465

Ala

Leu

Leu

Glu

Gln

545

Val

Gln

Trp

Lys

Leu

370

Arg

Leu

Thr

Asn

Thr

450

Cys

Gln

Leu

Ile

Gln

530

Asp

Glu

Ala

Thr

Pro

355

Thr

Asn

Gly

Cys

Lys

435

Vval

Ala

Asn

His

Arg

515

Gly

Thr

Gly

Leu

Thr

340

Ala

Asp

Leu

Thr

Ala

420

Met

Leu

Leu

Ala

Pro

500

Asn

Ala

Gln

val

Val

325

Ser

Ile

Pro

Ser

Leu

405

Ala

Met

Arg

Arg

val

485

Pro

Leu

Ile

Arg

Arg
565
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Asn

Arg

Val

Ser

Asp

390

Val

Gly

Val

Ala

His

470

Arg

Ser

Ala

Bro

Arg

550

Met

Ile

Val

Glu

Gln

375

Ala

Gln

Ile

Cys

Gly

455

Leu

Leu

His

Leu

Arg

535

Thr

Glu

Met

Leu

Ala

360

Arg

Ala

Leu

Leu

Gln

440

Asp

Thr

His

Trp

Cys

520

Leu

Ser

Glu

Arg

Lys

345

Gly

Leu

Thr

Leu

Sar

425

Val

Arg

Ser

Tyr

Pro

505

Prao

Val

Met

Ile

32

Thr

330

Val

Gly

val

Lys

Gly

410

Asn

Gly

Glu

Arg

Gly

490

Leu

Ala

Gln

Gly

val
570

Tyr

Leu

Met

Gln

Gln

395

Ser

Leu

Gly

Asp

His

475

Leu

Ile

Asn

Leu

Gly

555

Glu

Thr

Ser

Gln

Asn

380

Glu

Asp

Thr

Ile

Ile

450

Gln

Pro

Lys

Hisg

Leu

540

Thr

Gly

Tyr

Val

Ala

365

Cys

Gly

Asp

Cys

Glu

445

Thr

Glu

vVal

Ala

Ala

525

Val

Gln

Cys

Glu

Cys

350

Leu

Leu

Met

Ile

Asn

130

Ala

Glu

Ala

val

Thr

810

Pro

Lrg

Gln

Thr

Lys

335

Ser

Gly

Trp

Glu

Asn

415

Asn

Leu

Dro

Glu

val

485

Val

Leu

Ala

Gln

Gly
575

Leu

Ser

Leu

Thr

Gly

400

Val

Tyr

Val

Ala

Met

480

Lys

Gly

Arg

His

Phe

560

Ala
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Leu His

Leu Asn

Asn Ile
610

Lys Glu
625

Thr Glu

Ala val

Arg Leu

Ala Trp
690

Glu Pro
705

Ser Gly

His Glu

Leu Pro

Gly Asp
770

<210>3
<211> 25
<212> ARN

<213> artificial

<220>

Ile

Thr

595

Gln

Ala

Leu

Leu

Ser

675

Asn

Leu

Gly

Met

Asp

755

Ser

Leu

580

Ile

Arg

Ala

Leu

Phe

660

val

Glu

Gly

Tyr

Gly

740

Leu

Asn

Ala

Fro

Vval

Glu

His

645

Arg

Glu

Thr

Tyr

Gly

725

Gly

Gly

Gln
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Arg

Leu

Ala

Ala

630

Ser

Met

Leu

Ala

Arg

710

Gln

His

His

Leu

Asp

Phe

Ala

615

Ile

Arg

Ser

Thr

Asp

695

Gln

Asp

His

Ala

Ala
775

Val

Val

600

Gly

Glu

Asn

Glu

Ser

680

Leu

Asp

Ala

Pro

Gln
760

Trp

His

585

Gln

val

Ala

Glu

Asp

665

Ser

Gly

Asp

Leu

Gly

745

Asp

Phe

<223> ARNip usado en inactivar el gen de beta-catenina

<400> 3

auuacuagagcagacagauagcacc

25

33

Asn

Leu

Leu

Glu

Gly

650

Lys

Leu

Leu

Pro

Gly

730

Ala

Leu

Asp

Arg

Leu

Cys

Gly

635

Val

Pro

Phe

Asp

Ser

715

Met

Asp

Met

Thr

Ile

Tyr

Glu

620

Ala

Ala

Gln

Arg

Ile

700

Tyr

Asp

Tyr

Asp

Asp
780

Val

Ser

605

Leu

Thr

Thr

Asp

Thr

685

Gly

Arg

Pro

Pro

Gly

765

Leu

Ile

590

Pro

Ala

Ala

Tyr

Tyr

670

Glu

Ala

Ser

Met

Val

750

Leu

Arg

Ile

Gln

Pro

Ala

655

Lys

Pro

Gln

Phe

Met

135

Asp

Pro

Gly

Glu

Asp

Leu

640

Ala

Lys

Met

Gly

His

720

Glu

Gly

Pro
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REIVINDICACIONES

1. Un método de seleccién de un paciente para someterse al tratamiento de la enfermedad de cancer con un
compuesto que inhibe una via de sefializacion de la proteina cinasa activada por mitégeno (abreviada en lo sucesivo
MAPK), que comprende:

usar una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer, medir si la B-catenina contenida en la muestra
bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacién seleccionada del grupo que consiste en S33Y, S33C, S33F,
S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S; y

seleccionar un paciente que se detecta que tiene la mutacién en B-catenina como paciente para someterse al
tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefalizaciéon de MAPK.

2. Un método de prediccién de la sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que
inhibe una via de sefializacion de MAPK, que comprende:

usar muestra bioldgica derivada de un paciente con cancer, medir si la B-catenina contenida en la muestra
bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacién seleccionada del grupo que consiste en S33Y, S33C, S33F,
S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S; y

determinar que un paciente que se detecta que tiene la mutacién en B-catenina tiene sensibilidad al tratamiento
de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefializacion de MAPK.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que la sensibilidad al tratamiento de la enfermedad de cancer con un
compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK es la regresion del cancer debido a la induccion de
apoptosis en el tratamiento de la enfermedad de cancer con el compuesto.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra bioldégica es una muestra
bioldgica que contiene una célula cancerosa o un tejido canceroso.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el compuesto que inhibe una via de
sefializacion de MAPK es al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un compuesto que inhibe
una MAPK cinasa cinasa (abreviada en lo sucesivo MAPKKK), un compuesto que inhibe una MAPK cinasa
(abreviada en lo sucesivo MAPKK) y un compuesto que inhibe una MAPK.

6. El método segun la reivindicacion 5, en el que el al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en
un compuesto que inhibe una MAPKKK, un compuesto que inhibe una MAPKK y un compuesto que inhibe una
MAPK es al menos un compuesto seleccionado del grupo que consiste en un compuesto que inhibe B-Raf y un
compuesto que inhibe MEK1/2.

7. Un compuesto que inhibe una via de sefializaciéon de MAPK para su uso en un método de tratamiento de una
enfermedad de cancer, comprendiendo el método:

usar una muestra biolégica derivada de un paciente con cancer, medir si la B-catenina contenida en la muestra
bioldgica tiene o no al menos un tipo de mutacién seleccionada del grupo que consiste en S33Y, S33C, S33F,
S37F, S37P, T41A, S45del, S45F, S45P y N287S;

seleccionar un paciente que se detecta que tiene la mutacién en B-catenina como paciente para someterse al
tratamiento de la enfermedad de cancer con un compuesto que inhibe una via de sefalizacion de MAPK; y

administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del compuesto que inhibe una via de sefalizacién de MAPK
al paciente seleccionado;

en el que el compuesto que inhibe una via de sefalizaciéon de MAPK es SMK-17.

8. El compuesto para su uso segun la reivindicacion 7, en el que la muestra biolégica es una muestra biolégica que
contiene una célula cancerosa o un tejido canceroso.
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Figura 1
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 8
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24
o _
£ 20
(1]
(&
o 16
2
2 12 —
o
-
w 8 ——
Z
P
i T T ] ]
0 | | H I ﬁ J 1
cont |SMK-17|SMK-17| cont [SMK-17|SMK-17| cont | SMK-17| SMK-17
(200) (400) (200) (400) (200) (400)
A375 HT29 s$w4s8
p-cat wt B-cat wt B-cat mutante

43



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

