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DESCRIPCION

Método para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano que padece un cancer al

tratamiento con un antagonista del receptor NK1.

SECTOR DE LA TECNICA.

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina, la farmacia y la biologia
molecular, y mas concretamente en el campo de la oncologia. Especificamente, estd relacionada con
un método para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano que padece un cancer al
tratamiento con un antagonista del receptor NK1, que permite agrupar a los sujetos en respondedores y
no respondedores, asi como al kit o dispositivo que comprende los elementos necesarios para llevar a

cabo dicho método, y su uso.

ESTADO DE LA TECNICA.

Los receptores NK1 (receptores de la Neurokinina 1 o neuropeptidicos de la Sustancia P y de las
taquicininas), estan ampliamente distribuidos en las células del organismo. Actualmente se conocen
numerosos procesos bioldgicos en cuya regulacion estdn involucrados los receptores NKI1. Los

receptores NK1 son receptores del tipo de los receptores acoplados a la proteina G.

Como otros receptores, los receptores NK1 tienen sus propios agonistas naturales. El mas selectivo de
éstos es la Sustancia P. La Sustancia P (SP) es un undecapéptido de origen natural, que pertenece a la
familia de las taquicininas, es producido en los mamiferos y su secuencia fue descrita por Veber et al.,
(US 4,680,283). La familia de las taquicininas también incluye otros péptidos como Neurokinina A,
Neurokinina B, Neuropéptido K, Neuropéptido Gamma y Hemokinina I, entre otros. La implicacion
de la SP y de otras taquicininas en la etiopatogenia de diversas enfermedades ha sido ampliamente
referida en la bibliografia cientifica. En este sentido, la accion de las taquicininas se ha relacionado
con la etiopatogenia de enfermedades del sistema nervioso humano como la Enfermedad de
Alzheimer, la Esclerosis Multiple, la Enfermedad de Parkinson, la ansiedad y la depresion (Barker R.
et al., 1996; Kramer MS, et al., 1998). También se ha constatado la implicacion de las taquicininas en
la etiopatogenia de diversas enfermedades con componente inflamatorio como la artritis reumatoide, el
asma, la rinitis alérgica, las enfermedades inflamatorias intestinales como la colitis ulcerosa y la

enfermedad de Crohn (Maggi CA, et al., 1993).

En este sentido, la industria farmacéutica ha desarrollado antagonistas no peptidicos de los receptores

NK1 como medicamentos para el tratamiento de diversos desordenes del sistema nervioso central
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como la depresion, la psicosis y la ansiedad (WO 95/16679, WO 95/18124, WO 95/23798 y WO
01/77100). Se ha descrito que el uso de antagonistas selectivos del receptor NK1 es 1til en el
tratamiento de las nduseas y el vomito inducido por quimioterapicos antineoplasicos, asi como en el

tratamiento de ciertas formas de incontinencia urinaria (Quartara L. et al., 1998; Doi T. et al., 1999).

En un trabajo publicado en 2003 (Giardina G, et al., 2003) y en otro publicado en 2010 (Huang SC, et
al., 2010) se hace una revision de las patentes mas recientes sobre antagonistas de receptores NK1. Se
describen las moléculas de los méas importantes fabricantes mundiales con indicacion de sus posibles
aplicaciones entre las que cabe destacar: antidepresivo, antinflamatorio, ansiolitico, antiemético,

tratamiento de la colitis ulcerosa y otros.

Se ha publicado que el uso de diversos antagonistas de la SP para inhibir la proliferacion de carcinoma

de células pulmonares (Orosz A, et al., 1995; Bunn PA Jr. et al., 1994).

Es conocido que los astrocitos del sistema nervioso central expresan receptores funcionales para varios
neurotransmisores incluidos los receptores NK1(Palma C. et al., 2000). En los tumores cerebrales, las
células gliales malignas derivadas de astrocitos desencadenan bajo la accion de las taquicininas y por
mediacion de los receptores NKI1, la secrecion de mediadores que aumentan su velocidad de
proliferacion. Consecuentemente, los antagonistas selectivos del NK1 pueden ser muy ttiles como

agentes terapéuticos para el tratamiento de gliomas malignos.

En la patente EP 773026 (Pfizer) se hace referencia a la utilizacion de antagonistas no peptidicos del
receptor NK1 para el tratamiento de canceres en mamiferos. Particularmente en el tratamiento de
pequefios carcinomas pulmonares, APUDOMAS (tumores de células enterocromafines que se
localizan de modo predominante en la mucosa del tubo digestivo. Sus siglas significan "Amine

Precursos Uptake and Decarboxylation", utilizacion y decarboxilacion de los precursores de aminas).

Por otro lado, en la patente WO 2001001922 se describe el uso de antagonistas de receptores NK1

para el tratamiento de adenocarcinomas y muy especificamente los carcinomas prostaticos.

Diversos estudios con antagonistas especificos de los receptores de la neurokinina como el CP-96341-
1 (Pfizer), MEN 11467, SR 48968 (Sanofi) y MEN 11420 (Nepadutant) han demostrado la eficacia de
los mismos en el bloqueo de la proliferacion celular (Singh D et al., 2000; y Bigioni M. et al., 2005).
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Se ha descrito que los antagonistas no peptidicos de receptores NK1 inducen apoptosis (muerte
celular) en las células cancerosas de diversos tumores como el carcinoma de estomago, el carcinoma
de colon (Rosso M, et al., 2008) , el melanoma (Mufioz M, et al., 2010) o el carcinoma de pulmén

(Mufioz M, 2012).

La patente ES 2246687 reivindica la utilizacion de los antagonistas no peptidicos de receptores NK1 y
de la SP en la elaboracion de una composicion farmacéutica para la produccion de apoptosis en células
tumorales cancerosas de mamiferos. La solicitud de patente espafiola P201101311
(PCT/ES2012/070865) reivindica el uso de agentes modificadores del microambiente peritumoral, en
concreto los antagonistas de los receptores NK1, para el tratamiento del cancer. Por otro lado, la
solicitud de patente W02012020162 describe el uso de anticuerpos o fragmentos de los mismos,
frente a los receptores NK1, NK2 y/o NK3, utiles en el tratamiento del cancer, mediante la produccion

de apoptosis de las células tumorales.

Actualmente son de uso comun en la practica clinica diversos fAirmacos dirigidos para antagonizar los
efectos de ciertos receptores de membrana con objeto de tratar el cancer. Los ejemplos mas
representativos son el uso de anticuerpos monoclonales contra el receptor Her2 para el tratamiento del
cancer de mama y estdmago, el uso de farmacos inhibidores de la Tirosin Kinasa para el tratamiento
del cancer del Pulmén y el uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor EGFR
(Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico) para el tratamiento del cancer de colon, entre otros.
En todos estos casos se conoce la existencia de marcadores biologicos predictivos de la respuesta a
dichos tratamientos. Por ejemplo, en el caso del cancer de mama, es conocido que, en humanos, el
anticuerpo monoclonal dirigido contra el receptor Her-2 sdlo es efectivo si existe una sobrexpresion de
dicho receptor observada mediante la realizacion de un estudio inmunohistoquimico o una
amplificacion del gen observada mediante marcaje de dicho gen con sondas especificas que se pueden
visualizar, por métodos de hibridacion “in situ”. En el caso del tratamiento del cancer de pulmoén con
farmacos inhibidores de la Tirosin Kinasa, se sabe que estos farmacos solo son efectivos si existe una
mutacion del gen que codifica el receptor EGFR, que condicionan una alteracion en la estructura del
mismo, que condiciona, a su vez que dicho receptor se encuentre “constitucionalmente” y
permanentemente activado, mientras que si no existe dicha mutaciéon en este gen, los mencionados
farmacos no son efectivos en el tratamiento del cancer de pulmén. En el caso del cancer de colon, se
sabe que el tratamiento con anticuerpos monoclonales dirigidos contra el receptor EGFR es efectivo
solo si no existe mutacion a nivel del gen K-ras, mientras que si existe mutacion a nivel de este gen,

que condiciona un cambio a nivel de la proteina codificada por este gen de forma que ésta se encuentra
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constitucionalmente activada, dichos anticuerpos no son efectivos en el tratamiento de estos tumores

cancerosos de colon.

Se ha descrito en la literatura cientifica que algunas células tumorales pueden tener una forma

truncada de receptor NK1 (Gillespie E, et al. 2011).

Por lo tanto y en conclusion, en la actualidad son conocidos en el estado del arte, los siguientes
hechos:

1. Que los receptores NK1 estan ampliamente difundidos en el organismo del ser humano.

2. Que las taquicininas y en concreto la SP actian sobre los receptores NK1.

3. Que la utilizacion de antagonistas no peptidicos del receptor NK1 ha demostrado efectos sobre
las células tumorales, que se traducen en su muerte celular por apoptosis (ES 2246687).

4. Que la utilizacion de agentes modificadores del microambiente tumoral, en concreto los
antagonistas de los receptores NKI1, es util en el tratamiento de los tumores cancerosos
(PCT/ES2012/070865).

5. Que el uso de anticuerpos o fragmentos de los mismos, frente a los receptores NK1, es 1til en
el tratamiento del cdncer, mediante la produccién de apoptosis de las células tumorales
(W02012020162).

6. Que algunas células tumorales pueden tener una forma truncada del receptor NK1.

7. Que existen marcadores predictivos de respuesta a diversos tratamientos dirigidos a tratar el
cancer mediante la modificacion del funcionamiento de diversos receptores de la membrana

de las células tumorales, diferentes al receptor NK1.

Es conocido, en el estado de la técnica, que la ruta de las MAP Kinasas, especificamente a través de
sus eferentes “aguas abajo” como por ejemplo, ERK o MEK puede modular la proliferacion celular a
través de varios eferentes, a su vez “aguas abajo”, de gran importancia como Fos/Jun o P90rsk, entre
otros. Por otro lado, también es conocido en el estado de la técnica, que la ruta de las PI3 Kinasas tiene
una gran importancia en el control del ciclo celular. La activacion de la ruta de las PI3 Kinasas
produce un aumento de uno de sus aferentes finales “aguas abajo” como es AKT. Por lo tanto, algunos
tumores utilizan las rutas de las MAP Kinasas y de las PI3 Kinasas, lo que les confiere ventajas
competitivas en lo referente a su capacidad de proliferacion. Estos tumores presentan altas cantidades

de las proteinas ERK, MEK y AKT, que son propias de estas rutas (MAP Kinasas y PI3 Kinasas).

La proteina RAS es un elemento clave de la ruta de las MAP kinasas y de la ruta de la PI3 Kinasa. La

proteina Ras ocupa un lugar clave “aguas abajo” en las rutas de sefializacion de las MAP Kinasas y de
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la  PI3 Kinasas. La mutacion del gen K-ras, condiciona la expresion de una proteina
“constitucionalmente activada”, que mantiene permanentemente activadas dichas rutas,
independientemente del estado del receptor y de sus eferentes “aguas arriba”, por lo que emite una
sefial de acitvacion de dichas rutas de manera continua, lo que induce un estimulo permanente de la

proliferacion celular.

No obstante, las anterioridades conocidas, que incluyen la utilizacion de los antagonistas (antagonistas
no peptidicos o anticuerpos —o fragmentos de los mismos-) de los receptores NK1 para la produccion
de muerte y/o apoptosis en las células tumorales (bien por accién directa sobre estas células tumorales
o a través de la modificacion del microambiente), actualmente se desconoce que grupos de pacientes
podrian responder mejor al tratamiento con antagonistas de los recpetores NK1. Este conocimiento
permitiria establecer las dosis del antagonista del receptor NK1 mas adecuada y su utilizacion de
manera conjunta con otros tratamientos anticancerosos (por ejemplo, quimioterapicos o farmacos
bloqueadores especificos de otras rutas moleculares de importancia en un determinada tipo de tumor)

o de soporte propios de pacientes oncoldgicos, para conseguir un resultado mas eficaz y eficiente.

DESCRIPCION DE LA INVENCION.

Breve descripcion de la invencion

Un primer objeto de la presente invencion se refiere a un método para predecir o pronosticar la
respuesta de un sujeto humano al tratamiento con un antagonista del receptor NK1, en el que el sujeto
padece un cancer, que comprende usar, como un indicador, los niveles de expresion del receptor NK1.
Preferiblemente, se detectan los niveles de expresion del receptor NK1 o del ARNm que codifica para
el receptor NK1, en una muestra biologica aislada que comprende células tumorales de un sujeto
humano que padece un céancer. En otra realizacion preferida, se determina la presencia o no de
mutaciones en el gen K-ras en las células tumorales de la muestra bioldgica aislada. En otra
realizacion preferida, se determina la presencia o no de la proteina ERK en las células tumorales de la
muestra biologica aislada. Mas preferiblemente, se determina la presencia o no de la proteina AKT en
las células tumorales de la muestra biologica aislada. Alin mas preferiblemente, se determina la
presencia o no de la forma truncada del receptor NK1 en las células tumorales de la muestra biologica
aislada. Atin mucho mas preferiblemente, se determina si las células tumorales de la muestra biologica

aislada presentan una forma constitutivamemente activada del receptor NK1.
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Un segundo objeto de la invencion se refiere a un método para clasificar un sujeto humano que padece
de cancer en uno de dos grupos, en el que el grupo 1 comprende los sujetos identificables mediante el

método del primer objeto de la invencion, y en el que el grupo 2 representa el resto de sujetos.

Un tercer objeto de la invencion se refiere al uso de una composicion farmacéutica que comprende un
antagonista del receptor NK1, en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento de un sujeto

humano del grupo 1 identificable mediante el método del segundo objeto de la invencion.

Un cuarto objeto de la invencion se refiere a un kit o dispositivo que comprende los elementos

necesarios para llevar a cabo el método del primer o del segundo objeto de la invencion.

Un quinto objeto de la invencion se refiere al uso del kit o dispositivo del cuarto objeto de la

invencion.

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencion se refiere al uso de un marcador que se selecciona de entre:

a) el nivel de expresion del receptor NK1, o del ARNm que lo codifica, y/o

b) la presencia de mutacion en el gen K-ras, y/o

c) el nivel de expresion de las proteinas ERK, preferentemente ERK1 y ERK2, o del ARNm
que las codifica, y/o

d) el nivel de expresion de las proteinas MEK, preferentemente MEK1 y MEK2, o del ARNm
que las codifica, y/o

d) el nivel de expresion de la proteina AKT, preferentemente AKT 1 y AKT2, o del ARNm
que las codifica, y/o

e) la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1, o del ARNm que lo codifica, y/o

f) la presencia del receptor NK1constitutivamente activado,
o cualquiera de sus combinaciones, para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano al
tratamiento con un antagonista del receptor NKI1. Preferiblemente, los marcadores se emplean

simultaneamente.

Método para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano que padece cancer al

tratamiento con un antagonista del receptor NK1
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En la presente invencion se demuestra que los tumores que presentan una sobrexpresion del receptor
NKI1 o una amplificacion del gen NKI, presentan una mejor (mas efectiva) respuesta al tratamiento

con los antagonistas del receptor NK1.

Asi, un primer aspecto de la invencion se refiere a un método, de ahora en adelante primer método de
la invencion, para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano al tratamiento con un
antagonista del receptor NK1, en el que el sujeto padece un cancer, que comprende usar, como un

indicador, los niveles de expresion del receptor NK1.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, se usa como indicador la expresion del

receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1.

En otra realizacion preferida, el primer método de la invencion comprende:

a. obtener una muestra bioldgica aislada que comprende células tumorales de un sujeto
humano que padece un cancer, y

b. detectar los niveles de expresion del receptor NK1 o del ARNm que codifica para el

receptor NK1, en la muestra obtenida en el paso (a).

Preferiblemente, el resultado del primer método de la invencion es indicativo de una respuesta positiva
(respuesta mas efectiva al tratamiento) si los niveles de expresion del receptor NK1, o del ARNm que
codifica para el receptor NK1, estdn sobreexpresados en comparacion con una muestra o valor de

referencia y/o un control que expresa unos niveles indicativos de falta de respuesta.

Mas preferiblemente, la sobreexpresion se define como un nivel de expresion del receptor NK1, o del
ARNm que codifica para el receptor NK1, aumentado en mas del 20% de las células de la muestra
biologica aislada obtenida en el paso (a). Alin mas preferiblemente, el nivel de expresion del receptor
NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1, aumentado en mas del 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, y aun muccho mas preferiblemente, en mas de un 90% de las células de la muestra

bioldgica aislada obtenida en el paso (a).

En una realizacion, la respuesta es una respuesta a la reduccion de la carga tumoral. En una realizacion
alternativa, la respuesta es una mejora o ausencia de deterioro del estado del tumor. En otra
realizacion, la respuesta es un resultado clinico, tal como la supervivencia exenta de progresion o la

supervivencia global.
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Los sujetos cuya respuesta se predice son sujetos humanos que padecen cancer. Los términos “sujeto

99 ¢

humano”, “sujeto” y “paciente” se usan por tanto de manera indistinta en esta memoria descriptiva.

En esta memoria se entiende por receptor NK1 (también denominado receptor de la neurokinina 1,
SPR; NKI1R; NKIR; o TACIR) a un receptor acoplado a proteina G (GPCR, del inglés: G protein-
coupled receptors). Se trata de un receptor del tipo de los receptores acoplados a la proteina G, con
siete puentes transmembrana, codificado por el gen TACIR que se encuentra en el cromosoma 2 en
humanos. Este gen pertenece a una familia de genes de receptores de taquiquinina. Estos receptores de
taquiquinina se caracterizan por la interaccidon con las proteinas G y contienen siete regiones
transmembrana hidrdéfobas. Este gen codifica para el receptor de la sustancia P taquiquinina, también
conocida como la neurocinina o neurokinina 1. La proteina codificada también estd implicado en la

mediacion del metabolismo de fosfatidilinositol de la sustancia P.

En el contexto de la presente invencion, TACIR se define también por una secuencia de nucledtidos o
polinucleotido, que constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 1
(con niimero en el GeneBank NP_001049.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
dela SEQ ID NO: 1,

b) moléculas de &cido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica
de a),

c¢) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del codigo
genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 1, y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina NK/. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida en

la secuencia SEQ ID NO: 2

En esta memoria se entiende por ERK (del inglés Extracellular-signal-regulated kinases) a un tipo de
proteina que forma parte de la ruta molecular de las MAP Kinasas y que participa en importantes
multiples funciones celulares, de importancia en la fisiopatologia del cancer. La MAP quinasa (ERK)
es una serin treonin quinasa que es capaz de traslocarse al nucleo para, alli, regular la transcripcion
modificando la actividad de proteinas (incluyendo factores de transcripcion, modulando asi la
expresion de distintos genes. En el contexto de la presente invencion, ERK1 (también denominada
Mitogen-activated protein kinase 3 6 MAPK3) se define también por una secuencia de nucledtidos o
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polinucledtidos, que constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 3
(con numero en el GeneBank M84490.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
de la SEQ ID NO: 3,

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

c¢) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del codigo
genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 3,y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina ERK1. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 4.

En el contexto de la presente invencion, ERK2 (también denominada Mitogen-activated protein kinase
1 6 MAPK1) se define también por una secuencia de nucledtidos o polinucledtidos, que constituye la
secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 5 (con nimero en el GeneBank
M84489.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
dela SEQ ID NO: 5,

b) moléculas de &cido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica
de a),

c¢) moléculas de 4cido nucleico cuya secuencia difiere de a) y/o b) debido a la degeneracion del codigo
genético,

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 5, y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina ERK2. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 6

En esta memoria se entiende por MEK un tipo de proteinas que comprende entre otras MEK1 y
MEK?2. MEKI1 (del inglés Mitogen-Activated Protein kinase kinase 1 6 MAPKK1 6 MAP2K1,es
codificada en un gen localizado en el cromosoma 15 (locus 15q22.1g22.3). En el contexto de la

presente invencion, MEK1 se define también por una secuencia de nucledtidos o polinucleédtidos, que

10
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constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 7 (con numero en el
GeneBank L.11284.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
de la SEQ ID NO: 7,

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

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

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 7,y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina MEK 1. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 8.

En el contexto de la presente invencion, MEK2 (Mitogen-Activated Protein kinase kinase 2 6
MAPKK?2 6 MAP2K?2) es codificada en un gen localizado en el cromosoma 19 (locus 19p13.3) se
define también por una secuencia de nucledtidos o polinucledtidos, que constituye la secuencia
codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 9 (con nimero en el GeneBank L.11285.1), y
que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
de la SEQ ID NO: 9,

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

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

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 9, y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina MEK2. Entre dichas moléculas de acido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 10.

En esta memoria se entiende por AKT un grupo de proteinas que participan en los mecanismos de
control de la apoptosis (muerte celular programada) y de la proliferacion delas células. Entre ellas
destacan, por ejemplo, la proteina AKT1 (también denominada protein Kinasa B). En el contexto de la

presente invencion, AKT1 se define también por una secuencia de nucledtidos o polinucleétidos, que
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constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 11 (con nimero en el
GeneBank M63167.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
dela SEQ ID NO: 11,

b) moléculas de &cido nucleico cuya cadena complementaria hibrida con la secuencia polinucleotidica
de a),

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

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 11,y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina AKT1. Entre dichas moléculas de 4cido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 12.

En el contexto de la presente invencion, AKT2 se define también por una secuencia de nucledtidos o
polinucleotidos, que constituye la secuencia codificante de la proteina recogida en la SEQ ID NO: 13
(con niimero en el GeneBank M77198.1), y que comprenderia diversas variantes procedentes de:

a) moléculas de 4cido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
de la SEQ ID NO: 13,

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

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

d) moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido que comprende la secuencia aminoacidica
con una identidad de al menos un 80%, un 90%, un 95%, un 98% o un 99% con la SEQ ID NO: 13,y
en las que el polipéptido codificado por dichos acidos nucleicos posee la actividad y las caracteristicas
estructurales de la proteina AKT2. Entre dichas moléculas de 4cido nucléico se encuentra la recogida

en la secuencia SEQ ID NO: 14.

En el contexto de la presente invencion, se entiende “muestra de referencia” o “valor de referencia”
como la muestra que se usa para determinar la variacion de los niveles de expresion de las proteinas de
la presente invencion. En una realizacion de la invencion, el valor de referencia se obtiene a partir de
la sefial proporcionada usando una muestra de tejido obtenida de un individuo que presenta un tumor
no respondedor o menos respondedores al tratamiento del cancer con antagonistas de los receptores

NK1. Preferiblemente, las muestras se toman del mismo tejido de varios individuos no respondedores
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y se combinan, de tal manera que el valor de referencia refleja el valor promedio de dichas moléculas
en la poblacion de no respondedores. “Valor de referencia” es el nivel de expresion de una proteina de
la invencion (receptor NK1, ERK, AKT, o forma truncada del receptor NK1) en la muestra de
referencia, o el nimero de células que expresan una proteina de la invencion en una muesta de
referencia. El valor de referencia indicativo de la no respuesta para cada proteina concreta debe
conocerse antes de llevar a cabo el método de la presente invencion. Se prefiere que la muestra de
referencia sea del mismo tejido y/u obtenida mediante el mismo procedimiento (opciones descritas
anteriormente) que la muestra a partir de la cual se va a predecir la respuesta del individuo. Se prefiere
que la muestra se origine a partir de la misma etapa o gravedad del cancer que la muestra a partir de la

cual se va a predecir la respuesta del individuo.

En la presente invencion "pronostico” se entiende como la evolucion esperada de una enfermedad y se
refiere a la valoracion de la probabilidad segiin la cual un sujeto padece una enfermedad asi como a la
valoracion de su inicio, estado de desarrollo, evolucion, o de su regresion, y/o el prondstico del curso
de la enfermedad en el futuro. Como entenderan los expertos en la materia, tal valoracion, aunque se
prefiere que sea, normalmente puede no ser correcta para el 100% de los sujetos que se va a
diagnosticar. El término, sin embargo, requiere que una parte estadisticamente significativa de los
sujetos se pueda identificar como que padecen la enfermedad o que tienen predisposicion a la misma.
Si una parte es estadisticamente significativa se puede determinar sin mas por el experto en la materia
usando varias herramientas de evaluacion estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacion de
intervalos de confianza, determinacion de valores p, prueba t de Student, prueba de Mann-Whitney,
etc. Los intervalos de confianza preferidos son al menos el 50%, al menos el 60%, al menos el 70%, al
menos el 80%, al menos el 90%, al menos el 95%. Los valores de p son, preferiblemente, 0,2, 0,1,

0,05.

Por "prediccion de la respuesta” se entiende, en el contexto de la presente invencion, la determinacion
de la probabilidad de que el paciente responda de forma favorable o desfavorable a una terapia o a un
tratamiento determinado, incluyendo el ftratamiento quirGrgico. Especialmente, el término
"prediccién", como se usa aqui, se refiere a una evaluacion individual de cualquier pardmetro que
pueda ser util en determinar la evolucion de un paciente. Como entenderan los expertos en la materia,
la prediccion de la respuesta clinica al tratamiento, aunque se prefiere que sea, no necesita ser correcta
para el 100% de los sujetos a ser diagnosticados o evaluados. El término, sin embargo, requiere que se
pueda identificar una parte estadisticamente significativa de los sujetos como que tienen una
probabilidad aumentada de tener una respuesta positiva. El experto en la materia puede determinar

facilmente si un sujeto es estadisticamente significativo usando varias herramientas de evaluacion
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estadistica bien conocidas, por ejemplo, determinacion de intervalos de confianza, determinacion de
los valores de p, prueba t de Student, prueba de Mann Whitney, etc. Los intervalos de confianza
preferidos son al menos del 50%>, al menos del 60%>, al menos del 70%>, al menos del 80%>, al
menos del 90%), al menos del 95%>. Los valores de p son, preferiblemente, 0,2, 0,1 6 0,05. La
prediccion de la respuesta clinica se puede hacer utilizando cualquier criterio de valoraciéon usado en

oncologia y conocido por el experto en la materia.

A su vez, atendiendo al método de la presente invencion, se podrian establecer otras subclasificaciones
dentro de esta principal, facilitando, por tanto, la eleccion y el establecimiento de regimenes
terapéuticos o tratamiento adecuados. Esta discriminacion tal y como es entendida por un experto en la
materia no pretende ser correcta en un 100% de las muestras analizadas. Sin embargo, requiere que
una cantidad estadisticamente significativa de las muestras analizadas sean clasificadas correctamente.
La cantidad que es estadisticamente significativa puede ser establecida por un experto en la materia
mediante el uso de diferentes herramientas estadisticas, por ejemplo, pero sin limitarse, mediante la
determinacion de intervalos de confianza, determinacion del valor significacion P, test de Student o
funciones discriminantes de Fisher, medidas no paramétricas de Mann Whitney, correlacion de
Spearman, regresion logistica, regresion lineal, area bajo la curva de ROC (AUC). Preferiblemente, los
intervalos de confianza son al menos del 90%, al menos del 95%, al menos del 97%, al menos del 98%
o al menos del 99%. Preferiblemente, el valor de p es menor de 0,1, de 0,05, de 0,01, de 0,005 o de
0,0001. Preferiblemente, la presente invencion permite detectar correctamente la enfermedad de forma
diferencial en al menos el 60%, mas preferiblemente en al menos el 70%, mucho mas preferiblemente
en al menos el 80%, o ain mucho mas preferiblemente en al menos el 90% de los sujetos de un

determinado grupo o poblacion analizada.

En el contexto de la presente invencion el término “respuesta positiva” hace referencia a una
respuesta, por parte de los pacientes que padecen cancer, mas efectiva al tratamiento con antagonistas
del receptor NK1, que otros pacientes que padecen cancer pero que no reponden de dicha manera
efectiva al tratamiento con los antagonistas del receptor NK1. La respuesta puede referirse a las
caracteristicas de los tumores del sujeto. De manera alternativa pero no mutuamente excluyente, la
respuesta puede referirse al resultado clinico del sujeto. De esta manera, mediante el primer método de
la invencidn, se puede predecir si un paciente individual mostrara (i) una respuesta (R) al tratamiento
con antagonistas del receptor NK1 o (ii) no mostrara respuesta (NR) al tratamiento con antagonistas

del receptor NK1.
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Siempre que la respuesta se refiera a las caracteristicas de los tumores del sujeto, la distincion entre R
y NR se puede llevar a cabo sobre la base del cambio en el tamafio de la lesion. Por ejemplo, se puede
definir “Respuesta” como una disminucioén en la carga total del tumor (definida como la suma de las
areas del tumor de lesiones medidas bidimensionalmente), tomando como referencia los valores
correspondientes al valor inicial, sin la aparicion de una nueva lesion. De manera particular, la
respuesta puede ser > 5 % de disminucion en la carga total del tumor, tal como > 10 % de disminucion
en la carga total del tumor, > 15 % de disminucion en la carga total del tumor, > 20 % de disminucion
en la carga total del tumor, > 25 % de disminucion en la carga total del tumor, > 30% de disminucion
en la carga total del tumor, > 35 % de disminucion en la carga total del tumor, > 40 % de disminucion
en la carga total del tumor, > 45 % de disminucion en la carga total del tumor o > 50 % de disminucion
en la carga total del tumor, definida cada una como la suma de las &reas del tumor de las lesiones
medidas bidimensionalmente. En una realizacion preferida de la presente invencion, la respuesta se
define como > 30% de disminucion en la carga total del tumor (definida como la suma de las areas del
tumor de las lesiones medidas bidimensionalmente), tomando como referencia los valores
correspondientes a los valores iniciales, sin la aparicion de una nueva lesion. La falta de respuesta
(NR) se define de forma contraria a (R). Preferiblemente, sin respuesta (NR) se define como < 30% de
disminucién en el area del tumor de una o mas lesiones medibles, o la aparicion de al menos una
nueva lesion. Esto incluye normalmente un aumento, tal como > 20% de aumento en el area de una o

mas lesiones medibles o la aparicion de al menos una nueva lesion.

Siempre que “Respuesta” se refiera al resultado clinico del sujeto, se puede expresar la “Respuesta”
como la supervivencia global o la supervivencia exenta de progresion. La supervivencia de pacientes
de cancer se expresa de manera adecuada generalmente mediante las curvas de Kaplan-Meier, que han
recibido su denominacion de Edward L. Kaplan y Paul Meier que fueron los que describieron éstas en

primer lugar (Kaplan, Meier: Amer. Statist. Assn. 53:457— 35 481).

En la presente invencion, también se demuestra que los tumores que presentan una mutacion en el gen
K-ras, presentan una respuesta menor (menos efectiva) al tratamiento con antagonistas del receptor

NKI.

Por tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto de la invencionl, en el primer método ademas se
determina la presencia o no de mutaciones en el gen K-ras en las células tumorales de la muestra del
paso (a), siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva (respuesta mas efectiva al tratamiento
con antagonistas de los receptores NK1) si las células cancerosas no presentan mutacion en el gen K-

ras (K-ras no mutado o “wild type”).
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En esta memoria se define ras como un tipo de proteinas que actiian en multiples rutas de sefalizacion
molecular que regulan procesos biologicos de gran importancia en el cancer, como por ejemplo la
proliferacion celular, la migracion, etc. Una de estas rutas es la ruta de las MAP Kinasas (del inglés
Mitogen-Activated Protein Kinases). La familia de proteinas ras, comprende H-ras, N-ras y K-ras. La

proteina K-ras es codificada por el gen K-ras, localizado en el cromosoma 12.

En la presente invencion también se demuestra que los antagonistas de NK1 son capaces de inhibir el
crecimiento y proliferacion tumoral, con mas eficacia, en aquellos tipos de tumores en los que las vias
de senalizacion de las MAP Kinasas y PI3 Kinasas se encuentran integras en las células que los
componen, es decir, estan activas y no sufren alteraciones las moléculas que las componen, y por lo
tanto el tratamiento con dichos antagonistas inhibe la proliferacion de las células tumorales a través de
las rutas de las MAP Kinasas y PI3 Kinasas, preferentemente a través de la inhibicion de la expresion
de diferentes efectores “aguas abajo” de dichas rutas, como por ejemplo ERK, MEK (para la ruta de
las MAP Kinasas) y AKT (para la rutas de las PI3 kinasas). Sin embargo, cuando dichas vias no estan

integras, el uso de los antagonistas de NK1 presenta una menor efectividad.

Por tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, en el primer método ademas se
determina la presencia o no de las proteinas ERK y/o MEK, o del ARNm que la/s codifica, en las
células tumorales de la muestra del paso (a), siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva
(respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NK1) si las células
cancerosas presentan las proteinas ERK y/o MEK, o una cantidad elevada de ARNm de dichas

proteinas.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, en el primer método ademas se determina
la presencia o no de la proteina AKT, o del ARNm que la codifica, en las células tumorales de la
muestra del paso (a), siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva (respuesta mas efectiva al
tratamiento con antagonistas de los receptores NK1) si las células cancerosas presentan la proteina

AKT, o una cantidad elevada de ARNm de dichas proteinas.

En esta memoria se define como ERK (del inglés Extracellular-signal-regulated kinases) a un tipo de
proteina que forma parte de la ruta molecular de las MAP Kinasas y que participa en importantes
multiples funciones celulares, de importancia en la fisiopatologia del cancer. Por ejemplo ERK1
(también denominada Mitogen-activated protein kinase 3 6 MAPK3) es una proteina codificada en un
gen situado en el cromosoma 16. ERK2 (también denominada Mitogen-activated protein kinase 1 6

MAPKI1) es una proteina codificada en un gen situado en el cromosoma 22.
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En esta memoria se define como MEK un tipo de proteinas que comprende, entre otras MEK1 y
MEK?2. MEKI también denominada Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1 6 MAPKKI 6
MAP2K]1, es codificada en un gen localizado en el cromosoma 15 (locus 15q22.1-q22.3). MEK2
también denominada Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 2 6 MAPKK2 6 MAP2K2, es

codificada en un gen localizado en el cromosoma 19 (locus 19p13.3).

En esta memoria se define como AKT un grupo de proteinas que participan en los mecanismos de
control de la apoptosis (muerte programada) y de la proliferacion de las células. Entre ellas destacan,
por ejemplo AKT1 (también denominada protein Kinasa B), que se codifica en un gen localizado en el

cromosoma 14 y AKT2 que se codifica en un gen localizado en el cromosoma 19.

Ademas, en la presente invencion se demuestra que los tumores que presentan una mayor cantidad de
forma truncada del receptor NKI1, tienen una mejor (mas efectiva) respuesta al tratamiento con

antagonistas del receptor NK1.

Por tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, en el primer método ademas se
determina la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1 en las células tumorales de la
muestra del paso (a), siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva (respuesta mas efectiva al
tratamiento con antagonistas de los receptores NK1) si las células cancerosas presentan la forma

truncada del receptor NK1, o del ARNm que lo codifica.

Por ultimo, en la presente invencion se demuestra que las células tumorales con alteraciones en el gen
NKI1 que determinan alteraciones estructurales que hacen que este gen esté constitucionalmente
activo, es decir que el receptor transmita sefiales “aguas abajo” independientemente que esté o no
unido a alguno de sus agonistas, tienen una mejor respuesta (mas eficaz) al tratamiento con

antagonistas del receptor NK1.

Por tanto, en otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, en el primer método ademas se
determina si las células tumorales de la muestra del paso (a) presentan una forma constitutivamemente
activada del receptor NK1, siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva (respuesta mas
efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NK1) si las células cancerosas presentan una
forma constitutivamemente activada del receptor NK 1. Mas preferiblemente, la determinacion de si las
células tumorales de la muestra del paso (a) presentan una forma constitutivamemente activada del

receptor NK1 o no se realiza exponiendo las células a la sustancia P, considerando que las células
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presentan una forma constitutivamemente activada del receptor NK1, si presentan escasa respuesta

proliferativa ante la exposicion a la sustancia P.

Los niveles de expresion de los genes van a dar un determinado perfil de expresion génica. El término
“nivel de expresion”, también denominado “cantidad producto génico” se refiere al material
bioquimico, ya sea ARN o proteina, resultado de la expresion de un gen. Algunas veces se usa una
medida de la cantidad de producto génico para inferir qué tan activo es un gen. Se entiende por “perfil
de expresion génica” el perfil génico obtenido tras la cuantificacion del ARNm y/o de proteina
producida por los genes de interés o biomarcadores, es decir, por los genes empleados como
marcadores bioldgicos en la presente invencion, en una muestra biologica aislada. El perfil de
expresion de los genes se realiza, preferiblemente, determinando el nivel de ARNm derivado de su
transcripcion, previa extraccion del ARN total presente en la muestra bioldgica aislada, lo cual puede
realizarse mediante protocolos conocidos en el estado de la técnica. La determinacion del nivel de
ARNm derivado de la transcripcion de los genes empleados como marcadores biologicos en la
presente invencion, puede realizarse, por ejemplo, aunque sin limitarnos, mediante amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), retrotranscripcion en combinacion con la reaccion en
cadena de la polimerasa (RT-PCR), RT-PCR cuantitativa, retrotranscripcion en combinacion con la
reaccion en cadena de la ligasa (RT-LCR), o cualquier otro método de amplificacion de acidos
nucleicos; anlisis en serie de la expresion génica (SAGE, SuperSAGE); chips de ADN elaborados
con oligonucledtidos depositados por cualquier mecanismo; microarrays de ADN elaborados con
oligonucleodtidos sintetizados in situ mediante fotolitografia o por cualquier otro mecanismo;
hibridacion in situ utilizando sondas especificas marcadas con cualquier método de marcaje; mediante
geles de electroforesis; mediante transferencia a membrana e hibridacion con una sonda especifica;
mediante resonancia magnética nuclear o cualquier otra técnica de diagndstico por imagen utilizando
nanoparticulas paramagnéticas o cualquier otro tipo de nanoparticulas detectables funcionalizadas con
anticuerpos o por cualquier otro medio. El perfil de expresion génica también podria obtenerse
mediante la deteccion y/o cuantificacion de las proteinas producto de la traduccion del ARNm
derivado de la transcripcion de los genes empleados como marcadores bioldgicos en la presente
invencion, mediante por ejemplo, pero sin limitarnos, inmunodeteccion por western blot. La deteccion
cuantitativa de la expresion de los genes empleados como marcadores biologicos en la presente
invencion puede realizarse mas preferiblemente mediante PCR en tiempo real (RT-PCR 6 RTqPCR).
La deteccion en tiempo real de los productos amplificados puede llevarse a cabo mediante la
utilizacion de moléculas fluorescentes que se intercalan en el ADN de cadena doble o mediante

hibridacion con diferentes tipos de sondas.
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Asi pues, la deteccion de los niveles de proteinas o del nivel de expresion de los genes puede hacerse
por cualquiera de las técnicas conocidas por el experto en la materia. Asi, en otra realizacion preferida
de este aspecto de la invencion,
a) la deteccion de los niveles de expresion del receptor NK1, o del ARNm que codifica
para el receptor NK1, o
b) de la presencia o no de mutaciones en el gen K-ras,
c) de la presencia de la proteina ERK, y/o
d) de la presencia de la proteina MEK, y/o
e) de la presencia de la proteina AKT, o
f) de la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1,
se realiza por
1. un procedimiento de perfil genético, tal como una micromatriz, y/o
ii. un procedimiento que comprende PCR, tal como una PCR en tiempo real;
y/o
iii. transferencia Northern, y/o

iv. un procedimiento inmunohistoquimico.

En otra realizacion preferida, la muestra bioldgica es un tejido reciente, tejido embebido en parafina o
ARN extraido de un tejido de un paciente con cancer. Mas preferiblemente, el primer método de la
invencion se lleva a cabo in vitro usando una muestra originaria del sujeto humano, y en el que en el
momento de tomar la muestra del sujeto humano, el sujeto humano no ha sido tratado con un

antagonista del receptor NK1.

En otra realizacion preferida, la deteccion de los niveles de expresion de los genes se realiza mediante

Q-RT-PCR.

En otra realizacion preferida, la deteccion de los niveles de proteinas NK1, ERK, MEK, AKT y/o el
receptor truncado de NKI1, se realiza mediante técnicas inmmunologicas. En una realizacion mas
preferida, las técnicas inmunologicas estdn basadas en reacciones de precipitacion, basadas en
reacciones de aglutinacion, inmunomarcacion, radioinmunoanalisis y técnicas radioinmunomeétricas,
ELISA (Enzime Linked ImmunoadSorbent Assay), o en cualquiera de sus combinaciones. En otra
realizacion mas preferida, las técnicas inmunoldgicas comprenden el inmunomarcaje. En otra
realizacion ain mas preferida, el inmunomarcaje se selecciona de entre inmunomarcaje con
anticuerpos conjugados a enzimas , inmunomarcaje con anticuerpos conjugados a fluorocromos, o

citometria. Aun mas preferiblemente, la citometria es citometria de flujo.

19



10

15

20

25

30

35

ES 2 493 693 B1

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el sujeto humano padece un cancer que
se selecciona de entre los siguientes: carcinoma gastrico, preferentemente adenocarcinoma gastrico,
carcinoma de colon, preferentemente adenocarcinoma de colon, carcinoma de pancreas,
preferentemente adenocarcinoma de pancreas, carcinoma renal, preferentemente carcinoma renal de
células claras, carcinoma de mama, preferentemente adenocarcinoma de mama, carcinoma de ovario,
preferentemente adenocarcinoma de ovario, carcinoma de endometrio, carcinoma de cérvix uterino,
carcinoma de pulmon, preferentemente carcinoma de pulmoén de célula no pequefia y/o carcinoma de
pulmon de células pequetias, carcinoma de tiroides, preferentemente carcinoma de tiroides papilar y/o
carcinoma folicular de tiroides, carcinoma de vejiga, preferentemente carinoma transicional de vejiga
de la orina, carcinoma de prostata, cancer de estirpe glial del sistema nervioso central (glioma),
sarcomas, preferentemente fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno y sarcoma de Edwing,
melanoma, canceres embrionarios, preferentemente neuroblastoma y cénceres hematoldgicos,
preferentemente leucemias de estirpe B o de estirpe T, linfomas no Hodgkin, preferentemente de

estirpe B o de estirpe T, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin y mieloma multiple.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los antagonistas del receptor NK1 son
antagonistas no peptidicos, y atin mas preferiblemente, los antagonistas no peptidicos se seleccionan
de entre: Aprepitant, Vestipitant, Casopitant, Vofopitant, Ezlopitant, Lanepitant, LY-686017, L-
733,060, L-732,138, L-703,606, WIN 62,577, CP-122721, , TAK-637, y R673, CP-100263, WIN
51708, CP-96345, L-760735, , CP-122721, L-758298, L-741671, L-742694, CP-99994, T-2328, o

cualquiera de sus combinaciones.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los antagonistas del receptor NK1 son
antagonistas peptidicos, y aun mas preferiblemente, se seleccionan de entre anticuerpos o fragmentos

de los mismos dirigidos contra el receptor NK1.

Como se usa aqui "antagonista no peptidico de los receptores NK1" significa cualquier sustancia de
naturaleza no peptidica con un tamafio suficiente y conformacion adecuada para unirse al receptor
NK1 y asi inhibir su funcionamiento normal, incluyendo el hecho de evitar que la SP u otros agonistas
de estos receptores, se unan a los mencionados receptores. Preferentemente, en la presente invencion
se han ensayado los siguientes antagonistas no peptidicos de los receptores NK1 comerciales: L-
733,060 ((2S,3S5)-3-[(3,5-bis(Trifluoromethyl)phenyl)methoxy]-2-phenylpiperidine hydrochloride)
(Sigma-Aldrich), L-732,138 (N-Acetyl-L-tryptophan 3,5-bis(trifluoromethyl)benzyl ester) (Sigma-
Aldrich), L-703,606 (cis-2-(Diphenylmethyl)-N-[(2-iodophenyl)methyl]-1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-
amine oxalate salt) (Sigma-Aldrich), WIN 62,577 (Sigma-Aldrich), CP-122721 (Pfizer), Aprepitant 6
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MK 869 6 L-754030 (MSD), TAK-637 (Takeda/Abbot), Vestipitant 6 GW597599 (GSK), Casopitant
6 GW679769 (GSK) y R673 (Roche). CP-100263, WIN 51708, CP-96345, L-760735. De manera
similar, se pueden utilizar otros compuestos antagonistas no peptidicos de receptores NK1 y de la SP
tales como: Vofopitant 6 GR-205171 (Pfizer), Ezlopitant 6 CJ -11974 (Pfizer), CP-122721 (Pfizer), L-
758298 (MSD), L-741671, L-742694, CP-99994, Lanepitant 6 LY-303870, T-2328, LY-686017. Son
preferidos los compuestos: Aprepitant 6 MK 869 6 L-754030 (MSD), Vestipitant 6 GW597599 (GSK)
y Casopitant 6 GW679769 (GSK).

Los anticuerpos son compuestos peptidicos con capacidad para unirse de forma altamente selectiva a
diversas moléculas organicas. Su union a determinados receptores celulares induce una modificacion
en la actividad de los mismos, lo que puede determinar una modificacion en las actividades

fisiologicas habituales del metabolismo celular.

Como se usa aqui "anticuerpo contra los receptores NK1" significa cualquier anticuerpo policlonal o
monoclonal o fragmentos de estos anticuerpos contra los receptores NK1. Un fragmento de anticuerpo
significa una parte de un anticuerpo contra los receptores NK1 que es de un tamafio suficiente y
conformacion adecuada para unirse a un epitopo presente en los receptores NK1 y asi modificar su
funcionamiento normal, incluyendo el hecho de evitar que la sustancia P u otros agonistas de estos

receptores, se unan a los mencionados receptores.

El uso de anticuerpos monoclonales dirigidos contra el dominio extracelular de diversos receptores
celulares, como tratamiento para el cancer, estd ampliamente difundido en la clinica. Entre estos
anticuerpos monoclonales terapéuticos aprobados para su uso en oncologia, destacan el trastuzumab
que es un anti-ErbB2/HER?2 para el cancer de mama, el cetuximab que es un anti-ErbB1/EGFR para el
cancer de colon y el bevacizumab que es un anti-VEGFR (receptor del factor de crecimiento derivado

del endotelio vascular) para diversos tipos de canceres (Adams GP. et al., 2005).

Por "cancer" se entiende un tumor maligno de potencial crecimiento ilimitado que se expande
localmente por invasion y sistémicamente por metéstasis. De acuerdo con la presente invencion, el

antagonista no peptidico del receptor NK1 se administra a individuos con un céncer.

En el contexto de la presente invencion, como se usa “fdrmacos dirigidos a modificar el
funcionamiento de los receptores NK1” se refieren a moléculas antagonistas no peptidicos o
anticuerpos, o fragmentos de los mismos, que actiian sobre el receptor NK1 y que modifican su

funcionamiento, con objeto de la produccion de inhibicion de la proliferacion, produccion de muerte
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y/0 apoptosis en las células tumorales, en un mamifero, incluyendo el hombre, bien por accion directa
sobre los mecanismos fisiologicos de las células tumorales o bien por la modificacion del

microambiente tumoral.

En el contexto de la presente invencion, la enfermedad es el cancer, preferentemente carcinoma
gastrico, preferentemente adenocarcinoma gastrico, carcinoma de colon, preferentemente
adenocarcinoma de colon, carcinoma de pancreas, preferentemente adenocarcinoma de péncreas,
carcinoma renal, preferentemente carcinoma renal de células claras, carcinoma de mama,
preferentemente adenocarcinoma de mama y/o carcinoma de mama, carcinoma de ovario,
preferentemente adenocarcinoma de ovario y/o carcinoma de ovario, carcinoma de endometrio,
carcinoma de cérvix uterino, carcinoma de pulmon, preferentemente adenocarcinoma de pulmon,
carcinoma de pulmoén de célula no pequefia y/o carcinoma de pulmon de células pequefias, carcinoma
de tiroides, preferentemente carcinoma de tiroides papilar metastatizante y/o carcinoma folicular de
tiroides, carcinoma de vejiga, preferentemente carcinoma de vejiga de la orina y/o carcinoma
transicional de vejiga de la orina, carcinoma de prostata, Tumor de estirpe glial del sistema nervioso
central (glioma), sarcomas, preferentemente fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno y sarcoma de
Edwing (aunque también es de utilidad en el sarcoma del estroma endometrial humano, osteosarcoma
y/o rabdomiosarcoma), melanoma, canceres embrionarios, preferentemente neuroblastoma (aunque
también es util en méduloblastoma, retinoblastoma, nefroblastoma y/o hepatoblastoma) y canceres
hematologicos, preferentemente leucemias de estirpe B o de estirpe T, linfomas no Hodgkin,
preferentemente de estirpe B o de estirpe T, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin, leucemias,

preferentemente de estirpe B o de estirpe T, mieloma multiple.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un método, de ahora en adelante segundo método de la
invencion, para clasificar un sujeto humano que padece de cancer en uno de dos grupos, en el que el
grupo 1 comprende los sujetos identificables mediante el método descrito previamente y denominado

primer método de la invencion, y en el que el grupo 2 representa el resto de sujetos.

Composiciones farmacéuticas de la invencion

Otro aspecto de la presente invencion se refiere al uso de una composicion farmacéutica que
comprende un antagonista del receptor NK1, en la elaboracion de un medicamento para el tratamiento

de un sujeto humano del grupo 1 identificable mediante el segundo método de la invencion.

Alternativamente, se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un antagonista del
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receptor NK1 para su uso en el tratamiento de un sujeto humano del grupo 1 identificable mediante el

segundo método de la invencion.

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencidn, los antagonistas del receptor NK1 son
antagonistas no peptidicos. Mas preferiblemente, los antagonistas no peptidicos se seleccionan de
entre: Aprepitant, Vestipitant, Casopitant, Vofopitant, Ezlopitant, Lanepitant, LY-686017, L-733,060,
L-732,138, L-703,606, WIN 62,577, CP-122721, , TAK-637, y R673, CP-100263, WIN 51708, CP-
96345, L-760735 , CP-122721, L-758298, L-741671, L-742694, CP-99994, T-2328, o cualquiera de

sus combinaciones.

Antagonistas no peptidicos del receptor NK1 son, pero sin limitarse, : L-733,060 ((2S,3S)-3-[(3,5-
bis(Trifluoromethyl)phenyl)methoxy]-2-phenylpiperidine hydrochloride) (Sigma-Aldrich), L-732,138
(N-Acetyl-L-tryptophan 3,5-bis(trifluoromethyl)benzyl ester) (Sigma-Aldrich), L-703,606 (cis-2-
(Diphenylmethyl)-N-[(2-iodophenyl)methyl]-1-azabicyclo[2.2.2]octan-3-amine oxalate salt) (Sigma-
Aldrich), WIN 62,577 (Sigma-Aldrich), CP-122721 (Pfizer), Aprepitant 6 MK 869 6 L-754030
(MSD), TAK-637 (Takeda/Abbot), Vestipitant 6 GW597599 (GSK), Casopitant 6 GW679769 (GSK)
y R673 (Roche). CP-100263, WIN 51708, CP-96345, L-760735. De manera similar, se pueden utilizar
otros compuestos antagonistas no peptidicos de receptores NK1 y de la SP tales como: Vofopitant 6
GR-205171 (Pfizer), Ezlopitant 6 CJ -11974 (Pfizer), CP-122721 (Pfizer), L-758298 (MSD), L-
741671, L-742694, CP-99994, Lanepitant 6 LY-303870, T-2328, LY-686017. Son preferidos los
compuestos: Aprepitant 6 MK 869 6 L-754030 (MSD), Vestipitant 6 GW597599 (GSK) y Casopitant
6 GW679769 (GSK), o combinaciones de los mismos.

En otra realizacion preferida de este aspecto de la invencion, los antagonistas del receptor NK1 son
antagonistas peptidicos. Mas preferiblemente, los antagonistas peptidicos se seleccionan de entre

anticuerpos o fragmentos de los mismos dirigidos contra el receptor NK1.

Estos antagonistas del receptor NK1, tanto peptidicos como no peptidicos, se pueden usarse sélos,
combinados entre ellos o con diversos agentes anticancerosos que se seleccionan, pero sin limitarnos,
de entre cualquiera de los siguientes: Clorambucil, Melfalan, Aldesleukina, 6-mercaptopurina, 5-
fluoruracilo, Ara-c, Bexaroteno, Bleomicina, Capecitabina, Carboplatino, Cisplatino, Docetaxel,
Doxorrubicina, Epirrubicina, Fludarabina, Irinotecan, Metotrexato, Mitoxantrona, Oxaliplatino,
Paclitaxel, Rituximab, Etopoésido, Tenipdsido, Vincristina, Vinblastina, Vinorelbina, Imatinib,

Erlotinib, Cetuximab y Trastuzumab, o cualquiera de sus combinaciones.

23



10

15

20

25

30

ES 2 493 693 B1

Kit o dispositivo de la invencion

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a un kit o dispositivo, de ahora en delante kit o
dispositivo de la invencion, que comprende los elementos necesarios para analizar:

a) el nivel de expresion del receptor NK1, y/o

b) la presencia de mutacion en el gen K-ras, y/o

c) el nivel de expresion de las proteinas ERK, ERK1 y ERK2, y/o

d) el nivel de expresion de las proteinas MEK, y mas preferiblemente MEK1 y MEK2, y/o

d) el nivel de expresion de la proteina AKT, preferentemente AKT 1y AKT2, y/o

e) la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1, y/o

f) la presencia del receptor NK1constitutivamente activado

en las células cancerosas de la muestra bioldgica del primer o segundo método de la invencion.

En una realizacion preferida el kit puede contener oligonucledtidos disefiados a partir de una secuencia
conocida o un ARNm de los genes, y/o capaces de hibridar con la secuencia de los genes NKI, ERK,

MEK y/o AKT, para la posterior amplificacion por PCR.

Preferiblemente, el kit o dispositivo de la invencion comprende al menos un anticuerpo que se
selecciona de entre:

a) un anticuerpo anti-NK1 en su forma completa o “full length”

b) un anticuerpo anti-NK1 en su forma truncada

¢) un anticuerpo anti-ERK, y/o

d) un anticuerpo anti. MEK, y/o

e) un anticuerpo anti- AKT

En una realizacion preferida de este aspecto de la invencion, el anticuerpo es humano, humanizado o
sintético. En otra realizacion mas preferida, el anticuerpo es monoclonal. En otra realizacion mas
preferida, el anticuerpo se encuentra marcado con un fluorocromo. Mas preferiblemente, el
fluorocromo se selecciona de la lista que comprende Fluoresceina (FITC), Tetrametilrodamina y

derivados, Ficoeritrina (PE), PerCP, Cy5, Texas, aloficocianina, o cualquiera de sus combinaciones.

Mas preferiblemente, el kit de la presente invencion comprende los medios necesarios para comparar

la cantidad detectada en el paso (b.) con una cantidad de referencia.
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El kit ademas puede incluir, sin ningin tipo de limitacion, tampones, agentes para prevenir la
contaminacion, inhibidores de la degradacion de las proteinas, etc. Por otro lado, el kit puede incluir
todos los soportes y recipientes necesarios para su puesta en marcha y optimizacion. Preferiblemente,
el kit comprende ademas las instrucciones para llevar a cabo cualquiera de los métodos de la

invencion.

Cuando para la cuantificacion génica y/o proteica mediante el kit de la invencion se utiliza la técnica
RQ-PCR, una técnica de cuantificacion de la expresion génica sensible y reproducible, se desea que el
kit comprenda adicionalmente un cebador del oligonucledtido poliT ademas del (de los)

oligonucleotido(s) del kit. Estos reactivos pueden estar comprendidos opcionalmente en el kit.

Una Transferencia Northern implica el uso de electroforesis para separar las muestras de ARN por
tamafio y la posterior deteccion con un(os) oligonucledtido(s) (sonda de hibridacién) complementaria

con (parte de) la secuencia diana del ARN de interés.

Es también posible que el(los) oligonucleétido(s) estén inmovilizados en manchas sobre una superficie
(preferiblemente solida). En una de sus realizaciones, el kit comprende una micromatriz, o
micromatriz de la invenciéon. Una micromatriz de ARN es una matriz sobre un sustrato solido
(normalmente un porta de vidrio o una celda de una pelicula fina de silicio) que evaltia grandes
cantidades de diferentes ARN que son detectables mediante sondas especificas inmovilizadas sobre
manchas sobre un sustrato solido. Cada mancha contiene una secuencia especifica de acido nucleico,
normalmente una secuencia de ADN, como sondas (o indicadores). Aunque el nimero de manchas no
esta limitado de manera alguna, existe una realizacion preferida en la que la micromatriz se
personaliza para los procedimientos de la invencion. En una realizacion, dicha matriz personalizada
comprende cincuenta manchas o menos, tal como treinta manchas o menos, incluyendo veinte
manchas o menos. Por tanto, otro aspecto de la invencion se refiere a una micromatriz que comprende
oligonucleotidos disefiados a partir de una secuencia conocida o un ARNm de los genes, y/o capaces

de hibridar con la secuencia de los genes NK1, ERK, MEK y/o AKT.

Otro aspecto de la invencién se refiere a un microarray, de ahora en adelante microarray de la
invencion, que comprende oligonuledtidos o microarreglos de canal tinico disefiados a partir de una

secuencia conocida o un ARNm de los genes NKI, MEK, ERK y/o AKT.

Asi, por ejemplo, las secuencias de oligonuledtidos son construidas en la superficie de un chip

mediante el elongamiento secuencial de una cadena en crecimiento con un sé6lo nucledtido utilizando
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fotolitografia. Asi, los oligonucledtidos son anclados por el extremo 3' mediante un método de
activacion selectiva de nucledtidos, protegidos por un reactivo fotolabil, mediante la incidencia

selectiva de luz a través de una fotomascara. La fotomascara puede ser fisica o virtual.

Asi, las sondas oligonucledtidos pueden ser de entre 10 y 100 nucle6tidos, mas preferiblemente, de
entre 20 y 70 nucleétidos, y atin mas preferiblemente, de entre 24 y 30 nucleoitidos. Para la
cuantificacion de la expresion génica, preferiblemente se emplean aproximadamente unos 40

oligonucleotidos por gen.

La sintesis in situ sobre un soporte solido (por ejemplo, vidrio), podria hacerse mediante tecnologia
chorro de tinta (ink-jet), lo que requiere sondas mas largas. Los soportes podrian ser, pero sin
limitarse, filtros o membranas de NC o nylon (cargadas), silicio, o Portas de vidrio para microscopios
cubiertos con aminosilanos, polilisina, aldehidos o epoxy. La sonda es cada una de las muestras del

chip. El target es la muestra a analizar: RNA mensajero, RNA total, un fragmento de PCR, etc.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un microarray de proteinas, de ahora en adelante microarray
de proteinas de la invencion, que comprende anticuerpos anti- NK1, anticuerpos anti- ERK,
anticuerpos anti-MEK, anticuerpos anti-AKT y/o anticuerpos anti- receptor truncado de NKI1. Las

sondas son anticuerpos fijados a portaobjetos de vidrio y los blancos son muestras de suero o tejido.

Otro aspecto de la invencion se refiere al uso del kit o dispositivo, la micromatriz, o el microarray de
la invencidn, para la obtencion de datos ttiles en el diagnostico del adenocarcinoma de pulmon o del

carcinoma escamaoso.

Otro aspecto de la invencion se refiere a un medio de almacenamiento legible por un ordenador que
comprende instrucciones de programa capaces de hacer que un ordenador lleve a cabo los pasos de

cualquiera de los métodos de la invencion (del primer o del segundo método de la invencion).

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

invencion.

Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se usan aqui de manera intercambiable, refiriéndose
a formas poliméricas de nucledtidos de cualquier longitud, tanto ribonucledtidos (ARN 6 RNA) como

esoxiribonucleotidos 0 . Los términos “secuencia aminoacidica”, “péptido”,
d b le6tidos (ADN 6 DNA). Los t “ dica”, “péptido”
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LIRS

“oligopéptido”, “polipéptido” y “proteina” se usan aqui de manera intercambiable, y se refieren a una
forma polimérica de aminoacidos de cualquier longitud, que pueden ser codificantes o no codificantes,

quimica o bioquimicamente modificados.

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos aqui usados tienen el
mismo significado a los habitualmente entendidos por una persona experta en el campo de la
invencion. Métodos y materiales similares o equivalentes a los aqui descritos pueden ser usados en la
practica de la presente invencion. A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra
"comprende" y sus variantes, no tienen caracter limitativo y por lo tanto no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Por el contrario, la palabra “consiste” y sus
variantes, si que presentan caracter limitativo, refiriéndose exclusivamente a las caracteristicas
técnicas, aditivo, componentes o pasos que la acompafian. Para los expertos en la materia, otros
objetos, ventajas y caracteristicas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y en parte
de la practica de la invencion. Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de

ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion.

Ejemplos de la invencion

A continuacion, se muestran ejemplos a modo de ilustracion, sin pretender que sean limitativos de la

presente invencion, donde se ponen de manifiesto las ventajas de la invencion.

Ejemplo 1. Las células cancerosas con mayor expresion del receptor NK1 presentan una

respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NKI1.

Para comprobar que las células cancerosas con mayor expresion del receptor NK1 (mayor porcentaje
de células con expresion de dicho receptor o mayor intensidad en la expresion del mismo) mostraban
una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los receptores NK1, se tomaron
células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de pacientes, se determind la presencia
del receptor NK1 mediante técnicas de western-blot e inmunohistoquimica en las mismas y se
pusieron en cultivo en presencia de diversos antagonistas de los receptores NK1. Los distintos tumores

y las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular.

Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo . R
histolégico). de casos (Hor'nbres Edad Tipo histologico
/Mujeres)
Carcinoma de estomago. 10 4/6 5243 | Adenocarcinoma
Carcinoma de Colon. 12 57 58+4 | Adenocarcinoma
Carcinoma de Pancreas. 9 4/5 5247 | Adenocarcinoma
Carcinoma Renal. 9 5/4 52+7 | Carcinoma de células claras
Carcinoma de mama. 9 0/9 4946 | Adenocarcinoma ductal.
Carcinoma de Ovario. 9 0/9 5245 | Adenocarcinoma
Carcinoma de | 9 0/9 61£5 | Adenocarcinoma
endometrio.
Carcinoma de cérvix. 9 0/9 35+4 | Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de pulmon 10 8/2 5945 | Carcinoma de células Pequefas
Carcinoma de pulmon 10 8/2 66t4 | Carcinoma de células No
Pequeinias
Carcinoma de tiroides. 9 2/7 4645 | Carcinoma folicular
Carcinoma de tiroides. 9 2/7 38+4 | Carcinoma papilar
Carcinoma Vejiga de la | 9 7/2 Carcinoma transicional
Orina
Carcinoma de prostata. 9 9/0 704+5 | Adenocarcinoma (Gleasson 3+4)
Glioma 9 6/3 59+4 | Astrocitoma
Fbrosarcoma 9 6/3 60+4 | Fiborarcoma Grado histologico 2
Histiocitoma fibroso | 9 6/3 68+5 | Histiocitoma  fibroso  maligno
maligno (Grado 3).
Sarcoma de Ewing. 9 5/4 33+4 | Sarcoma de Ewing
Melanoma 10 5/5 564 | Melanoma nodular.
Neuroblastoma 9 5/4 10£5 | Neuroblastoma
Leucemia B 9 6/3 2444 | Leucemia cronica B
Leucemia T 9 6/3 31£5 | Leucemia crénica T
Linfoma No Hodgking B | 9 5/4 51+4 | Linfoma B difuso
Linfoma No Hodgkin T 9 5/4 35+£5 | Linfoma T difuso
Linfoma de Burkitt 9 5/4 2544 | Linfoma de Burkitt
Linfoma de Hodgkin 9 5/4 Linfoma de Hodgkin
Mieloma 9 5/4 61£3 | Mieloma multiple
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Cultivos celulares. Para obtener las células tumorales a partir de tumores primarios humanos se
empled el mismo método descrito en De Bari et al (De Bari et al. 2001). Brevemente, pequefios trozos
de los tumores fueron digeridos en una solucién de hialuronidasa (Sigma-Aldrich, USA) a una
concentracion de 1 mg/ml durante 15 minutos a 37°C y posteriormente tratados con 6 mg/ml de
colagenasa tipo IV (Invitrogen) durante 2 horas a 37°C. A continuacion, se lavaron las cé¢lulas, se
resuspendieron en medio de cultivo DMEM con alta concentracion de glucosa (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium, Invitrogen) suplementado con 1% de antibidticos-antimicoticos (Invitrogen) y con
un 1% de piruvato de sodio (Invitrogen), y se sembraron en placas de cultivo a una concentracion de
10.000 células por centimetro cuadrado. Cuando las células alcanzaron la confluencia, las células
adherentes fueron separadas utilizando tripsina estéril al 0,5% (Invitrogen) y se utilizo entre los pases
3y 9. Para los ensayos mostrados a continuacion, las células tumorales se sembraron en placas a una
concentracion de 25.000 células por pocillos. Un total de 6 pocillos conteniendo las células tumorales
se utilizaron como control de supervivencia. Otros grupos de 6 pocillos conteniendo las células
tumorales se cultivaron en presencia de de los diferentes antagonistas del receptor NK1 como
Aprepitant, Vestipitant, Casopitant y anticuerpos contra dicho receptor (obtenidos de Sigma-aldrich,
numero de catalogo S8305). Todos los cultivos se mantuvieron durante 48 horas y posteriormente

fueron recolectados para su analisis.

Western-Blot. Se comprob6 en todas las lineas celulares tumorales que presentaban receptor NK1,
mediante la ténica de Western-Blot. Brevemente, la extraccion de las proteinas totales se realiz6 a
partir de las muestras obtenidas de los cultivos celulares. Las células se lisaron mediante métodos
comunmente conocidos en el estado de la técnica y se cuantificé su concentracion mediante un kit
comercial “Protein Assay” de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, S.A. Madrid), siguiendo para ello las
instrucciones del fabricante. De cada muestra, se separaron 50 mg de proteina por electroforesis en
geles al 10% SDS-poliacrilamida y se transfirieron electroforéticamente a membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF). Dichas membranas fueron incubadas durante toda la noche en una solucién de
bloqueo (5% de leche descremada en tampon fosfato —PBS- con un 0,1% de Tween-PBST), seguido
de una incubacion durante la noche con los anticuerpos primarios diluidos 1/4000 en tampon PBST.
Como anticuerpo primario se utilizé el anticuerpo anti-NK1 (S8305, Sigma-Aldrich) que reconoce el
dominio correspondiente a la region carboxilo terminal del receptor NK1 entre los aminoacidos 393-
407. A continuacion, las membranas fueron lavadas con tampon fosfato salino (PBS) y en presencia
del detergente Tween-20 (PBST) y se incubaron con un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano durante 2 horas a temperatura ambiente (dilucion 1:10000). Para confirmar que

se habia cargado la misma cantidad de proteina, las membranas se incubaron con el anticuerpo
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monoclonal anti-B-tubulina. La deteccion de anticuerpos se realizd con una reaccion de

quimioluminiscencia (ECL Western Blot deteccion; Amersham Life Science, Reino Unido).

Técnicas de inmunohistoquimica. La presencia de receptores NK1 también fue analizada mediante
técnicas inmunohistoquimicas. Brevemente, una muestra de cada uno de los cultivos de las lineas
celulares utilizadas en la presente invencion, se centrifugé (5 minutos a 1.500 rpm) y el pellet obtenido
se deshidratdo mediante un tratamiento a concentraciones crecientes de etanol y, finalmente, en xilol. A
continuacion, dichas muestras deshidratadas se incluyeron en parafina creandose un bloque de células.
Dichos bloques de parafina se cortaron en un microtomo a un grosor de 5 micras, que se colocaron
sobre portaobjetos adecuados para la realizacion de técnicas de inmunohistoquimica. Posteriormente
se desparafinaron mediante su inmersion en xilol, para posteriormente ser hidratados a través de una
serie de soluciones que contienen concentraciones decrecientes de etanol, para finalmente, sumergirlos
en agua. Después, dichas muestras se sometieron a un tratamiento en olla a presion en tampon citrato
10x a pH 6.0, para obtener una mayor exposicion de los antigenos. Posteriormente, las muestras se
dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 10 minutos. La actividad peroxidasa enddgena fue
bloqueada con peroxido de hidrogeno al 3% durante 30 min a temperatura ambiente. Después de lavar
las muestras con 0,05 M de tampdn Tris, se incubaron con suero de cerdo no-inmune al 10% durante
30 minutos a temperatura ambiente. Para comprobar la expresion de receptores NK1, las muestras
celulares se incubaron en presencia de los anticuerpos anti-NK1 (S8305, Sigma-Aldrich) diluido
1:1000, durante toda la noche a 4° C. Transcurrido dicho tiempo se lavaron en tampoén Tris 0,05 M a
temperatura ambiente. El siguiente paso fue la adicion de los reactivos Envision System-HRP (Dako)
durante 30 min a temperatura ambiente. Trascurrido dicho tiempo, se lavaron nuevamente las muestras
en tampon Tris 0,05 M, y la inmunorreactividad fue visualizada mediante microscopia de luz con una
solucion cromogénica con 3,3'-Diaminobencidina (DAB+; Dako, USA). Para diferenciar los nucleos
celulares, éstos se tifieron ligeramente con hematoxilina. Como control negativo, se utilizaron
muestras a las que no se les incubd con el anticuerpo primario anti-NK1, siendo reemplazado por

suero no inmune. Todas las muestras fueron evaluadas.

Para valorar la inmunotincion en cada uno de los casos se realizaron seis cortes a los que se realizo la
técnica de inmunohistoquimica. En cada uno de los seis cortes se realizd un contaje de las células en
20 campos de gran aumento (400x) mediante un microscopio de la marca Olympus (modelo CX31).
En cada uno de los campos se contd el nimero de células total y el nimero de células que presentaban
inmunotincion, halldindose posteriormente el porcentaje de células que presentaban dicha
inmunotincion. Los tumores se distribuyeron en grupos en funcion del porcentaje de células que
presentaban inmunotincion para el receptor NK1: grupo 1 a aquellos casos en los que se apreciaba
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inmunotincion en menos del 20 % de las células cancerosas, grupo 2 a aquellos en los que se
observaba inmunotincion entre el 20 y el 80% de las células cancerosasy grupo 3 a aquellos en los que
se observaba inmunotincion en mas del 80% de las células cancerosas. También se valoro la intensidad
de la inmunotinciéon que se gradud de 1 a 3 (en relacion al control). Como control se utlizd una
muestra de tejido sano (los controles utilizados en cada caso se detallan en la Tabla 3). Se asign6 el
nivel de intensidad 1 a aquéllos casos en los que mas del 80% de las células tumorales presentaban un
nivel de inmunotincion similar al control y el 20% de las mismas , un nivel de intensidad mayor al
control. Se asigné el nivel de intensidad 2 a aquéllos casos en los que entre el 40 y el 80% de las
células tumorales presentaban un un nivel de inmunotinciéon de mayor intensidad que el control. Se
asigné el nivel de intensidad 3 a aquéllos casos en los que mas del 80% de las células tumorales

presentaban un un nivel de inmunotincién de mayor intensidad que el control.

En la Tabla 2 se exponen los tipos de tumores de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular
y la distribucion de casos en funciéon de la intensidad de inmunotincidn, determinada mediante

técnicas de inmunohistoquimica.

Tabla 2. Caracteristicas de los tipos de canceres para los que se obtuvieron muestras para el cultivo
celular y distribucion de casos en funcion del porcentaje de células cancerosas que presentaban

inmunotincion para el receptor NK 1, mediante técnicas de inmunohistoquimica.

Numero de Numero de Numero de
Tipo de tumor , casos del grupo | casos del grupo | casos del grupo
. Numero de r r or
(tipo casos (totales) 1 (expresion en | 2 (expresion en | 3 (expresion en
histolégico). menos del 20% el 20-80% de | mas del 80% de
de las células). las células). las células).
Carcinoma de | 10 4 3 3
estdmago.
Carcinoma de | 12 4 4 5
Colon.
Carcinoma de |9 3 3 3
Pancreas.
Carcinoma 9 3 3 3
Renal.
Carcinoma de |9 3 3 3
mama.
Carcinoma de |9 3 3 3
Ovario.
Carcinoma de |9 3 3 3
endometrio.
Carcinoma de |9 3 3 3
CEérvix.
Carcinoma de | 10 3 3 4
pulmon
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Tipo de tumor

(tipo
histologico).

Numero de
casos (totales)

Numero de
casos del grupo
1 (expresion en
menos del 20%
de las células).

Numero de
casos del grupo
2 (expresion en

el 20-80% de
las células).

Numero de
casos del grupo
3 (expresion en
mas del 80% de

las células).

Carcinoma de
pulmon

10

3

4

3

Carcinoma  de
tiroides
(carcinoma
folicular)

9

3

3

3

Carcinoma de
tiroides
(carcinoma

papilar)

Carcinoma
Vejiga de la
Orina

Carcinoma de
prostata.

Glioma

Fbrosarcoma

Histiocitoma
fibroso maligno

Sarcoma de
Ewing.

Melanoma

Neuroblastoma

Leucemia B

Leucemia T

Linfoma No
Hodgking B

Linfoma No
Hodgkin T

Linfoma de
Burkitt

Linfoma de
Hodgkin

Mieloma

En la Tabla 3 se exponen los tipos de tumores de los que se obtuvieron muestras para el cultivo

celular, el control utilizado para la valoracion de la intensidad de la expresion inmunohistoquimica del

receptor NK1 y la distribucion de casos en funcion de la intensidad de inmunotincion.

Tabla 3. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular,

tipos de tumores de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular, control utilizado para la
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casos en funcidn de la intensidad de inmunotincion.

Tipo de Control Nimero de | Nimerode | Numero de | Nimero de
tumor (tipo €asos €asos con €asos con €asos con
histologico). (totales) intensidad intensidad intensidad

grado 1 grado 2 grado 3

Carcinoma Células 10 3 4 3
de estd mucosas
mago. gastricas

normales
Carcinoma Células 12 4 5 3
de Colon. mucosa

colonicas

normales
Carcinoma Células 9 3 3 3
de Pancreas. | ductales

pancreatico

pancreaticas

normales
Carcinoma Células 9 3 3 3
Renal. ductales

renales

normales
Carcinoma Células 9 3 3 3
de mama. ductales

renales

normales
Carcinoma Células de la | 9 3 3 3
de Ovario. superficie

ovarica

normales
Carcinoma Células de |9 3 3 3
de las glandulas
endometrio. endometriale

s normales.
Carcinoma Células 9 3 3 3
de cérvix. escamosas

cervicales

normales.
Carcinoma Células 10 3 4 3
de pulmén bronquiales

normales
Carcinoma Células 10 4 3 3
de pulmén bronquiales

normales
Carcinoma Células 9 3 3 3
de tiroides | foliculares
(carcinoma tiroideas
folicular) normales
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Tipo de Control Nimero de | Nimerode | Numero de | Nimero de
tumor (tipo €asos €asos con €asos con €asos con
histologico). (totales) intensidad intensidad intensidad

grado 1 grado 2 grado 3
Carcinoma Células 9 3 3 3
de tiroides | foliculares
(carcinoma tiroideas
papilar) normales
Carcinoma Células del | 9 3 3 3
Vejiga de la | epitelio de la
Orina vejiga de la
orina
normales
Carcinoma Células 9 3 3 3
de prostata. glandulares
prostaticas
normales.
Glioma Astrocitos 9 3 3 3
normales
Fbrosarcoma | Fibroblastos 9 3 3 3
normales
Histiocitoma | Fibroblastos 9 3 3 3
fibroso normales
maligno
Sarcoma de | Fibroblastos 9 3 3 3
Ewing. normales
Melanoma Melanocitos 10 3 4 3
normales
Neuroblasto | Neuronas 9 3 3 3
ma normales
Leucemia B Linfocitos 9 3 3 3
normales
Leucemia T Linfocitos 9 3 3 3
normales
Linfoma No | Linfocitos 9 3 3 3
Hodgking B | normales
Linfoma No | Linfocitos 9 3 3 3
Hodgkin T normales
Linfoma de | Linfocitos 9 3 3 3
Burkitt normales
Linfoma de | Linfocitos 9 3 3 3
Hodgkin normales
Mieloma Células 9 3 3 3
plasmaticas
normales

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que presentaban mayor porcentaje de células con inmunotincion para el receptor NKI1 por

inmunohistoquimica. En las Tablas 4 a 7 se aprecia como en cultivos tratados con Aprepitant (Tabla
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4), Casopitant (Tabla 5), Vestipitant (Tabla 6) y anticuerpos contra el receptor NK1 -obtenido de
Sigma-Aldrich, nimero de catdlogo S8305- (Tabla 7), se produce una mayor inhibiciéon de la
proliferacion celular en aquellos cultivos de células cancerosas que presentan un mayor porcentaje de
inmunotincion del recpetor NK1. De forma, que en la medida que el porcentaje de células cancerosas
que presentan expresion del receptor NK1 es mayor, la respuesta al tratamiento con antagonistas del
receptor NK1 es mayor. Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los
cutivos de células cancerosas que presentaban una mayor intensidad de inmunotincion para el receptor
NKI1 por inmunohistoquimica. En las Tablas 8 a 11 se aprecia como en cultivos tratados con
Aprepitant (Tabla 8), Casopitant (Tabla 9), Vestipitant (Tabla 10) y anticuerpos contra el receptor
NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, nimero de catdlogo S8305- (Tabla 11), se produce una mayor
inhibicion de la proliferacion celular en aquellos cultivos de células cancerosas que presentan una
mayor intensidad de inmunotincion del receptor NK1. De forma, que en la medida que la intensidad de
la expresion del receptor NK1 es mayor, la respuesta al tratamiento con antagonistas del receptor NK1
es mayor. En los experimentos reflejados en las Tablas 4 a 11, Aprepitant, Casopitant y Vestipitant se
usaron a concentracion 1 micromolar. El anticuerpo contra el receptor NK1 se us6 a concentracion
1/100. Los porcentajes de inhibicion se expresan en porcentaje de variacion respecto al control = la

desviacion estandar.

Tabla 4. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Aprepitant en funcion del

porcentaje de células que presentaban inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en

menos del 20% 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).

Carcinoma de | 100 10+3 45+3 9243

estdmago.

Carcinoma de Colon. 100 11+4 44+2 95+4

Carcinoma de | 100 12+3 47+1 9446

Pancreas.

Carcinoma Renal. 100 10+3 45+4 93+6

Carcinoma de mama. 100 11+1 46+3 9445

Carcinoma de Ovario. | 100 11£2 45+4 9343

Carcinoma de | 100 12+£2 4942 95+4

endometrio.

Carcinoma de cérvix. 100 10£2 48+5 9545

Carcinoma de pulmén | 100 9+3 4143 94+7

Carcinoma de pulmén | 100 10£2 4243 97+6

Carcinoma de tiroides | 100 10£2 4542 97+5

(carcinoma folicular)
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Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en
menos del 20% | 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).
Carcinoma de tiroides | 100 1043 4743 97+6
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 10£2 48+4 96+5
la Orina
Carcinoma de | 100 1143 46+6 9545
prostata.
Glioma 100 11+4 47+4 94+6
Fbrosarcoma 100 10+£3 4843 96+5
Histiocitoma fibroso | 100 114+2 47+2 95+6
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 112 48+6 94+6
Melanoma 100 1143 4945 96+4
Neuroblastoma 100 1043 4445 9745
Leucemia B 100 112 4344 95+4
Leucemia T 100 1143 46+6 9745
Linfoma No Hodgking | 100 10£2 4744 96+5
B
Linfoma No Hodgkin | 100 11£3 4845 95+6
T
Linfoma de Burkitt 100 10+£2 45+6 96+4
Linfoma de Hodgkin 100 10£3 4943 94+5
Mieloma 100 11+2 4615 9544

Tabla 5. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Casopitant en funcion del

porcentaje de células que presentaban inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en

menos del 20% 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).

Carcinoma de | 100 12+4 4612 90+2

estdmago.

Carcinoma de Colon. 100 13+3 46+3 9243

Carcinoma de | 100 10+4 4542 9244

Pancreas.

Carcinoma Renal. 100 164 46+3 9145

Carcinoma de mama. 100 1543 47+4 9243

Carcinoma de Ovario. | 100 14+3 4943 9444

Carcinoma de | 100 16+3 46+3 9243

endometrio.

Carcinoma de cérvix. 100 16+3 47+4 9343

Carcinoma de pulmén | 100 10£2 4642 92+5

Carcinoma de pulmén | 100 1242 4542 93+4

Carcinoma de tiroides | 100 14+3 4443 9444

(carcinoma folicular)
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Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en
menos del 20% | 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).
Carcinoma de tiroides | 100 16+2 44+2 9545
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 17+£3 4543 94+6
la Orina
Carcinoma de | 100 16+2 45+4 9344
prostata.
Glioma 100 163 4644 93+5
Fbrosarcoma 100 1542 4745 93+4
Histiocitoma fibroso | 100 1443 46+4 9445
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 1542 4745 93+5
Melanoma 100 1543 46+4 9345
Neuroblastoma 100 16+2 45+4 9444
Leucemia B 100 17+3 46+5 94+6
Leucemia T 100 16+2 4745 95+3
Linfoma No Hodgking | 100 15+3 46+5 94+4
B
Linfoma No Hodgkin | 100 14+2 46+6 94+5
T
Linfoma de Burkitt 100 1543 4615 9445
Linfoma de Hodgkin 100 1542 4744 95+4
Mieloma 100 1643 47+4 9445

Tabla 6. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Vestipitan en funcion del

porcentaje de células que presentaban inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en

menos del 20% 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).

Carcinoma de | 100 11+3 48+3 9243

estdmago.

Carcinoma de Colon. 100 12+4 45+3 91+2

Carcinoma de | 100 11+3 4542 9143

Pancreas.

Carcinoma Renal. 100 10+4 45+3 93+6

Carcinoma de mama. 100 12+3 46+3 93+4

Carcinoma de Ovario. | 100 14+4 47+4 9545

Carcinoma de | 100 1543 4443 93+6

endometrio.

Carcinoma de cérvix. 100 1744 4613 9444

Carcinoma de pulmén | 100 1542 4542 93+4

Carcinoma de pulmén | 100 16+3 4643 93+3

Carcinoma de tiroides | 100 16+3 45+3 9545

(carcinoma folicular)
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Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en
menos del 20% | 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).
Carcinoma de tiroides | 100 1543 47+5 96+4
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 15+£3 4744 92+5
la Orina
Carcinoma de | 100 17+4 4643 9245
prostata.
Glioma 100 1544 4544 9244
Fbrosarcoma 100 16+3 4543 91+3
Histiocitoma fibroso | 100 15+4 46+4 9145
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 16+3 4614 90+6
Melanoma 100 16+3 45+4 92+6
Neuroblastoma 100 1742 4643 9343
Leucemia B 100 16£5 4745 92+5
Leucemia T 100 174 4643 94+4
Linfoma No Hodgking | 100 14+3 4545 93£5
B
Linfoma No Hodgkin | 100 13+4 4614 93+6
T
Linfoma de Burkitt 100 1243 4543 92+4
Linfoma de Hodgkin 100 14+3 4643 92+5
Mieloma 100 154+2 45+4 93+6

Tabla 7. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpo contra el receptor

NK1, en funcién del porcentaje de células que presentaban inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en

menos del 20% | 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).

Carcinoma de | 100 2144 51+4 9545

estdmago.

Carcinoma de Colon. 100 2244 53+4 9444

Carcinoma de | 100 2343 53+4 96+5

Pancreas.

Carcinoma Renal. 100 2244 52+5 9445

Carcinoma de mama. 100 2244 54+4 96+5

Carcinoma de Ovario. | 100 2444 5545 97+6

Carcinoma de | 100 2245 53+3 96+5

endometrio.

Carcinoma de cérvix. 100 2443 54+4 9545

Carcinoma de pulmén | 100 2344 55+£5 94+3

Carcinoma de pulmén | 100 2444 56+3 95+4

Carcinoma de tiroides | 100 2542 54+3 96+4

(carcinoma folicular)

38




ES 2 493 693 B1

Tipo de tumor (tipo Control Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
histologico). (expresion en | (expresiébnenel | (expresion en
menos del 20% | 20-80% de las | mas del 80% de
de las células). células). las células).
Carcinoma de tiroides | 100 22+4 5345 9443
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 2345 54£3 95+5
la Orina
Carcinoma de | 100 2344 57+4 96+4
prostata.
Glioma 100 24+5 5443 97+4
Fbrosarcoma 100 2344 55+5 97+5
Histiocitoma fibroso | 100 22+4 5643 96+6
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 2344 54+3 95+4
Melanoma 100 24+5 5545 9645
Neuroblastoma 100 22+4 5444 9544
Leucemia B 100 2343 55+4 95+5
Leucemia T 100 2442 56+5 96+6
Linfoma No Hodgking | 100 2343 5444 96+4
B
Linfoma No Hodgkin | 100 2344 55+3 96+5
T
Linfoma de Burkitt 100 24+4 5444 97+4
Linfoma de Hodgkin 100 2244 55+3 97+5
Mieloma 100 2343 5616 96+6

Tabla 8. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Aprepitant en funcion de la

intensidad de la inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histologico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma de | 100 25+6 5745 96+4
estdmago.
Carcinoma de Colon. 100 2646 56+6 9545
Carcinoma de | 100 27+7 56+5 9443
Pancreas.
Carcinoma Renal. 100 27+6 57+6 95+6
Carcinoma de mama. 100 2846 58+5 95+7
Carcinoma de Ovario. | 100 2346 58+6 96+8
Carcinoma de | 100 2547 59+5 9445
endometrio.
Carcinoma de cérvix. 100 27+4 56+4 95+4
Carcinoma de pulmén | 100 2845 57+5 95+3
Carcinoma de pulmén | 100 2946 56+6 96+4
Carcinoma de tiroides | 100 26+6 5745 9545
(carcinoma folicular)
Carcinoma de tiroides | 100 2746 56+4 9446

(carcinoma papilar)
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Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histolégico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma Vejiga de | 100 26+5 57+3 96+6
la Orina

Carcinoma de | 100 2745 58+6 93+7
prostata.

Glioma 100 28+7 5546 97+4
Fbrosarcoma 100 27+6 5445 95+5
Histiocitoma  fibroso | 100 28+7 56£5 9443
maligno

Sarcoma de Ewing. 100 2746 57+4 95+6
Melanoma 100 2644 55+£5 96+7
Neuroblastoma 100 2746 57+6 97+5
Leucemia B 100 28+5 5445 95+6
Leucemia T 100 27+7 53£5 9645
Linfoma No Hodgking | 100 2745 55+£5 97+6
B

Linfoma No Hodgkin | 100 26+5 55+3 92+3
T

Linfoma de Burkitt 100 2745 55+£3 9245
Linfoma de Hodgkin 100 26+5 55+£3 92+6
Mieloma 100 28+5 55+£3 9245

Tabla 9. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Casopitant en funcion de la

intensidad de la inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histologico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma de | 100 31+3 53+3 9143
estdmago.
Carcinoma de Colon. 100 32+4 54+4 9242
Carcinoma de | 100 33+5 53+3 93+1
Pancreas.
Carcinoma Renal. 100 34+2 5545 91+4
Carcinoma de mama. 100 3543 56+6 9242
Carcinoma de Ovario. | 100 33+4 54+4 9143
Carcinoma de | 100 34+5 5545 9444
endometrio.
Carcinoma de cérvix. 100 3343 53+3 9242
Carcinoma de pulmén | 100 3244 5444 93+3
Carcinoma de pulmén | 100 33+2 55+£3 94+4
Carcinoma de tiroides | 100 3443 54+5 9342
(carcinoma folicular)
Carcinoma de tiroides | 100 35+4 55+6 9243
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 3444 56+4 93+4

la Orina
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Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histolégico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma de | 100 33+5 53£3 9442

prostata.

Glioma 100 36+3 5445 9143
Fbrosarcoma 100 35+6 5543 92+4
Histiocitoma  fibroso | 100 3245 53+4 9342

maligno

Sarcoma de Ewing. 100 3344 54£3 92+4
Melanoma 100 34+3 5244 9343
Neuroblastoma 100 35+4 55+£5 94+4
Leucemia B 100 36+3 5243 9245
Leucemia T 100 3442 56+4 9343

Linfoma No Hodgking | 100 3243 55+£5 94+4

B

Linfoma No Hodgkin | 100 36+5 54£5 9242

T

Linfoma de Burkitt 100 37+£5 55+£3 9343
Linfoma de Hodgkin 100 34+5 5444 92+4
Mieloma 100 35+3 55+£3 9343

Tabla 10. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con Vestipitan en funcion de la

intensidad de la inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histologico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma de | 100 1944 49+4 9244
estdmago.
Carcinoma de Colon. 100 18+5 4614 9145
Carcinoma de | 100 2144 4745 9145
Pancreas.
Carcinoma Renal. 100 2143 46+4 93+4
Carcinoma de mama. 100 1944 4543 9343
Carcinoma de Ovario. | 100 1543 4612 95+4
Carcinoma de | 100 18+£2 4744 9345
endometrio.
Carcinoma de cérvix. 100 1943 48+3 9443
Carcinoma de pulmén | 100 1742 4945 93+5
Carcinoma de pulmén | 100 18+3 4543 93+3
Carcinoma de tiroides | 100 19+4 4614 9543
(carcinoma folicular)
Carcinoma de tiroides | 100 162 4745 96+5
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 17+£3 4643 92+3
la Orina
Carcinoma de | 100 18+4 4744 9244
prostata.
Glioma 100 1943 48+5 92+3
Fbrosarcoma 100 18+2 47+3 912
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Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histolégico). intensidad intensidad intensidad

Histiocitoma  fibroso | 100 17+3 48+4 91+5
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 16+4 4743 90+6
Melanoma 100 15+3 48+4 9244
Neuroblastoma 100 161 4945 93+4
Leucemia B 100 1742 47+3 92+4
Leucemia T 100 15+3 48+4 9445
Linfoma No Hodgking | 100 164 4745 93+4
B
Linfoma No Hodgkin | 100 17+2 48+4 93£5
T
Linfoma de Burkitt 100 15+3 4745 9246
Linfoma de Hodgkin 100 164 4843 92+4
Mieloma 100 1742 47+4 9345

Tabla 11. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpo contra el receptor

NK1, en funcién de la intensidad de la inmunotincion para el receptor NK1.

Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histologico). intensidad intensidad intensidad

Carcinoma de | 100 2443 53+4 96+4
estdmago.
Carcinoma de Colon. 100 2343 52+4 96+3
Carcinoma de | 100 2244 54+4 93+4
Pancreas.
Carcinoma Renal. 100 2345 5345 97£3
Carcinoma de mama. 100 2443 54+4 96+4
Carcinoma de Ovario. | 100 2344 54+5 96+4
Carcinoma de | 100 2443 54+3 97+6
endometrio
Carcinoma de cérvix. 100 2544 53+4 96+4
Carcinoma de pulmén | 100 2443 55+£5 97+4
Carcinoma de pulmén | 100 2543 54+3 94+3
Carcinoma de tiroides | 100 2644 53+3 9545
(carcinoma folicular)
Carcinoma de tiroides | 100 2443 56+5 9444
(carcinoma papilar)
Carcinoma Vejiga de | 100 2544 55+3 96+3
la Orina
Carcinoma de | 100 2445 56+4 93+6
prostata.
Glioma 100 26+4 5543 95+4
Fbrosarcoma 100 24+6 54+5 94+5
Histiocitoma fibroso | 100 2544 55+3 95+4
maligno
Sarcoma de Ewing. 100 2445 55+3 96+4
Melanoma 100 2343 56+5 97+4
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Tipo de tumor (tipo Control Grado 1 de Grado 2 de Grado 3 de
histolégico). intensidad intensidad intensidad
Neuroblastoma 100 2544 53+4 93+5
Leucemia B 100 2443 54+4 9416
Leucemia T 100 2542 55+5 95+4
Linfoma No Hodgking | 100 26+5 55+4 96+5
B
Linfoma No Hodgkin | 100 2743 56£3 95+4
T
Linfoma de Burkitt 100 2544 55+4 9446
Linfoma de Hodgkin 100 2443 56+3 95+4
Mieloma 100 2544 56+6 9545

Ejemplo 2. Las células cancerosas sin mutacion en el gen K-ras (K-ras mo mutado o “wild type”

presentan una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas sin mutacion en el gen K-ras (K ras no mutado o de forma
o . , : : :

wild type”) mostraban una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los
receptores NK1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de
pacientes, se comprobd que presentaban el receptor NK1 mediante técnicas de western-blot e
inmunohistoquimica y se determind si presentaban mutaciones en K-ras o no las presentaban (forma
s ” . : : : : :

wild type”). Posteriormente se pusieron en cultivo en presencia con diversos antagonistas de los

receptores NK1. Los distintos tumores y las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 12.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determiné la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y cultivadas segin se explica en el Ejemplo 1, en presencia de diversos
antagonistas del receptor NK1, como Aprepitant, Casopitant, Vestipitant y un anticuerpo contra dicho

receptor. En cada caso se determind la presencia o no de mutaciones en el gen K-ras.

Para determinar la existencia de mutaciones en el gen K-ras se realizo una extraccion de ADN de las
células tumorales cancerosas a partir de muestras obtenidas de los diferentes tumores cancerosos
utilizando los kits de extraccion de ADN de Takara (Madison, W1, EE.UU.) o Ambion (Huntingdon,
Cambridgeshire, Reino Unido), de acuerdo con las instrucciones del fabricante y segun se ha
publicado previamente (Di Fiore F, et al. 2007). Posteriormente se realizo el analisis de secuenciacion
del gen KRAS, ex6n 2, mediante amplificion por PCR a partir del ADN tumoral canceroso extraido

previamente, usando el siguiente sentido (SEQ ID NO. 15): 5~ AAGGCCTGCTGAAAATGACTG-3'
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y antisentido (SEQ ID NO. 16): 5'-CAAAGAATGGTCCTGCACCAG-3'. Después de la purificacion
mediante el kit de extraccion de gel de Qiagen, los productos PCR se secuenciaron utilizando el Big
Dye Terminator Kit V3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y un ABI Prism 377 0 3100
secuenciador de ADN (Applied Biosystems). La presencia de una mutacion heterocigota en el gen
KRAS en las células tumorales cancerosas de los cultivos se definié como la aparicion de un pico
mutante con una altura de al menos un tercio de la del tipo salvaje. Todos los analisis de secuenciacion

se realizaron al menos dos veces en dos PCR independientes.

Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular y

numero de casos con Kras mutado y “wild type” (salvaje).

Tipo de tumor (tipo | Numero Sexo Edad Nimero Numero de casos
histolégico). de casos | (Hombres de casos con Kras no
/Mujeres) con Kras mutado (wild
mutado type).

Carcinoma de | 8 3/5 51+4 4 4

estdmago

(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 8 4/4 54+3 4 4

(Adenocarcinoma).

Carcinoma de | 8 3/5 5342 4 4

Pancreas

(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal | 8 4/4 5244 4 4

(carcinoma renal de
células claras)

Carcinoma de mama | 8 0/8 4645 4 4
(Adenocarcinoma
ductal).

Carcinoma de Ovario | 8 0/8 5144 4 4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de | 8 0/8 6343 4 4
endometrio.

Carcinoma de cérvix | 8 0/8 34+2 4 4
(Carcinoma de células
escamosas).

Carcinoma de pulmoén | 8 6/2 5244 4 4
(Carcinoma de células
Pequenas)

Carcinoma de pulmon | 8 6/2 64+3 4 4
Carcinoma de células
No Pequefias

Carcinoma de tiroides | 8 2/6 4545 4 4
(Carcinoma folicular).
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 38+4 4 4

(Carcinoma papilar).
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Tipo de tumor (tipo | Numero Sexo Edad Nimero Numero de casos
histolégico). de casos | (Hombres de casos con Kras no
/Mujeres) con Kras mutado (wild
mutado type).
Carcinoma Vejiga de | 8 6/2 62+5 4 4
la Orina (Carcinoma
transicional).
Carcinoma de prostata. | 8 8/0 71£3 4 4
Glioma (astrocitoma) 8 5/3 5644 4 4
Sarcoma  Pleomorfo | 8 5/3 67+2 4 4
Indiferenciado
(Histiocitoma fibroso
maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma | 8 3/5 58+3 4 4
Nodular).
Linfoma No Hodgking | 8 4/4 5444 4 4
B (Linfoma B difuso).
Linfoma No Hodgkin | 8 4/4 33+3 4 4
T (Linfoma T difuso).
Linfoma de Burkitt 8 4/4 2444 4 4

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que no presentaban mutacion de Kras. En las Tablas 13 a 16 se aprecia como en cultivos tratados con
Aprepitan (tabla 13), Casopitant (Tabla 14), Vestipitant (Tabla 15) y anticuerpos contra el receptor
NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, nimero de catalogo S8305- (Tabla 16), se produce una mayor
inhibicion de la proliferacion celular en aquellos cultivos de células cancerosas que no presentan
mutacion de Kras. De forma, que en las células cancerosas procedentes de tumores que no presentan
mutacion de Kras, es mayor la respuesta al tratamiento con antagonistas del receptor NK1. En los
experimentos reflejados en las Tablas 13 a 15, Aprepitant, Casopitant y Vestipitant se usaron a
concentracion 100 micromolar. El anticuerpo contra el receptor NKI1 (Tabla 16) se uso a

concentracion 1/50. Los porcentajes de inhibicion se expresan en porcentaje de variacion respecto al

control £ la desviacion estandar.
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Tabla 13. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con aprepitant, en funcion de la

presencia o no de mutaciones de Kras en las células tumorales cancerosas.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos con Casos con Kras
Kras no mutado (wild
mutado type).
Carcinoma de estomago | 100 2443 9444
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2344 9445
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 22+4 9444
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2343 9445
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2242 9443
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 2445 9444
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 25+4 9443
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2343 9445
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2244 94+4
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2142 94+3
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2643 9446
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 25+4 9445
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 26+5 94+4
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2443 94+3
Glioma (astrocitoma) 100 2344 9444
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2443 9443
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 26+4 9444
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2745 94+3
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2544 94+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2443 9445
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Tabla 14. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con casopitant, en funcion de la

presencia o no de mutaciones de Kras en las células tumorales cancerosas.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos con Casos con Kras
Kras no mutado (wild
mutado type).
Carcinoma de estomago | 100 2545 95+5
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 3244 9446
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2743 93+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 27+4 9443
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 28+6 96+4
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 20+4 97+6
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 28+2 9444
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2743 9343
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2644 94+2
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2545 95+5
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 96+4
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2445 9445
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2544 95+6
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2343 93+7
Glioma (astrocitoma) 100 26+4 9446
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+5 9545
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 25+6 9446
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 26+3 95+4
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2644 96+5
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2542 9245
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Tabla 15. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con vestipitant, en funcion de la

presencia o no de mutaciones de Kras en las células tumorales cancerosas.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos con Casos con Kras
Kras no mutado (wild
mutado type).
Carcinoma de estomago | 100 2444 96+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 3345 9645
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 24+4 97+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2545 95+6
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2614 9745
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 2745 96+6
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 24+6 9544
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2545 9443
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2344 95+4
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2445 96+6
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2543 97+4
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 9445
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2545 95+6
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2444 96+4
Glioma (astrocitoma) 100 2543 9745
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+4 95+6
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2345 9645
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2444 97+6
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2545 96+5
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2443 9543
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Tabla 16. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpos contra el receptor

NK1, en funcién de la presencia o no de mutaciones de Kras en las células tumorales cancerosas.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos con Casos con Kras
Kras no mutado (wild
mutado type).
Carcinoma de estomago | 100 2446 94+6
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 29+7 93+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2445 9547
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 25+4 96+4
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2745 9345
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 2843 9243
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2542 93+4
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2344 9446
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2843 95+4
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2542 96+5
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2343 97+4
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 25+4 9445
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2742 95+3
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2843 96+4
Glioma (astrocitoma) 100 2442 9345
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 25+4 9444
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2643 9543
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2342 93+4
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2444 94+5
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2643 9544

Ejemplo 3. Las células cancerosas que presentan mayor actividad de la ruta de las MAP kinasas

presentan una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas que tienen una mayor actividad de la ruta de las MAP

Kinasas muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los receptores
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NKI1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de pacientes, se
comprobo que presentaban receptor NK1 mediante técnicas de western-blot e inmunohistoquimica y
que no presentaban mutaciones en K-ras (forma “wild type”). Posteriormente se pusieron en cultivo en
presencia con diversos antagonistas de los receptores NK1. Los distintos tumores y las caracteristicas

de los pacientes se muestran en la Tabla 17.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determiné la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y fueron cultivadas segun se explica en el ejemplo 1, en presencia de diversos
antagonistas del receptor NK1, como Aprepitant, Casopitant, Vestipitant y un anticuerpo contra dicho
receptor. Se comprobo en todos los casos que no existia mutacion en Kras, segiin el método explicado
en el Ejemplo 2. En cada caso se determiné la presencia o no del efector “aguas abajo” de la ruta de

las MAP Kinasas, ERK. También se determiné la presencia de MEK, con similares resultados.

Para determinar la presencia de la proteina ERK, se realiz6 una técnica de Western Blot, utilizando
como anticuerpo primario: Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) XP"
Rabbit mAb (4370, Cell Signalling). Para determinar la presencia de la proteina MEK, se realiz6 la
técnica de Western Blot, utilizando como anticuerpo primario Phospho-MEK1/2 (Ser217/221) (9121,
Cell Signalling).

Tabla 17. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular y

numero de casos con ausencia o presencia de la proteina ERK.

Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de | Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) ausencia | presencia de
de ERK ERK

Carcinoma de estomago | 8 4/4 5245 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 8 3/5 5244 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 8 3/5 5443 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma | 8 5/3 51£5 | 4 4
renal de células claras)
Carcinoma de mama | 8 0/8 49+4 | 4 4
(Adenocarcinoma ductal).
Carcinoma de Ovario | 8 0/8 5243 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 8 0/8 62+4 | 4 4
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Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de | Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) ausencia | presencia de
de ERK ERK
Carcinoma de cérvix | 8 0/8 3545 | 4 4
(Carcinoma
decélulasescamosas).
Carcinoma de pulmoén | 8 6/2 54£3 | 4 4
(Carcinoma de células
Pequeiias)
Carcinoma de pulmoén | 8 6/2 634 | 4 4
Carcinoma de células No
Pequenias
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 44+4 | 4 4
(Carcinoma folicular).
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 3543 | 4 4
(Carcinoma papilar).
Carcinoma Vejiga de la Orina | 8 6/2 664 | 4 4
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 8 8/0 714 | 4 4
Glioma (astrocitoma) 8 5/3 5543 | 4 4
Sarcoma Pleomorfo | 8 5/3 66+4 | 4 4
Indiferenciado  (Histiocitoma
fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma | 8 3/5 5444 | 4 4
Nodular).
Linfoma No Hodgking B |8 4/4 53+£5 | 4 4
(Linfoma B difuso).
Linfoma No Hodgkin T|8 4/4 3544 | 4 4
(Linfoma T difuso).
Linfoma de Burkitt 8 4/4 2615 | 4 4

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que muestran presencia del eferente “aguas abajo” de la ruta de las MAP Kinasas ERK. En las Tablas
18 a 21 se aprecia como en cultivos tratados con Aprepitant (Tabla 18), Casopitant (Tabla 19),
Vestipitant (Tabla 20) y anticuerpos contra el receptor NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, nimero de
catalogo S8305- (Tabla 21), se produce una mayor inhibicion de la proliferacion celular en aquellos
cultivos de células cancerosas que muestran mas presencia de ERK. De forma, que en las células
cancerosas procedentes de tumores presentan proteina ERK, signo de la activacion de la ruta de la
MAP Kinasas en estos tumores, es mayor la respuesta al tratamiento con antagonistas del receptor
NKI1. Se apreciaron similares resultados en el caso de la proteina MEK (mayor respuesta en los
tumores cancerosos que presentan mayor cantidad de proteina). En los experimentos reflejados en las
Tablas 18 a 20, Aprepitant, Casopitant y Vestipitant se usaron a concentracion 100 micromolar. El
anticuerpo contra el receptor NK1 (Tabla 21) se usé a concentracion 1/50. Los porcentajes de
inhibicion se expresan en porcentaje de variacion respecto al control + la desviacion estandar.
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Tabla 18. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con aprepitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina ERK.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
ERK ERK
Carcinoma de estomago | 100 2347 96+5
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2447 95+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 23+6 9445
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 24+4 9745
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2545 9345
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 26+7 9245
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 24+4 93+4
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2545 9445
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 26+6 95+3
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2744 96+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2445 95+6
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2343 9347
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2544 94+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 26+5 95+6
Glioma (astrocitoma) 100 27+6 93+4
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 24+4 9445
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2545 96+6
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 26+6 97+3
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2343 94+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 24+4 9345
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Tabla 19. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con casopitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina ERK.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
ERK ERK
Carcinoma de estomago | 100 2546 96+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2443 9543
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2344 9442
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 2743 9443
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 26+4 93+4
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 28+5 9246
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2042 9345
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2843 93+4
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 29+4 94+5
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2745 95+7
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 96+6
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2843 97+4
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 29+4 98+2
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2744 94+5
Glioma (astrocitoma) 100 2843 93+4
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+4 9543
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2745 9645
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 28+4 97+5
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2945 98+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 28+6 9745
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Tabla 20. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con vestipitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina ERK.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
ERK ERK
Carcinoma de estomago | 100 2444 95+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 23+ 94+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 24+34 93+4
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 2542 9242
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 26+4 9443
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 2442 9545
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 28+5 9343
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2943 9444
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2744 96+6
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2642 95+5
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2543 9444
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 9643
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2445 97+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2243 94+4
Glioma (astrocitoma) 100 27+4 9543
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+2 93+4
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2543 9445
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2444 96+3
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2542 9244
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 26+4 9345
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Tabla 21. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpos contra el receptor

NK1, en funcién de la ausencia o presencia de proteina ERK.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
ERK ERK
Carcinoma de estomago | 100 2745 91+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 28+5 9545
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 9444 9443
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 3246 95+6
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2045 9447
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 2447 965
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 29+6 9544
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 28+5 96+6
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2746 94+4
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 29+7 95+5
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+5 9643
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 27+6 89+4
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 28+4 88+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2743 90+4
Glioma (astrocitoma) 100 28+4 89+5
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2745 90+4
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2843 9045
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2944 98+6
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2745 97+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2843 9645

Ejemplo 4. Las células cancerosas que presentan mayor actividad de la ruta de las PI3 kinasas

presentan una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas que tienen una mayor actividad de la ruta de las PI3

Kinasas muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los receptores
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NKI1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de pacientes, se
comprobo que presentaban receptor NK1 mediante técnicas de western-blot e inmunohistoquimica y
que no presentaban mutaciones en K-ras (forma “wild type”). Posteriormente se pusieron en cultivo en
presencia con diversos antagonistas de los receptores NK1. Los distintos tumores y las caracteristicas

de los pacientes se muestran en la Tabla 22.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determiné la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y fueron cultivadas segun se explica en el ejemplo 1, en presencia de diversos
antagonistas del receptor NK1, como Aprepitant, Casopitant, Vestipitant y un anticuerpo contra dicho
receptor. Se comprobo en todos los casos que no existia mutacion en Kras, segiin el método explicado
en el Ejemplo 2. En cada caso se determiné la presencia o no del efector “aguas abajo” de la ruta de

las PI3 Kinasas, AKT.

Para determinar la presencia de la proteina AKT en los diferentes cultivos celulares se realizoé una
técnica de Western Blot (segun lo descrito en el ejemplo 1 -apartado Western Blot-), pero utilizando

como anticuerpo primario con referencia: Akt (pan) (11E7) Rabbit mAb (4685, Cell Signalling).

Tabla 22. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular y

numero de casos con ausencia o presencia de la proteina AKT.

Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de | Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) ausencia | presencia de
de AKT AKT
Carcinoma de estomago | 8 4/4 514 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 8 3/5 504+3 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 8 3/5 5544 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma | 8 5/3 504+3 | 4 4
renal de células claras)
Carcinoma de mama | 8 0/8 4812 | 4 4
(Adenocarcinoma ductal).
Carcinoma de Ovario | 8 0/8 5242 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 8 0/8 61+£3 | 4 4
Carcinoma de cérvix | 8 0/8 3644 | 4 4
(Carcinoma
decélulasescamosas).
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Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de | Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) ausencia | presencia de
de AKT AKT
Carcinoma de pulmoén | 8 6/2 53+£5 | 4 4
(Carcinoma de células
Pequeiias)
Carcinoma de pulmoén | 8 6/2 62+£3 | 4 4
Carcinoma de células No
Pequenias
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 4312 | 4 4
(Carcinoma folicular).
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 364 | 4 4
(Carcinoma papilar).
Carcinoma Vejiga de la Orina | 8 6/2 635 | 4 4
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 8 8/0 70£3 | 4 4
Glioma (astrocitoma) 8 5/3 5843 | 4 4
Sarcoma Pleomorfo | 8 5/3 65+3 | 4 4
Indiferenciado  (Histiocitoma
fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma | 8 3/5 5743 | 4 4
Nodular).
Linfoma No Hodgking B |8 4/4 544 | 4 4
(Linfoma B difuso).
Linfoma No Hodgkin T|8 4/4 33£5 | 4 4
(Linfoma T difuso).
Linfoma de Burkitt 8 4/4 2843 | 4 4

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que muestran presencia del eferente de la ruta de las PI3 Kinasas, AKT. En las Tablas 23 a 26 se
aprecia como en cultivos tratados con Aprepitant (Tabla 23), Casopitant (abla 24), Vestipitant (Tabla
25) y anticuerpos contra el receptor NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, nimero de catalogo S8305-
(Tabla 26), se produce una mayor inhibicion de la proliferacion celular en aquellos cultivos de células
cancerosas que muestran mas presencia de AKT. De forma, que en las células cancerosas procedentes
de tumores presentan proteina AKT, signo de la activacion de la ruta de la PI3 Kinasas en estos
tumores, es mayor la respuesta al tratamiento con antagonistas del receptor NK1. En los experimentos
reflejados en las Tablas 23 a 25, Aprepitant, Casopitant y Vestipitant se usaron a concentracion 100
micromolar. El anticuerpo contra el receptor NK1 (Tabla 26) se usé a concentracion 1/50. Los
porcentajes de inhibicidon se expresan en porcentaje de variacion respecto al control + la desviacion

estandar.
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Tabla 23. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con aprepitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina AKT.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
AKT AKT
Carcinoma de estomago | 100 2446 9244
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2543 9343
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 24+4 9242
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2543 9343
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 26+5 9444
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 27+4 9343
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2543 9545
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 24+4 9444
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2543 96+3
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2644 94+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2443 9743
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 25+4 9244
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2345 94+2
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2444 97+6
Glioma (astrocitoma) 100 2545 9645
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+4 95+4
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2545 9445
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2446 95+3
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2543 93£5
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 26+4 9444
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Tabla 24. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con casopitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina AKT.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
AKT AKT
Carcinoma de estomago | 100 26+5 95+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2445 96+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2344 9543
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 2443 965
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2344 95+4
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 2443 9445
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2344 95+46
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2443 97+4
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2344 96+5
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2546 95+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2445 9645
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+2 95+4
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2443 94+3
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2344 95+3
Glioma (astrocitoma) 100 2743 96+4
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2543 9543
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2344 9444
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2445 95+5
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2343 98+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 24+4 9643
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Tabla 25. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con vestipitant, en funcion de la

ausencia o presencia de proteina AKT.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
AKT AKT
Carcinoma de estomago | 100 2545 94+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2443 9345
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2345 9444
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 2343 965
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2245 95+4
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 23+6 9446
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 24+4 9545
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2545 93+4
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2344 94+5
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2443 95+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2344 9445
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2545 96+4
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2444 95+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2643 94+4
Glioma (astrocitoma) 100 2344 9545
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2743 9446
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 25+4 9345
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2443 95+6
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2545 96+5
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 24+4 95+6
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Tabla 26. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpos contra el receptor

NK1, en funcién de la ausencia o presencia de proteina AKT.

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
presencia de presencia de
AKT AKT
Carcinoma de estomago | 100 2444 92+5
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2343 94+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 9444 95+4
(Adenocarcinoma)
Carcinoma Renal carcinoma renal de | 100 3445 9443
células claras
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 25+4 9345
ductal)
Carcinoma de Ovario | 100 24+6 9543
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2345 9544
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2344 9645
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2445 94+4
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2546 95+5
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2445 96+4
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 24+6 89+5
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2545 91+6
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 26+6 90£5
Glioma (astrocitoma) 100 28+4 89+4
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2545 9043
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2543 97+4
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2444 95+5
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2543 94+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2542 95+6
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Ejemplo 5. Las células cancerosas que presentan mayor cantidad de la forma truncada del
receptor NK1 muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los

receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas que tienen una mayor cantidad de la forma truncada del
receptor NK1 muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los
receptores NK1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de
pacientes, se comprobd que presentaban receptor NKI1 mediante técnicas de western-blot e
inmunohistoquimica. Se determind la presencia de la forma truncada del receptor NKI1 vy
posteriormente se pusieron en cultivo en presencia con diversos antagonistas de los receptores NK1.

Los distintos tumores y las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 26.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determiné la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y fueron cultivadas segin se explica en el Ejemplo 1, en presencia de diversos
antagonistas del receptor NK1, como Aprepitant, Casopitant, Vestipitant y un anticuerpo contra dicho

receptor. En cada caso se determind la presencia de la forma truncada del receptor NK1.

Para determinar la presencia de la expresion de la forma truncada de del gen del receptor NK1 se
realizd6 una técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). La extraccion de RNA,
amplificaciones de PCR, condiciones de ciclo y el andlisis cuantitativo fueron realizaron como se ha
descrito previamente. Los cebadores —‘primers”- especificos fueron las siguientes: Para el receptor
NKIR de longitud completa —“full lengt”- (NM_001058.3; adelante -“forward” (SEQ ID N. 17)-: 5'-
AACCCCATCATCTACTGCTGC-3 ' y reverso -“reverse’- (SEQ ID NO. 18): 5'-
ATTTCCAGCCCCTCATAGTCG-3 ") y para el receptor NK1 truncado (NM_015727.2; adelante -
“forward” (SEQ ID NO. 19): 5'-GGGCCACAAGACCATCTACA-3 'y reverso -“reverse” (SEQ ID
NO. 20): 5'-AAGTTAGCTGCAGTCCCCAC-3").

Los casos se distribuyeron en dos grupos:

e Grupo A —baja expresion de la forma truncada del receptor NK1- para aquellos casos en los
que la expresion de la forma truncada del receptor NK1 era menor del doble de la expresion
de la forma de longitud completa de dicho

e Grupo B —alta expresion de la forma truncada del receptor NK1- para aquellos casos en los
que la expresion de la forma truncada del receptor NK1 era mayor del doble de la expresion
de la forma de longitud completa de dicho receptor.
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Tabla 27. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular y

numero de casos con baja expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo A) y alta expresion

de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo B).

Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) baja alta
expresion de | expresion de
la forma la forma
truncada del | truncada del
receptor receptor
NK1 (Grupo | NK1 (Grupo
A) B)
Carcinoma de estomago | 8 4/4 504 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 8 4/4 5343 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 8 3/5 5544 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal | 8 5/3 56+3 | 4 4
(carcinoma renal de células
claras)
Carcinoma de mama | 8 0/8 43+2 (4 4
(Adenocarcinoma ductal).
Carcinoma de  Ovario | 8 0/8 5142 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 8 0/8 6243 | 4 4
Carcinoma de cérvix | 8 0/8 3344 | 4 4
(Carcinoma
decélulasescamosas).
Carcinoma de pulmon | 8 5/3 54£5 | 4 4
(Carcinoma de células
Pequeiias)
Carcinoma de pulmon | 8 6/2 63£3 |4 4
Carcinoma de células No
Pequeiias
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 45+£2 | 4 4
(Carcinoma folicular).
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 3344 | 4 4
(Carcinoma papilar).
Carcinoma Vejiga de la| 8 6/2 645 | 4 4
Orina (Carcinoma
transicional).
Carcinoma de prostata. 8 8/0 70£3 | 4 4
Glioma (astrocitoma) 8 4/2 50£3 | 4 4
Sarcoma Pleomorfo | 8 5/3 6243 | 4 4
Indiferenciado(Histiocitoma
fibroso maligno grado 3).
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Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de Numero de
histolégico). de casos | (Hombres casos con casos con
/Mujeres) baja alta
expresion de | expresion de
la forma la forma
truncada del | truncada del
receptor receptor
NK1 (Grupo | NK1 (Grupo
A) B)
Melanoma (Melanoma | 8 3/5 5443 | 4 4
Nodular).
Linfoma No Hodgking B | 8 4/4 55+4 | 4 4
(Linfoma B difuso).
Linfoma No Hodgkin T |8 4/4 3245 | 4 4
(Linfoma T difuso).
Linfoma de Burkitt 8 4/4 2243 | 4 4

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que muestran una alta expresion de la forma truncada del receptor NK1. En las Tablas 28 a 31 se
aprecia como en cultivos tratados con Aprepitant (Tabla 28), Casopitant (Tabla 29), Vestipitant (Tabla
30) y anticuerpos contra el receptor NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, niimero de catalogo S8305-
(Tabla 31), se produce una mayor inhibicion de la proliferacion celular en aquellos cultivos de células
cancerosas que muestran mas expresion de la forma truncada del receptor NK1. De forma, que en las
células cancerosas procedentes de tumores presentan una alta expresion de la forma truncada del
receptor NK1, signo de la activacion de la ruta de la PI3 Kinasas en estos tumores, es mayor la
respuesta al tratamiento con antagonistas del receptor NK1. En los experimentos reflejados en las
Tablas 28 a 30, Aprepitant, Casopitant y Vestipitant se usaron a concentracion 100 micromolar. El
anticuerpo contra el receptor NK1 (Tabla 31) se usé a concentracion 1/50. Los porcentajes de

inhibicion se expresan en porcentaje de variacion respecto al control + la desviacion estandar.
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Tabla 28. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con aprepitant, en funcion la
existencia de baja expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo A) o alta expresion de la

forma truncada del receptor NK1 (Grupo B).

Tipo de tumor (tipo histolégico). Control | Casos con baja | Casos con alta
expresion de la | expresion de la
forma truncada | forma truncada

del receptor del receptor NK1

NK1 (Grupo A) (Grupo B)
Carcinoma de estomago | 100 25+5 9443
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2644 93+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2344 9445
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2643 9343
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2745 9444
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 2043 9545
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2615 9643
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 26+5 9444
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2444 96+3
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2543 94+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 9545
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2745 96+4
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2546 95+4
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2446 94+5
Glioma (astrocitoma) 100 2745 9545
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 27+6 96+6
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 25+7 9645
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2344 97+7
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 26+5 98+6
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 27+6 9945
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Tabla 29. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con casopitant, en funcion la
existencia de baja expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo A) o alta expresion de la

forma truncada del receptor NK1 (Grupo B).

Tipo de tumor (tipo histolégico). Control | Casos con baja | Casos con alta
expresion de la | expresion de la
forma truncada | forma truncada

del receptor del receptor NK1

NK1 (Grupo A) (Grupo B)
Carcinoma de estomago | 100 22+4 9543
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2243 94+2
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2344 95+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2445 9445
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2343 9543
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 25+4 95+6
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2643 9445
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2545 93+6
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2445 94+5
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2544 95+6
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2343 93+4
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2445 9445
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2544 95+7
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2346 94+4
Glioma (astrocitoma) 100 2445 9547
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 25+4 9445
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2345 96+6
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2443 97+4
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2344 98+3
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2445 9343
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Tabla 30. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con vestipitant, en funcién la
existencia de baja expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo A) o alta expresion de la

forma truncada del receptor NK1 (Grupo B)

Tipo de tumor (tipo histolégico). Control | Casos con baja Casos con alta
expresion de la | expresion de la
forma truncada | forma truncada

del receptor del receptor NK1

NK1 (Grupo A) (Grupo B)
Carcinoma de estomago | 100 24+4 94+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2343 93+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 24+4 9444
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2545 9545
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2443 9343
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 25+4 9446
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2643 9545
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2445 96+6
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2545 95+6
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2644 94+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2743 9545
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+5 96+6
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2544 94+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 2446 95+6
Glioma (astrocitoma) 100 2545 9445
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+4 9543
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2445 96+4
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2345 98+5
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2344 98+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2445 9345
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Tabla 31. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpo contra el receptor
NK1, en funcion la existencia de baja expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo A) o

alta expresion de la forma truncada del receptor NK1 (Grupo B)

Tipo de tumor (tipo histolégico). Control | Casos con baja Casos con alta
expresion de la | expresion de la
forma truncada | forma truncada

del receptor del receptor NK1

NK1 (Grupo A) (Grupo B)
Carcinoma de estomago | 100 22+4 96+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 100 2443 94+3
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 100 2344 95+4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2445 9345
células claras)
Carcinoma de mama (Adenocarcinoma | 100 2443 94+3
ductal).
Carcinoma de Ovario | 100 25+4 95+6
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 100 2643 9445
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2445 95+6
células escamosas).
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2545 96+6
células Pequefias)
Carcinoma de pulmoéon Carcinoma de | 100 2644 95+4
células No Pequefias
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2443 9445
folicular).
Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2545 95+6
papilar).
Carcinoma Vejiga de la  Orina | 100 2644 96+5
(Carcinoma transicional).
Carcinoma de prostata. 100 27+6 95+6
Glioma (astrocitoma) 100 2445 9645
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 25+4 9543
(Histiocitoma fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2615 96+4
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2445 95+5
difuso).
Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2544 95+4
difuso).
Linfoma de Burkitt 100 2615 9645
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Ejemplo 6. Las células cancerosas que presentan amplificacion a nivel del gen que codifica el
receptor NK1 muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los

receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas que tienen amplificacion a nivel del gen que codifica el
receptor NK1 muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los
receptores NK1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de
pacientes, se comprobd que presentaban receptor NKI1 mediante técnicas de western-blot e
inmunohistoquimica. Se determind la presencia o no de amplificacion del gen que codifica el receptor
NK1 y posteriormente se pusieron en cultivo en presencia con diversos antagonistas de los receptores

NKI. Los distintos tumores y las caracteristicas de los pacientes se muestran en la Tabla 32.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determiné la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y fueron cultivadas segin se explica en el ejemplo 1, en presencia de diversos
antagonistas del receptor NK1, como Aprepitant, Casopitant, Vestipitant y un anticuerpo contra dicho
receptor. En cada caso se determino la presencia o no de amplificacion a nivel del gen que codifica el

receptor NK1.

Para determinar la presencia de amplificacion (aumento en el namero de copias) del gen que codifica
el receptor NK1 (TACIR) se utilizo una técnica de Hibridacion Gendémica Comparada (CGH Array).
En primer lugar se realiz6 una extraccion de ADN genomico de cada uno de los casos. Posteriormente
se realizd un marcaje e hibridacion del ADN de cada una de las muestras junto con ADN de una
referencia comercial sin alteraciones gendmicas (de sexo masculino o femenino segun el sexo del
paciente del que se obtuvieron las muestras). El Array utilizado es el Sureprint G3 Human CGH
Microarray obtenido de la empresa Agilent, con una separacion media entre sondas de 5,3Kb y 4,6Kb
para los genes RefSeq. La lectura del microarray se realizo con el DNA Microarray Scanner G2565CA
de Agilent a una resolucion de 3 pm. El andlisis de los resultados se realizd con el software
Cytogenomics v 2.0.6.0 de Agilent con ADM-2: 6.0; Centralizacion: ON (Threshold: 6.0, Bin size:
10); Fuzzy zero: ON; Aberration filters: ON (minProbes=5 and minAvgAbsLopRatio= 0,5); Feature
Level Filters:ON. Las coordenadas genomicas se corresponden con el genoma NCBI36 (hgl8). Los
casos se distribuyeron en dos grupos: Grupo I para aquellos casos sin amplificacion del gen que
codifica para el receptor NK1 (locus 2p13.1-p12) y Grupo II para aquellos casos con amplificacion del

gen que codifica para el receptor NK1 (locus 2p13.1-p12).
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Tabla 32. Caracteristicas de los pacientes de los que se obtuvieron muestras para el cultivo celular y
numero de casos del Grupo I sin amplificacion del gen que codifica del receptor NK1 (locus 2p13.1-

p12) y del Grupo II con amplificacion del gen que codifica del receptor NK1 (locus 2p13.1-p12).

Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de Numero de
histologico). de casos | (Hombres casos sin €asos con
/Mujeres) amplificacion | amplificacion
del gen que del gen que
codifica el codifica el
receptor receptor
NK1. NK1.
Carcinoma de estomago | 8 4/4 544 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Colon | 8 4/4 5443 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de Pancreas | 8 4/4 5244 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma Renal | 8 4/4 51£3 | 4 4
(carcinoma renal de células
claras)
Carcinoma de mama | 8 0/8 4312 | 4 4
(Adenocarcinoma ductal).
Carcinoma de  Ovario | 8 0/8 5312 | 4 4
(Adenocarcinoma).
Carcinoma de endometrio. 8 0/8 62+3 | 4 4
Carcinoma de cérvix | 8 0/8 3344 | 4 4
(Carcinoma
decélulasescamosas).
Carcinoma de pulmon | 8 5/3 53£5 | 4 4
(Carcinoma de células
Pequeiias)
Carcinoma de pulmon | 8 6/2 63£3 | 4 4
Carcinoma de células No
Pequenias
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 4512 | 4 4
(Carcinoma folicular).
Carcinoma de tiroides | 8 2/6 3344 | 4 4
(Carcinoma papilar).
Carcinoma Vejiga de la| 8 6/2 64+5 | 4 4
Orina (Carcinoma
transicional).
Carcinoma de prostata. 8 8/0 714 | 4 4
Glioma (astrocitoma) 8 4/2 50+3 | 4 4
Sarcoma Pleomorfo | 8 5/3 62+2 | 4 4
Indiferenciado(Histiocitoma
fibroso maligno grado 3).
Melanoma (Melanoma | 8 3/5 53+5 | 4 4
Nodular).
Linfoma No Hodgking B | 8 4/4 554 | 4 4
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Tipo de tumor (tipo Nimero Sexo Edad | Numero de Numero de
histologico). de casos | (Hombres casos sin €asos con
/Mujeres) amplificacion | amplificacion
del gen que del gen que
codifica el codifica el
receptor receptor
NK1. NK1.
(Linfoma B difuso).
Linfoma No Hodgkin T |8 4/4 3245 | 4 4
(Linfoma T difuso).
Linfoma de Burkitt 8 4/4 2243 | 4 4

Se aprecia un aumento de la inhibicion de la proliferacion celular en los cutivos de células cancerosas
que muestran amplificacion del gen que codifica el recepto del NK1. En las Tablas 33 a 36 se aprecia
como en cultivos tratados con Aprepitant (Tabla 33), Casopitant (Tabla 34), Vestipitant (Tabla 35) y
anticuerpos contra el receptor NK1 -obtenido de Sigma-Aldrich, nimero de catalogo S8305- (Tabla
36), se produce una mayor inhibicion de la proliferacion celular en aquellos cultivos de células
cancerosas que muestran amplificacion de la region gendmica que codifica el receptor NK1. De forma,
que en las células cancerosas procedentes de tumores que presentan amplificacion en la region
genomica que codifica el receptor NK1, es mayor (mas efectiva) la respuesta al tratamiento con
antagonistas del receptor NK1. En los experimentos reflejados en las Tablas 33 a 35, Aprepitant,
Casopitant y Vestipitant se usaron a concentracion 100 micromolar. El anticuerpo contra el receptor
NK1 (Tabla 36) se usé a concentracion 1/50. Los porcentajes de inhibicion se expresan en porcentaje

de variacion respecto al control + la desviacion estandar.

Tabla 33. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con aprepitant, en funcion de la
ausencia de amplificacion del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo I) o la presencia de

amplificacion a nivel del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo II).

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacion del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de estomago | 100 24+6 96+6
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 100 2344 94+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Pancreas | 100 2545 9545
(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 2643 97+7
células claras)

Carcinoma de mama | 100 24+4 99+4
(Adenocarcinoma ductal).
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Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacion del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de Ovario | 100 2346 9245
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de endometrio. 100 2445 9445
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 25+4 9446
células escamosas).

Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 26+5 93+4
células Pequefias)

Carcinoma de pulmén Carcinoma de | 100 2743 95+5
células No Pequefias

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 24+4 96+6
folicular).

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2545 97+4
papilar).

Carcinoma Vejiga de la Orina | 100 2344 97+3
(Carcinoma transicional).

Carcinoma de prostata. 100 2544 94+6
Glioma (astrocitoma) 100 2545 9545
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 26+7 96+4
(Histiocitoma fibroso maligno grado

3).

Melanoma (Melanoma Nodular). 100 24+4 9745
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2545 93+6
difuso).

Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2643 94+7
difuso).

Linfoma de Burkitt 100 2545 9544

Tabla 34. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con casopitant, en funcion de la

ausencia de amplificacion del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo I) o la presencia de

amplificacion a nivel del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo II).

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacién del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de estomago | 100 2345 95+5
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 100 24+4 96+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Pancreas | 100 26+6 9745
(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 277 93+6
células claras)

Carcinoma de mama | 100 2348 9447
(Adenocarcinoma ductal).
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Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacién del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de Ovario | 100 2445 95+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de endometrio. 100 2444 9645
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 23+6 9446
células escamosas).

Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2444 95+4
células Pequefias)

Carcinoma de pulmén Carcinoma de | 100 26+6 96+5
células No Pequefias

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+5 9446
folicular).

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 24+7 965
papilar).

Carcinoma Vejiga de la Orina | 100 2644 97+3
(Carcinoma transicional).

Carcinoma de prostata. 100 2745 96+5
Glioma (astrocitoma) 100 24+6 9544
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 2547 96+6
(Histiocitoma fibroso maligno grado

3).

Melanoma (Melanoma Nodular). 100 26+4 9745
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2745 95+7
difuso).

Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 28+7 95+5
difuso).

Linfoma de Burkitt 100 2445 93+6

Tabla 35. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con vestipitant, en funcion de la

ausencia de amplificacion del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo I) o la presencia de

amplificacion a nivel del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo II).

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacién del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de estomago | 100 2545 94+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 100 24+4 9343
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Pancreas | 100 2543 93+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 27+4 9445
células claras)

Carcinoma de mama | 100 2443 9446
(Adenocarcinoma ductal).
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Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacién del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de Ovario | 100 2544 9645
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de endometrio. 100 2345 9545
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 26+6 9446
células escamosas).

Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 2543 94+4
células Pequefias)

Carcinoma de pulmén Carcinoma de | 100 2444 93£5
células No Pequefias

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2545 9446
folicular).

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2643 97+4
papilar).

Carcinoma Vejiga de la Orina | 100 2445 95+5
(Carcinoma transicional).

Carcinoma de prostata. 100 2546 96+6
Glioma (astrocitoma) 100 2615 9447
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 27+4 9547
(Histiocitoma fibroso maligno grado

3).

Melanoma (Melanoma Nodular). 100 24+6 9645
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2745 94+6
difuso).

Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2943 95+4
difuso).

Linfoma de Burkitt 100 2345 97+5

Tabla 36. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con anticuerpos contra el receptor

NKI1 en funcién de la ausencia de amplificacion del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo I) o la

presencia de amplificacion a nivel del gen que codifica el receptor NK1 (Grupo II).

Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacion del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de estomago | 100 2544 95+6
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 100 2445 9645
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Pancreas | 100 25+6 96+6
(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 277 977
células claras)

Carcinoma de mama | 100 26+5 96+4
(Adenocarcinoma ductal).
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Tipo de tumor (tipo histologico). Control Casos sin Casos con
amplificacion del | amplificacion del
gen que codifica | gen que codifica
el receptor NK1. | el receptor NK1.

Carcinoma de Ovario | 100 2446 95+5
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de endometrio. 100 28+4 96+6
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 2743 9446
células escamosas).

Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 26+4 95+3
células Pequefias)

Carcinoma de pulmén Carcinoma de | 100 2545 97+4
células No Pequefias

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 26+4 95+6
folicular).

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 2745 96+7
papilar).

Carcinoma Vejiga de la Orina | 100 2444 94+5
(Carcinoma transicional).

Carcinoma de prostata. 100 2543 95+6
Glioma (astrocitoma) 100 2545 9545
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 25+6 96+4
(Histiocitoma fibroso maligno grado

3).

Melanoma (Melanoma Nodular). 100 2615 9745
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 2644 94+4
difuso).

Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 2443 95+6
difuso).

Linfoma de Burkitt 100 2545 96+7

Ejemplo 7. Las células cancerosas que presentan una forma constituvamemente activada del

receptor NK1, muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con antagonistas de los

receptores NK1.

Para comprobar que las células cancerosas que presentan una forma constitutivamente activada del
receptor NK1 muestran una respuesta mas efectiva al tratamiento con los antagonistas de los
receptores NK1, se tomaron células tumorales humanas primarias procedentes de tumores de
pacientes, se comprobd que presentaban receptor NKI1 mediante técnicas de western-blot e
inmunohistoquimica. Se determind el aumento de proliferacion o no con la exposicion a la sustancia P
(agonista del receptor NK1), de forma que los cultivos celulares que crecian independientemente de la
exposicion a la sustancia P, se consider6 que tenian formas constituvamente activadas de dicho

receptor, ya que se transmitia una sefial mitogénica independientemente de la presencia del agonista.
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Se comprobo que todas las células tumorales presentaban integridad de las rutas de las MAP Kinasas y

de las PI3 Kinasas, asi como del gen K-ras y la proteina derivada de él.

Las células tumorales fueron recolectadas de muestras de canceres primarios humanos tomadas de
pacientes voluntarios, se determino la presencia de receptor NK1 mediante técnicas de Western-Blot e
inmunohistoquimica y fueron cultivadas seglin se explica en el Ejemplo 1, en presencia del agonista
sustancia P. El grupo I estaba constituido por células con escasa respuesta proliferativa ante la
exposicion a la sustancia P (receptor constitutivamente activado, independientemente de la union al
agonista) y el grupo II estaba constituido por células con mayor respuesta proliferativa ante la
exposicion al agonista de dicho receptor sustancia P (receptor con respuesta normal al estimulo con el

agonista).

En la Tabla 37 se aprecia como se produce una mayor inhibicion del crecimiento con el tratamiento
con el antagonista Aprepitant, de las células tumorales cancerosas en el grupo con escasa respuesta
proliferativa ante la exposicion a la sustancia P (con presencia de la forma constitucionalmente
activada del receptor NK1). Se pueden observar resultados similares con Vestipitant, Casopitant,
Vofopitant, Ezlopitant, Lanepitant. También se observan resultados similares con el tratamiento con

anticuerpos contra el receptor NK1.

Tabla 37. Porcentaje de inhibicion de los cultivos celulares tratados con el antagonista Aprepitant en
funcion de la presencia de forma constitucionalmente activada del receptor NK1 (Grupo 1) o la

presencia de de forma normofuncionante del receptor (Grupo II).

Tipo de tumor (tipo histolégico). Control Grupo I Grupo 11
Carcinoma de estomago | 100 7616 95+7
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Colon | 100 7544 96+6
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de Pancreas | 100 767 96+4
(Adenocarcinoma).

Carcinoma Renal (carcinoma renal de | 100 766 97+6
células claras)

Carcinoma de mama | 100 75+6 96+4
(Adenocarcinoma ductal).

Carcinoma de Ovario | 100 777 9745
(Adenocarcinoma).

Carcinoma de endometrio. 100 78+6 95+3
Carcinoma de cérvix (Carcinoma de | 100 777 9444
células escamosas).
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Tipo de tumor (tipo histolégico). Control Grupo I Grupo 11
Carcinoma de pulmén (Carcinoma de | 100 78£5 93+3
células Pequefias)

Carcinoma de pulmén Carcinoma de | 100 73£7 95+5
células No Pequefias

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 73+4 9443
folicular).

Carcinoma de tiroides (Carcinoma | 100 75+6 9543
papilar).

Carcinoma Vejiga de la Orina [ 100 76£5 93+4
(Carcinoma transicional).

Carcinoma de prostata. 100 77+6 95+5
Glioma (astrocitoma) 100 737 96+3
Sarcoma Pleomorfo Indiferenciado | 100 756 9245
(Histiocitoma fibroso maligno grado

3).

Melanoma (Melanoma Nodular). 100 74+4 9444
Linfoma No Hodgking B (Linfoma B | 100 74+6 93+3
difuso).

Linfoma No Hodgkin T (Linfoma T | 100 75+6 96+4
difuso).

Linfoma de Burkitt 100 7446 97+5
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REIVINDICACIONES

1.- Un método in vitro para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto humano al tratamiento con
un antagonista del receptor NK1, en el que el sujeto padece un cancer, que comprende usar, como un

indicador, los niveles de expresion del receptor NK1.

2.-El método in vitro segun la reivindicacion 1, en el que se usa como indicador la expresion del

receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1.

3.- El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprendedetectar los niveles
de expresion del receptor NK1 o del ARNm que codifica para el receptor NK1 en una muestra aislada

que comprende células tumorales de un sujeto humano que padece un cancer.

4.- El método in vitro segun la reivindicacion 3, en el que el resultado es indicativo de una respuesta
positiva si los niveles de expresion del receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1,
estan sobreexpresados en comparacion con una muestra de referencia y/o un control que expresa unos

niveles indicativos de falta de respuesta.

5.- El método in vitro segun la reivindicacion 4, en el que la sobreexpresion se define como un nivel
de expresion del receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1, aumentado en mas del

20% de las células de la muestra bioldgica aislada.

6.- El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 4-5, en el que la sobreexpresion se
define como un nivel de expresion del receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor NK1,
aumentado en mas del:

a) 30%

b) 40%

c) 50%

d) 60%

e) 70%, o del

) 80%

de las células de la muestra bioldgica aislada.

7.- El método in vitro segiun cualquiera de las reivindicaciones 3-6, en el que ademas se determina la

presencia o no de mutaciones en el gen K-ras en las células tumorales de la muestra aislada, siendo el
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resultado indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas no presentan mutacion en el

gen K-ras.

8.- El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 3-7, en el que ademas se determina la
presencia o no de la proteina ERK en las células tumorales de la muestra aislada, siendo el resultado
indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas presentan la proteina ERK o el ARNm

que la codifica.

9.- El método in vitro segiun cualquiera de las reivindicaciones 3-8, en el que ademas se determina la
presencia o no de la proteina MEK en las células tumorales de la muestra aislada, siendo el resultado
indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas presentan la proteina MEK o el ARNm

que la codifica.

10.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones 3-9, en el que ademas se determina la
presencia o no de la proteina AKT en las células tumorales de la muestra aislada, siendo el resultado
indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas presentan la proteina AKT o el ARNm

que la codifica.

11.- El método in vitro segiin cualquiera de las reivindicaciones 3-10, en el que ademas se determina
la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1 en las células tumorales de la muestra aislada,
siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas presentan la forma

truncada del receptor NK1.

12.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones 3-11, en el que ademas se determina si
las células tumorales de la muestra aislada presentan una forma constitutivamemente activada del
receptor NK1, siendo el resultado indicativo de una respuesta positiva si las células cancerosas

presentan una forma constitutivamemente activada del receptor NK1.

13.- El método in vitro segun la reivindicacion anterior, donde la determinacion de si las células
tumorales de la muestra aisladapresentan una forma constitutivamemente activada del receptor NK1 o
no, se realiza exponiendo las células a la sustancia P, considerando que las células presentan una
forma constitutivamemente activada del receptor NK1 si presentan escasa respuesta proliferativa ante

la exposicion a la sustancia P.

14. El método in vitro segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccion
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a. de los niveles de expresion del receptor NK1, o del ARNm que codifica para el receptor
NK1, o

b. de la presencia o no de mutaciones en el gen K-ras,

c. de la presencia de la proteina ERK, o del ARNm que la codifica,

d. de la presencia de la proteina MEK, o del ARNm que la codifica,

e. de la presencia de la proteina AKT, o del ARNm que la codifica, o

f. de la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1,
se realiza por

1. un procedimiento de perfil genético, tal como una micromatriz, y/o

ii. un procedimiento que comprende PCR, tal como una PCR en tiempo real;
y/o

iii. transferencia Northern, y/o

iv. un procedimiento inmunohistoquimico.

15.- El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 3-14, en el que la muestra biologica
aislada es un tejido reciente, tejido embebido en parafina o ARN extraido de un tejido de un paciente

con cancer.

16.- El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 3-15, que se lleva a cabo in vitro
usando una muestra aislada originaria del sujeto humano, y en el que en el momento de tomar la

muestra del sujeto humano, el sujeto humano no ha sido tratado con un antagonista del receptor NK1.

17.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la deteccion de

los niveles de expresion de los genes se realiza mediante Q-RT-PCR.

18.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la deteccion de los
niveles de proteinas NK1, ERK, MEK, AKT y/o el receptor truncado de NK1, se realiza mediante

técnicas inmmunologicas.

19.- El método segun la reivindicacion 18, donde las técnicas inmunoldgicas estan basadas en
reacciones de precipitacion, basadas en reacciones de aglutinacién, inmunomarcacion,
radioinmunoanalisis y técnicas radioinmunométricas, ELISA (Enzime Linked ImmunoadSorbent

Assay), o en cualquiera de sus combinaciones.
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20.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones 18-19, donde las técnicas

inmunolodgicas comprenden el inmunomarcaje.

21.- El método in vitro segln la reivindicacion 20, donde el inmunomarcaje se selecciona de entre
inmunomarcaje con anticuerpos conjugados a enzimas, inmunomarcaje con anticuerpos conjugados a

fluorocromos, o citometria.

22.- El método in vitro segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-21, en el que el cancer se selecciona
de entre los siguientes: carcinoma gastrico, preferentemente adenocarcinoma gastrico; carcinoma de
colon, preferentemente adenocarcinoma de colon; carcinoma de péancreas, preferentemente
adenocarcinoma de pancreas; carcinoma renal, preferentemente carcinoma renal de células claras;
carcinoma de mama, preferentemente adenocarcinoma de mama; carcinoma de ovario,
preferentemente adenocarcinoma de ovario; carcinoma de endometrio; carcinoma de cérvix uterino;
carcinoma de pulmon, preferentemente carcinoma de pulmoén de célula no pequefia y/o carcinoma de
pulmon de células pequetias; carcinoma de tiroides, preferentemente carcinoma de tiroides papilar y/o
carcinoma folicular de tiroides; carcinoma de vejiga, preferentemente carinoma transicional de vejiga
de la orina; carcinoma de prostata; cancer de estirpe glial del sistema nervioso central (glioma);
sarcomas, preferentemente fibrosarcoma, histiocitoma fibroso maligno y sarcoma de Edwing;
melanoma; canceres embrionarios, preferentemente neuroblastoma; y canceres hematoldgicos,
preferentemente leucemias de estirpe B o de estirpe T, linfomas no Hodgkin, preferentemente de

estirpe B o de estirpe T, linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin y mieloma multiple.

23.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones 1-22, donde los antagonistas del

receptor NK1 son antagonistas no peptidicos.

24.- El método in vitro segun la reivindicacion 23, donde los antagonistas no peptidicos se seleccionan
de entre: Aprepitant, Vestipitant, Casopitant, Vofopitant, Ezlopitant, Lanepitant, LY-686017, L-
733,060, L-732,138, L-703,606, WIN 62,577, CP-122721, , TAK-637, y R673, CP-100263, WIN
51708, CP-96345, L-760735, , CP-122721, L-758298, L-741671, L-742694, CP-99994, T-2328, o

cualquiera de sus combinaciones.

25.- El método in vitro segin cualquiera de las reivindicaciones 1-22, donde los antagonistas del

receptor NK1 son antagonistas peptidicos.
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26.- El método in vitro segun la reivindicacion 25, donde los antagonistas peptidicos se seleccionan de

entre anticuerpos o fragmentos de los mismos, dirigidos contra el receptor NK1.

27.- Un método in vitro para clasificar un sujeto humano que padece de cancer en uno de dos grupos,
en el que el grupo 1 comprende los sujetos identificables mediante el método segun cualquiera de las

reivindicaciones 1-26, y en el que el grupo 2 representa el resto de sujetos.

28.- El uso de una composicion farmacéutica que comprende un antagonista del receptor NKlen la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento de un sujeto humano del grupo 1 identificable

mediante el método in vitro de la reivindicacion 27.

29.- El uso de una composicion farmacéutica segiin la reivindicacion 28, donde los antagonistas del

receptor NK1 son antagonistas no peptidicos.

30.- El uso de una composicion farmacéutica segiin la reivindicacion 29, donde los antagonistas no
peptidicos se seleccionan de entre: Aprepitant, Vestipitant, Casopitant, Vofopitant, Ezlopitant,
Lanepitant, LY-686017, L-733,060, L-732,138, L-703,606, WIN 62,577, CP-122721, , TAK-637, y
R673, CP-100263, WIN 51708, CP-96345, L-760735, , CP-122721, L-758298, L-741671, L-742694,

CP-99994, T-2328, o cualquiera de sus combinaciones.

31.- El uso de una composicion farmacéutica segin la reivindicacion 28, donde los antagonistas del

receptor NK1 son antagonistas peptidicos.

32.- El uso de una composicion farmacéutica segin la reivindicacion 31, donde los antagonistas
peptidicos se seleccionan de entre anticuerpos o fragmentos de los mismos dirigidos contra el receptor

NKI.

33.- Un kit o dispositivo que comprende los elementos necesarios para analizar:
a) el nivel de expresion del receptor NK1,
b) la presencia de mutacion en el gen K-ras,
c) el nivel de expresion de la proteina ERK,
d) el nivel de expresion de la proteina AKT,
e) la presencia o no de la forma truncada del receptor NK1,

f) la presencia del receptor NK1constitutivamente activado
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en las células cancerosas de la muestra biologica segun se definen en el método de cualquiera de las

reivindicaciones 3-27.

34.- El kit o dispositivo segin la reivindicacion anterior, que comprende al menos un anticuerpo que
se selecciona de entre:

a) un anticierpo anti-NK1,

b) un anticuerpo anti-ERK,

¢) un anticuerpo anti-MEK y/o

d) un anticuerpo anti- AKT.

35.- El kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 33-34, donde el anticuerpo es

monoclonal.

36.- El kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 33-35, donde el anticuerpo se

encuentra marcado con un fluorocromo.

37.- El kit o dispositivo segun la reivindicacion anterior, donde el fluorocromo se selecciona de la lista
que comprende: Fluoresceina (FITC), Tetrametilrodamina y derivados, Ficoeritrina (PE), PerCP, Cys5,

Texas, aloficocianina, o cualquiera de sus combinaciones.
38.- El uso del kit o dispositivo segun cualquiera de las reivindicaciones 33-37, para predecir o

pronosticar la respuesta de un sujeto humano a un antagonista del receptor NK1, en el que el sujeto

padece un cancer.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Servicio Andaluz de Salud (SAS)

<120> Método para predecir o pronosticar la respuesta de un sujeto
humano que padece un cancer al tratamiento con un antagonista del
receptor NK1

<130> P-06160

<160> 20

<170> BiSSAP 1.2

<210> 1
<211> 321
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> NK1

<400> 1

Val Val Asn Phe Thr Tyr Ala Val His Asn Glu Trp Tyr Tyr Gly Leu

1 5 10 15

Phe Tyr Cys Lys Phe His Asn Phe Phe Pro Ile Ala Ala Val Phe Ala
20 25 30

Ser Ile Tyr Ser Met Thr Ala Val Ala Phe Asp Arg Tyr Met Ala Ile

35 40 45


mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina
1

mborlafg
Texto escrito a máquina


Ile

Ile

65

Tyr

Glu

Cys

Ala

Asp

145

Val

Pro

Leu

Met

Arg

225

Ser

Gln

His

50

Cys

Tyr

Trp

Val

Tyr

130

Ser

Lys

Phe

Lys

Ser

210

Phe

Ala

Thr

Pro

Val

Ser

Pro

Thr

115

Thr

Ser

Met

His

Lys

195

Ser

Arg

Gly

Gln

Leu

Ile

Thr

Glu

100

Val

Val

Asp

Met

Ile

180

Phe

Thr

Leu

Asp

Gly

260

Gln

Trp

Thr

85

His

Leu

Val

Arg

Ile

165

Phe

Ile

Met

Gly

Tyr

245

Ser

Pro

Val

70

Glu

Pro

Ile

Gly

Tyr

150

Val

Phe

Gln

Tyr

Phe

230

Glu

Val
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Arg Leu Ser Ala

55

Leu

Thr

Asn

Tyr

Ile

135

His

Val

Leu

Gln

Asn

215

Lys

Gly

Tyr

Ala

Met

Lys

Phe

120

Thr

Glu

Val

Leu

Val

200

Pro

His

Leu

Lys

Leu

Pro

Ile

105

Leu

Leu

Gln

Cys

Pro

185

Tyr

Ile

Ala

Glu

Val

265

Leu

Ser

90

Tyr

Pro

Trp

Val

Thr

170

Tyr

Leu

Ile

Phe

Met

250

Ser

Thr

Leu

75

Arg

Glu

Leu

Ala

Ser

155

Phe

Ile

Ala

Tyr

Arg

235

Lys

Arg

Ala

60

Ala

Val

Lys

Leu

Ser

140

Ala

Ala

Asn

Ile

Cys

220

Cys

Ser

Leu

Thr

Phe

Val

Val

Val

125

Glu

Lys

Ile

Pro

Met

205

Cys

Cys

Thr

Glu

Lys

Pro

Cys

Tyr

110

Ile

Ile

Arg

Cys

Asp

190

Trp

Leu

Pro

Arg

Thr

270

Val

Gln

Met

95

His

Gly

Pro

Lys

Trp

175

Leu

Leu

Asn

Phe

Tyr

255

Thr

Val

Gly

80

Ile

Ile

Tyr

Gly

Val

160

Leu

Tyr

Ala

Asp

Ile

240

Leu

Ile


mborlafg
Texto escrito a máquina
2

mborlafg
Texto escrito a máquina


ES 2 493 693 B1

Ser Thr Val Val Gly Ala His Glu Glu Glu Pro Glu Asp Gly Pro Lys
275 280 285
Ala Thr Pro Ser Ser Leu Asp Leu Thr Ser Asn Cys Ser Ser Arg Ser
290 295 300
Asp Ser Lys Thr Met Thr Glu Ser Phe Ser Phe Ser Ser Asn Val Leu
305 310 315 320

Ser

<210> 2
<211> 1732
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> source

222> 1..1732

<223> /organism="Homo sapiens"
/note="NK1"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 2

agctgagcaa cccgaaccga gaggtgcccg cgaaactgca ggeggeggea geggeageaa
60

aagagaagga aaaatctcca gctggatacg aagctccaga atcctggcca taggctcaga
120


mborlafg
Texto escrito a máquina
3

mborlafg
Texto escrito a máquina


acttttacag
180

gggctttgcc
240

taaatgcggg
300

cagtttaccg
360

tgaaagtgga
420

tattctgagc
480

cctgtctggc
540

gegeegttgt
600

ccggtggact
660

gtgcaaccag
720

tctgtggteg
780

gtcgcgetgc

tttccctgeg

ggatctcttg

caagagagat

ggaattcaga

gccagttcag

tttagaagga

gtacagatag

cagacctctc

cctggcaaat

gcaacgtggt
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aatgggcccc

gaggaaggag

cttcctagaa

gctgtctcca

gccaccgegg

ctttcaaaaa

ccctgagecc

tagggcttta

cccaaacatc

tgtcctttgg

agtgatgtgg

cacttcgctc

aaataggagt

ctgtgaccgg

gacttctgaa

gcaggcgssc

gagtgctgcc

caggcgccag

ccgcctagcet

tccactaaca

gcagctgcect

atcatcttag

ctaagtcctc

tgcaggcagc

tggaatttct

ctcaaacgtc

agtgcatcca

cagaaaaagc

ccacaggact

tcgaaatgga

cctcggaacc

acacggtcat

cccacaaaag

acgcagcaca

agcaggtgca

ttcccttttt

tcctgaagct

gaagcgttta

cttccaccct

ctgctgcaga

taacgtcctc

caatcagttc

tgtggtgacc

aatgaggaca


mborlafg
Texto escrito a máquina
4

mborlafg
Texto escrito a máquina


gtgacgaact
840

acagtggtga
900

aagttccaca
960

gtggcctttg
1020

gccaccaaag
1080

ggctactact
1140

gagcatccga
1200

ttcctccccc
1260

agtgagatcc
1320

gtggtcaaaa
1380

atcttcttcc
1440

attttctggt

acttcaccta

acttctttcc

ataggtacat

tggtcatctg

CaacCcCacaga

acaagattta

tgctggtgat

ccggggactc

tgatgattgt

tcctgcccta
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gaacctggcc

tgctgtccac

catcgccgct

ggccatcata

tgtcatctgg

gaccatgccc

tgagaaagtg

tggctatgca

ctctgaccgc

cgtggtgtgc

catcaaccca

ttcgcggagg

aacgaatggt

gtcttcgcca

catcccctcc

gtcctggctc

agcagagtcg

taccacatct

tacaccgtag

taccacgagc

accttcgcca

gatctctacc

cctccatggc

actacggcct

gtatctactc

agccccggct

tcctgetggce

tgtgcatgat

gtgtgactgt

tgggaatcac

aagtctctgc

tctgectggcet

tgaagaagtt

tgcattcaat

gttctactgc

catgacggct

gtcagccaca

cttcccccag

cgaatggcca

gctgatctac

actatgggcc

caagcgcaag

gcccttccac

tatccagcag


mborlafg
Texto escrito a máquina
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gtctacctgg
1500

tgctgcctca
1560

atctacatac
1620

agggacaagt
1680

ccatccagga
1732

<216> 3
<211> 366
<212> PRT

<213> Homo

<220>

<223> ERK1

<400> 3

ccatcatgtg

atgacaggtg

acagtggcca

ggggactgca

atgggagccc

sapiens

ES 2 493 693 B1

gctggccatg agctccacca

aggatcccaa ccccatgagc

agcggccatc ctaaatgagt

gctaacttat catcacacaa

ggagtggact gattttcttt

tgtacaaccc

tctccagggg

aaacccagct

ctcagcctgg

ttttcttttc

catcatctac

cCacCaagacc

gtgagacaag

ctgattatca

ca

Pro Arg Arg Thr Glu Gly Val Gly Pro Gly Val Pro Gly Glu Val Glu

1

5

10

15

Met Val Lys Gly Gln Pro Phe Asp Val Gly Pro Arg Tyr Thr Gln Leu

20

25

30

Gln Tyr Ile Gly Glu Gly Ala Tyr Gly Met Val Ser Ser Ala Tyr Asp


mborlafg
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His

His

65

Arg

Ser

Glu

His

His

145

Ile

Ile

Ala

Tyr

Met

225

Leu

Asn

Val

50

Gln

Phe

Thr

Thr

Ile

130

Ser

Asn

Ala

Thr

Thr

210

Leu

Asn

Cys

35

Arg

Thr

Arg

Leu

Asp

115

Cys

Ala

Thr

Asp

Arg

195

Lys

Ser

His

Ile

Lys

Tyr

His

Glu

100

Leu

Tyr

Asn

Thr

Pro

180

Trp

Ser

Asn

Ile

Ile

Thr

Cys

Glu

85

Ala

Tyr

Phe

Val

Cys

165

Glu

Tyr

Ile

Arg

Leu

245

Asn

Arg

Gln

70

Asn

Met

Lys

Leu

Leu

150

Asp

His

Arg

Asp

Pro

230

Gly

Met

Val

55

Arg

Val

Arg

Leu

Tyr

135

His

Leu

Asp

Ala

Ile

215

Ile

Ile

Lys

ES 2 493 693 B1

40

Ala

Thr

Ile

Asp

Leu

120

Gln

Arg

Lys

His

Pro

200

Trp

Phe

Leu

Ala

Ile

Leu

Gly

Val

105

Lys

Ile

Asp

Ile

Thr

185

Glu

Ser

Pro

Gly

Arg

Lys

Arg

Ile

90

Tyr

Ser

Leu

Leu

Cys

170

Gly

Ile

Val

Gly

Ser

250

Asn

Lys

Glu

75

Arg

Ile

Gln

Arg

Lys

155

Asp

Phe

Met

Gly

Lys

235

Pro

Tyr

Ile

60

Ile

Asp

Val

Gln

Gly

140

Pro

Phe

Leu

Leu

Cys

220

His

Ser

Leu

45

Ser

Gln

Ile

Gln

Leu

125

Leu

Ser

Gly

Thr

Asn

205

Ile

Tyr

Gln

Gln

Pro

Ile

Leu

Asp

110

Ser

Lys

Asn

Leu

Glu

190

Ser

Leu

Leu

Glu

Ser

Phe

Leu

Arg

95

Leu

Asn

Tyr

Leu

Ala

175

Tyr

Lys

Ala

Asp

Asp

255

Leu

Glu

Leu

80

Ala

Met

Asp

Ile

Leu

160

Arg

Val

Gly

Glu

Gln

240

Leu

Pro
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260 265 270
Ser Lys Thr Lys Val Ala Trp Ala Lys Leu Phe Pro Lys Ser Asp Ser
275 280 285
Lys Ala Leu Asp Leu Leu Asp Arg Met Leu Thr Phe Asn Pro Asn Lys
290 295 300
Arg Ile Thr Val Glu Glu Ala Leu Ala His Pro Tyr Leu Glu Gln Tyr
305 310 315 320
Tyr Asp Pro Thr Asp Glu Pro Val Ala Glu Glu Pro Phe Thr Phe Ala
325 330 335
Met Glu Leu Asp Asp Leu Pro Lys Glu Arg Leu Lys Glu Leu Ile Phe
340 345 350
Gln Glu Thr Ala Arg Phe Gln Pro Gly Val Leu Glu Ala Pro

355 360 365

<210> 4
<211> 1745
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>

<221> source

<222> 1..1745

<223> /organism="Homo sapiens"
/note="ERK1"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 4

ccccgtagaa ccgagggggt gggcccgggg gtcccggggg aggtggagat ggtgaagggsg
60


mborlafg
Texto escrito a máquina
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cagccgttcg
120

ggcatggtca
180

agccccttcg
240

cgcttcegece
300

gccatgagag
360

aaaagccagc
420

ctcaagtaca
480

atcaacacca
540

gagcatgacc
600

gagatcatgc
660

attctggctg
720

acgtgggccc

gctcggecta

aacatcagac

atgagaatgt

atgtctacat

agctgagcaa

tccactccgc

cctgegacct

acaccggctt

tgaactccaa

agatgctctc

ES 2 493 693 B1

gcgctacacg

tgaccacgtg

ctactgccag

catcggcatc

tgtgcaggac

tgaccatatc

caacgtgctc

taagatttgt

cctgacggag

gggctatacc

taaccggccc

cagttgcagt

cgcaagactc

cgcacgctcc

cgagacattc

ctgatggaga

tgctacttcc

caccgagatc

gatttcggcc

tatgtggcta

aagtccatcg

atcttccctg

acatcggcga

gcgtggccat

gggagatcca

tgcgggegtc

ctgacctgta

tctaccagat

taaagccctc

tggcccggat

cgcgctggta

acatctggtc

gcaagcacta

gggcgcgtac

caagaagatc

gatcctgctg

caccctggaa

caagttgctg

cctgegggec

caacctgctc

tgccgatect

ccgggcccca

tgtgggctgc

cctggatcag
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ctcaaccaca
780

aacatgaagg
840

aagcttttcc
900

aaccccaata
960

tatgacccga
1020

gacctaccta
1080

ggagtgctgg
1140

ctcctgectg
1200

cttggcagcc
1260

tccagcttca
1320

cctcaggtgg
1380

ttctgggcat

cccgaaacta

ccaagtcaga

aacggatcac

cggatgagcc

aggagcggct

aggcccccta

cccctctcecc

caggccgges

ggcaggccaa

gcccagttca

ES 2 493 693 B1

cctgggctcc

cctacagtct

ctccaaagcc

agtggaggaa

agtggccgag

gaaggagctc

gcccagacag

gccagactgt

tggagcatgg

ggcttctect

atctcccgcet

ccatcccagg

ctgccctcca

cttgacctgc

gcgetggctce

gagcccttca

atcttccagg

acatctctgc

tagaaaatgg

gcctggccac

ccccacccgc

gctgetgcetg

10

aggacctgaa

agaccaaggt

tggaccggat

acccctacct

ccttcgccat

agacagcacg

accctggggc

acactgtgcc

ctctctcctt

cctccccacg

cgcccttacc

ttgtatcatc

ggcttgggcc

gttaaccttt

ggagcagtac

ggagctggat

cttccagccc

ctggacctgc

cagcccggac

tgctgaggcc

ggcctcggga

ttccccagceg
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Texto escrito a máquina
10

mborlafg
Texto escrito a máquina


tcccagtctc
1440

agaggtggag
1500

cattcaaacc
1560

cctgaggagc
1620

cgctgcttct
1680

cctgccacct
1740

aaaaa
1745

<210> 5
<211> 360
<212> PRT
<213> Homo

<220>

<223> ERK2

tggcagtttt

ggtggeessc

ccaccctagt

caggccggsc

gtgtgtggtg

ccctgacccg

sapiens

ES 2 493 693 B1

ggaatggaag

gctgagtagg

ttccctgaag

cgaatcccect

agcagaagtg

tctaatatat

ggttctggct

gactcacggc

gaacattcct

ccctgtcaaa

gagctggges

aaatatagag

11

gccccaacct

catgcctgcc

tagtctcaag

gctgtcactt

gcgtggagag

atgtgtctat

gctgaagggc

cccctcatct

ggctagcatc

cgecgtgeect

cccggetgcec

ggctgaaaaa
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<400> 5

Met

1

Gln

Glu

Val

Cys

65

Glu

Gln

Tyr

Phe

Val

145

Cys

Asp

Tyr

Ile

Ala

Val

Gly

Arg

50

Gln

Asn

Met

Lys

Leu

130

Leu

Asp

His

Arg

Asp

Ala

Phe

Ala

35

Val

Arg

Ile

Lys

Leu

115

Tyr

His

Leu

Asp

Ala

195

Ile

Ala

Asp

20

Tyr

Ala

Thr

Ile

Asp

100

Leu

Gln

Arg

Lys

His

180

Pro

Trp

Ala

Val

Gly

Ile

Leu

Gly

85

Val

Lys

Ile

Asp

Ile

165

Thr

Glu

Ser

Ala

Gly

Met

Lys

Arg

70

Ile

Tyr

Thr

Leu

Leu

150

Cys

Gly

Ile

Val

Ala

Pro

Val

Lys

55

Glu

Asn

Ile

Gln

Arg

135

Lys

Asp

Phe

Met

Gly

ES 2 493 693 B1

Gly

Arg

Cys

40

Ile

Ile

Asp

Val

His

120

Gly

Pro

Phe

Leu

Leu

200

Cys

12

Ala

Tyr

25

Ser

Ser

Lys

Ile

Gln

165

Leu

Leu

Ser

Gly

Thr

185

Asn

Ile

Gly

10

Thr

Ala

Pro

Ile

Ile

90

Asp

Ser

Lys

Asn

Leu

170

Glu

Ser

Leu

Pro

Asn

Tyr

Phe

Leu

75

Arg

Leu

Asn

Tyr

Leu

155

Ala

Tyr

Lys

Ala

Glu

Leu

Asp

Glu

60

Leu

Ala

Met

Asp

Ile

140

Leu

Arg

Val

Gly

Glu

Met

Ser

Asn

45

His

Arg

Pro

Glu

His

125

His

Leu

Val

Ala

Tyr

205

Met

Val

Tyr

30

Val

Gln

Phe

Thr

Thr

110

Ile

Ser

Asn

Ala

Thr

190

Thr

Leu

Arg

15

Ile

Asn

Thr

Arg

Ile

95

Asp

Cys

Ala

Thr

Asp

175

Arg

Lys

Ser

Gly

Gly

Lys

Tyr

His

80

Glu

Leu

Tyr

Asn

Thr

160

Pro

Trp

Ser

Asn
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Arg

225

Leu

Asn

Val

Leu

Glu

305

Asp

Asp

Arg

210

Pro

Gly

Leu

Pro

Leu

290

Gln

Glu

Leu

Phe

<210> 6

Ile

Ile

Lys

Trp

275

Asp

Ala

Pro

Pro

Gln

355

<211> 1611

<212> DNA

Phe

Leu

Ala

260

Asn

Lys

Leu

Ile

Lys

340

Pro

Pro

Gly

245

Arg

Arg

Met

Ala

Ala

325

Glu

Gly

<213> Homo sapiens

<220>

<221> source

<222> 1..1611

Gly

230

Ser

Asn

Leu

Leu

His

310

Glu

Lys

Tyr

215

Lys

Pro

Tyr

Phe

Thr

295

Pro

Ala

Leu

Arg

ES 2 493 693 B1

His

Ser

Leu

Pro

280

Phe

Tyr

Pro

Lys

Ser

360

Tyr

Gln

Leu

265

Asn

Asn

Leu

Phe

Glu

345

13

Leu

Glu
250

Ser

Ala

Pro

Glu

Lys

330

Leu

Asp

235

Asp

Leu

Asp

His

Gln

315

Phe

Ile

220

Gln

Leu

Pro

Ser

Lys

300

Tyr

Asp

Phe

Leu

Asn

His

Lys

285

Arg

Tyr

Met

Glu

Asn

Cys

Lys

270

Ala

Ile

Asp

Glu

Glu

350

His

Ile

255

Asn

Leu

Glu

Pro

Leu

335

Thr

Ile

240

Ile

Lys

Asp

Val

Ser

320

Asp

Ala
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ES 2 493 693 B1

<223> /organism="Homo sapiens"

/note="ERK2"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 6

acataatttc
60

gatcatggtc
120

tggtgttgag
180

ccgctcggeg
240

tcctgeggga
300

g8aggcgecy
360

gagatggtcc
420

ggcgageecy
480

gctatcaaga
540

tggagccctg

tggatctgca

cagcaggcag

tcttccttcc

ggggcgacaa

gcggeeegec

gcgggcaggt

cctacggcat

aaatcagccc

taccaacgtg

acacgggcca

gcaggcaatc

tctcccggtc

gagctgaggc

agccaacatg

gttcgacgtg

ggtgtgctct

ctttgagcac

tggccacata

ggccaaagtc

ggtccgagtg

agcgtcggeg

geggeegeeg

gCcgECgeCes

gggccgegcet

gcttatgata

cagacctact

14

ttctgtcagg

acagatcttg

gctgteggcet

gctgcaccgg

agcgtcgagc

€gg8cgecees

acaccaacct

atgtcaacaa

gccagagaac

aaccctgtgt

agatcacagg

cttcagctct

cggcgeggcag

tcagcgeggce

cgegggeecg

ctcgtacatc

agttcgagta

cctgagggag
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ataaaaatct
600

gcaccaacca
660

ctttacaagc
720

cagatcctca
780

ccttccaacc
840

cgtgttgcag
900

tggtacaggg
960

tggtctgtag
1020

cattatcttg
1080

ctgaattgta
1140

aaggtgccat
1200

tactgcgctt

tcgagcaaat

tcttgaagac

gagggttaaa

tgctgctcaa

atccagacca

ctccagaaat

gctgcattct

accagctgaa

taataaattt

ggaacaggct

ES 2 493 693 B1

cagacatgag

gaaagatgta

acaacacctc

atatatccat

caccacctgt

tgatcacaca

tatgttgaat

ggcagaaatg

tcacattttg

aaaagctagg

gttcccaaat

aacatcattg

tatatagtac

agcaatgacc

tcagctaacg

gatctcaaga

gggttcctga

tccaagggct

ctttccaaca

ggtattcttg

aactatttgc

gctgactcca

15

gaatcaatga

aggacctcat

atatctgcta

ttctgcaccg

tctgtgactt

cagaatatgt

acaccaagtc

ggcccatctt

gatccccatc

tttctcttcc

aagctctgga

cattattcga

ggaaacagat

ttttctctac

tgacctcaag

tggcctggec

ggccacacgt

cattgatatt

tccagggaag

acaagaagac

acacaaaaat

cttattggac
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aaaatgttga
1260

tatctggagc
1320

gacatggaat
1380

gctagattcc
1440

acgtgctcag
1500

cgtcttggct
1560

gtggctttta
1611

<210> 7
<211> 393
<212> PRT

<213> Homo

<220>

<223> MEK1

<400> 7

cattcaaccc

agtattacga

tggatgactt

agccaggata

acatcggtgt

tatccacttt

tgctttcaaa

sapiens

ES 2 493 693 B1

acacaagagg

cccgagtgac

gcctaaggaa

cagatcttaa

tcttcttccc

gactcctttg

gaatttcttc

attgaagtag

gagcccatcg

aagctaaaag

atttgtcagg

agttcttgac

agccgtttgg

agtccagaga

16

aacaggctct

ccgaagcacc

aactaatttt

acaagggctc

ccctggtect

aggggceggtt

attcactggc

ggcccaccca

attcaagttc

tgaagagact

agaggactgg

gtctccagec

tctggtagtt
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Met

Gly

Leu

Arg

Asp

65

Val

Lys

Arg

Phe

His

145

Ile

Leu

Pro

Phe

Pro

Ser

Gln

Leu

50

Asp

Val

Leu

Glu

Tyr

130

Met

Pro

Thr

Ser

Gly

210

Lys

Ala

Lys

35

Glu

Asp

Phe

Ile

Leu

115

Gly

Asp

Glu

Tyr

Asn

195

Val

Lys

Val

20

Lys

Ala

Phe

Lys

His

100

Gln

Ala

Gly

Gln

Leu

180

Ile

Ser

Lys

Asn

Leu

Phe

Glu

Val

85

Leu

Val

Phe

Gly

Ile

165

Arg

Leu

Gly

Pro

Gly

Glu

Leu

Lys

70

Ser

Glu

Leu

Tyr

Ser

150

Leu

Glu

Val

Gln

ES 2 493 693 B1

Thr Pro Ile Gln

Thr Ser

Glu Leu

40
Thr Gln
55

Ile Ser

His Lys

Ile Lys

His Glu

120
Ser Asp
135

Leu Asp

Gly Lys

Lys His

Asn Ser

200

Leu Ile

215

Ser

25

Glu

Lys

Glu

Pro

Pro

105

Cys

Gly

Gln

Val

Lys

185

Arg

Asp

17

10

Ala

Leu

Gln

Leu

Ser

90

Ala

Asn

Glu

Val

Ser

170

Ile

Gly

Ser

Leu

Glu

Asp

Lys

Gly

75

Gly

Ile

Ser

Ile

Leu

155

Ile

Met

Glu

Met

Asn

Thr

Glu

Val

60

Ala

Leu

Arg

Pro

Ser

140

Lys

Ala

His

Ile

Ala

220

Pro

Asn

Gln

45

Gly

Gly

Val

Asn

Tyr

125

Ile

Lys

Val

Arg

Lys

205

Asn

Ala

Leu

30

Gln

Glu

Asn

Met

Gln

110

Ile

Cys

Ala

Ile

Asp

190

Leu

Ser

Pro

15

Glu

Arg

Leu

Gly

Ala

95

Ile

Val

Met

Gly

Lys

175

Val

Cys

Phe

Asp

Ala

Lys

Lys

Gly

80

Arg

Ile

Gly

Glu

Arg

160

Gly

Lys

Asp

Val
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Gly

225

Ser

Ala

Leu

Arg

Arg

305

Pro

Phe

Lys

Val

Ser

385

Thr

Val

Val

Met

Pro

290

Pro

Pro

Val

Gln

Asp

370

Thr

<210> 8

Arg

Gln

Gly

Phe

275

Arg

Pro

Pro

Asn

Leu

355

Phe

Pro

<211> 2222

<212> DNA

Ser

Ser

Arg

260

Gly

Thr

Met

Lys

Lys

340

Met

Ala

Thr

Tyr

Asp

245

Tyr

Cys

Pro

Ala

Leu

325

Cys

Val

Gly

His

<213> Homo sapiens

Met

230

Ile

Pro

Gln

Gly

Ile

310

Pro

Leu

His

Trp

Ala

390

ES 2 493 693 B1

Ser Pro Glu Arg Leu

Trp

Ile

Val

Arg

295

Phe

Ser

Ile

Ala

Leu

375

Ala

Ser

Pro

Glu

280

Pro

Glu

Gly

Lys

Phe

360

Cys

Gly

Met

Pro

265

Gly

Leu

Leu

Val

Asn

345

Ile

Ser

Val

18

Gly

250

Pro

Asp

Ser

Leu

Phe

330

Pro

Lys

Thr

235

Leu

Asp

Ala

Ser

Asp

315

Ser

Ala

Arg

Ile

Gln

Ser

Ala

Ala

Tyr

300

Tyr

Leu

Glu

Ser

Gly

380

Gly

Leu

Lys

Glu

285

Gly

Ile

Glu

Arg

Asp

365

Leu

Thr

Val

Glu

270

Thr

Met

Val

Phe

Ala

350

Ala

Asn

His

Glu

255

Leu

Pro

Asp

Asn

Gln

335

Asp

Glu

Gln

Tyr

240

Met

Glu

Pro

Ser

Glu

320

Asp

Leu

Glu

Pro
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<220>

<221>

222>

<223>

source

1..2222

/note="MEK1"

ES 2 493 693 B1

/organism="Homo sapiens"”

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 8

attcggcacg
60

cccgggtcca
120

ggctctgcag
180

ctggaggagc
240

aagcagaagg
300

ggcaatggcg
360

aagctaattc
420

gttctgcatg
480

agggaggaag

aaatgcccaa

ttaacgggac

tagagcttga

tgggagaact

gtgtggtgtt

atctggagat

agtgcaactc

cgagaggtgc

gaagaagccg

cagctctgeg

tgagcagcag

gaaggatgac

caaggtctcc

caaacccgca

tccgtacatc

tgccctcccc

acgcccatcc

gagaccaact

cgaaagcgcc

gactttgaga

cacaagcctt

atccggaacc

gtgggcttct

19

ccggagttgg

agctgaaccc

tggaggcctt

ttgaggcctt

agatcagtga

ctggecctggt

agatcataag

atggtgcgtt

aagcgcgtta

ggcccccgac

gcagaagaag

tcttacccag

gctgggeect

catggccaga

ggagctgcag

ctacagcgat
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ggcgagatca
540

aaagctggaa
600

ctgacatatc
660

ctagtcaact
720

gactccatgg
780

gggactcatt
840

gcggttggga
900

tgccaggtgg
960

cttagctcat
1020

atagtcaacg
1080

tttgtgaata
1140

gtatctgcat

gaattcctga

tgagggagaa

cccgtgggga

ccaactcctt

actctgtgca

ggtatcccat

aaggagatgc

acggaatgga

agcctcctcc

aatgcttaat

ES 2 493 693 B1

ggagcacatg

acaaatttta

gcacaagatc

gatcaagctc

cgtgggcaca

gtcagacatc

ccctcctcca

ggctgagacc

cagccgacct

aaaactgccc

daddaacccc

gatggaggtt

ggaaaagtta

atgcacagag

tgtgactttg

aggtcctaca

tggagcatgg

gatgccaagg

ccacccaggc

cccatggcaa

agtggagtgt

gcagagagag

20

ctctggatca

gcattgctgt

atgtcaagcc

gggtcagegg

tgtcgccaga

gactgtctct

agctggagct

caaggacccc

tttttgagtt

tcagtctgga

cagatttgaa

agtcctgaag

aataaaaggc

ctccaacatc

gcagctcatc

aagactccag

ggtagagatg

gatgtttgeg

cgggaggecc

gttggattac

atttcaagat

gcaactcatg
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gttcatgctt
1200

tccaccatcg
1260

gggaagcaac
1320

ttcccatgec
1380

gcatgtgcca
1440

ttattgttcc
1500

tcaaaacctg
1560

tacaattgca
1620

acatttgaca
1680

tgtgagatcc
1740

cagagagtgt
1800

ttatcaagag

gccttaacca

aaagagcgag

tgtctctgtt

agattctact

cctaagtgga

tgccaggctg

ctgctgttcc

tttggtggac

ttcacaggca

acatcatgtt

ES 2 493 693 B1

atctgatgct

gcccagcaca

tcccctgecc

cagatgtgca

cttgtcattt

ttggctttgt

aattacagtg

tgctccatga

tttatcttgc

gtgcatgtga

attttattat

gaggaagtgg

ccaacccatg

ggtggtttgc

tttcacctgt

ttaatattac

gcttggggcet

aaatttttgg

ctggctgtct

tgggcatact

agcatgcttt

tattatttgc

21

attttgcagg

ctgctggegt

catgtcgctt

gacaaaggat

tgtctttatt

atttgtgtgt

tgaatgtggg

gcctgtattt

ttctctctag

gctgctatga

ttttcatgta

ttggctctgc

ctaagtgttt

ttgggcctcc

gaagaacaca

cttattacta

atgctgatga

tagtcattct

tcggactttg

gagggagcct

aaatgagcat

gaactcagca
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gttgacatcc
1860

tgtctactgt
1920

gtgtgggata
1980

atttgaatgt
2040

aagtaccaat
2100

aaccatttta
2160

aataaaaaaa
2220

aa
2222

<210> 9
<211> 400
<212> PRT

<213> Homo

aaatctagcc

ggtgatctgt

cttagtggta

cacaaattga

gctgttgtaa

acctagatgt

aaaggagaaa

sapiens

ES 2 493 693 B1

agagcccttc

agacttctgg

tgtctcttta

tcaagatatt

acaacgtgta

ttaacaaatc

gctaaaaaaa

actgccatga

ttgtatttct

agttttgatt

aaaatgtcgg

tagtgcctaa

taatctctta

daddaaadadaa

22

tagctggggc

atatttattt

aatgtttctt

atttatcttt

aattgtatga

ttctaataaa

ddddaadadadaa

ttcaccagtc

tcagtatact

aaatggaatt

ccccatatcc

aaatcctttt

tatactatga

daddaadadaa
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ES 2 493 693 B1

<220>

<223> MEK2

<400> 9
Met Leu Ala Arg Arg Lys Pro Val Leu Pro Ala Leu Thr Ile Asn Pro
1 5 10 15
Thr Ile Ala Glu Gly Pro Ser Pro Thr Ser Glu Gly Ala Ser Glu Ala
20 25 30
Asn Leu Val Asp Leu Gln Lys Lys Leu Glu Glu Leu Glu Leu Asp Glu
35 40 45
Gln Gln Lys Lys Arg Leu Glu Ala Phe Leu Thr Gln Lys Ala Lys Val
50 55 60
Gly Glu Leu Lys Asp Asp Asp Phe Glu Arg Ile Ser Glu Leu Gly Ala
65 70 75 80
Gly Asn Gly Gly Val Val Thr Lys Val Gln His Arg Pro Ser Gly Leu
85 90 95
Ile Met Ala Arg Lys Leu Ile His Leu Glu Ile Lys Pro Ala Ile Arg
100 105 110
Asn Gln Ile Ile Arg Glu Leu Gln Val Leu His Glu Cys Asn Ser Pro
115 120 125
Tyr Ile Val Gly Phe Tyr Gly Ala Phe Tyr Ser Asp Gly Glu Ile Ser
130 135 140
Ile Cys Met Glu His Met Asp Gly Gly Ser Leu Asp Gln Val Leu Lys
145 150 155 160
Glu Ala Lys Arg Ile Pro Glu Glu Ile Leu Gly Lys Val Ser Ile Ala
165 170 175
Val Leu Arg Gly Leu Ala Tyr Leu Arg Glu Lys His Gln Ile Met His

180 185 190

23
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Arg

Lys

Asn

225

Gly

Leu

Lys

Gly

Val

305

Leu

Val

Asn

Ile

Lys

385

Asp

Leu

210

Ser

Thr

Val

Glu

Glu

290

Ser

Leu

Phe

Pro

Lys

370

Thr

Val
195

Cys

Phe

His

Glu

Leu

275

Pro

Gly

Asp

Thr

Ala

355

Arg

Leu

Lys

Asp

Val

Tyr

Leu

260

Glu

His

His

Tyr

Pro

340

Glu

Ser

Arg

Pro

Phe

Gly

Ser

245

Ala

Ala

Ser

Gly

Ile

325

Asp

Arg

Glu

Leu

Ser

Gly

Thr

230

Val

Val

Ile

Ile

Met

310

Val

Phe

Ala

Val

Asn

390

Asn

Val

215

Arg

Gln

Gly

Phe

Ser

295

Asp

Asn

Gln

Asp

Glu

375

Gln

ES 2 493 693 B1

Ile Leu Val Asn

200

Ser

Ser

Ser

Arg

Gly

280

Pro

Ser

Glu

Glu

Leu

360

Glu

Pro

Gly

Tyr

Asp

Tyr

265

Arg

Arg

Arg

Pro

Phe

345

Lys

Val

Gly

24

Gln

Met

Ile

250

Pro

Pro

Pro

Pro

Pro

330

Val

Met

Asp

Thr

Leu

Ala

235

Trp

Ile

Val

Arg

Ala

315

Pro

Asn

Leu

Phe

Pro

395

Ser

Ile

220

Pro

Ser

Pro

Val

Pro

300

Met

Lys

Lys

Thr

Ala

380

Thr

Arg

205

Asp

Glu

Met

Pro

Asp

285

Pro

Ala

Leu

Cys

Asn

365

Gly

Arg

Gly

Ser

Arg

Gly

Pro

270

Gly

Gly

Ile

Pro

Leu

350

His

Trp

Thr

Glu

Met

Leu

Leu

255

Asp

Glu

Arg

Phe

Asn

335

Ile

Thr

Leu

Ala

Ile

Ala

Gln

240

Ser

Ala

Glu

Pro

Glu

320

Gly

Lys

Phe

Cys

Val

400
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<210> 10

<211> 1576
<212> DNA
<213> Homo
<220>
<221>
<222>

<223>

sapiens

source

1..1576

/note="MEK2"

ES 2 493 693 B1

/organism="Homo sapiens"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 10

gaattcgagc
60

ccgecegeegg
120

accatcaacc
180

aacctggtgg
240

cggctggaag
300

gaaaggatct
360

cgaccgaccg

ccecgeggagce

ctaccatcgc

acctgcagaa

cctttctcac

cagagctggg

ctcccecggcecc

cccgatgetg

cgagggccca

gaagctggag

ccagaaagcc

cgcgggcaac

gccccctatg

gcccggagga

tcccctacca

gagctggaac

aaggttggcg

ggcgggstes

25

ggccccggcet

agccggtgct

gcgaggecec

ttgacgagca

aactcaaaga

tcaccaaagt

agaggegecg

gceggegctc

ctccgaggca

gcagaagaag

cgatgacttc

ccagcacaga
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ccctecgggcc
420

aaccagatca
480

ttctacgggg
540

ggctccctgg
600

gtcagcatcg
660

cgagatgtga
720

ttcggggtga
780

tacatggctc
840

atgggcctgt
900

aaagagctgg
960

agcatctcgc
1020

tcatcatggc

tccgegagcet

ccttctacag

accaggtgct

cggttctccg

agccctccaa

gcggccagcect

cggageggtt

ccctggtgga

aggccatctt

ctcggccgag

ES 2 493 693 B1

caggaagctg

gcaggtcctg

tgacggggag

gaaagaggcc

gggcttggeg

catcctcgtg

catagactcc

gcagggcaca

gctggeccgtc

tggccggccc

gcccecccggg

atccaccttg

cacgaatgca

atcagcattt

aagaggattc

tacctccgag

aactctagag

atggccaact

cattactcgg

ggaaggtacc

gtggtcgacg

cgccccgtca

26

agatcaagcc

actcgccgta

gcatggaaca

ccgaggagat

agaagcacca

gggagatcaa

ccttegtggg

tgcagtcgga

ccatcccccc

gggaagaagg

gcggtcacgg

ggccatccgg

catcgtggsc

catggacggc

cctggggaaa

gatcatgcac

gctgtgtgac

cacgcgctcc

catctggagc

gcccgacgcec

agagcctcac

gatggatagc
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cggcctgcca
1080

ctgcccaacg
1140

aacccagcgg
1200

gaggtggaag
1260

ggcacaccca
1320

ctgcccaccg
1380

caccctcctg
1440

ggggtctect
1500

gtgtggtctc
1560

dadaaadaaaa
1576

tggccatctt

gtgtgttcac

agcgggegea

aagtggattt

cgcgcaccgce

tccctgteca

cctcaccctg

ctcctgecag

agaggctctg

daaaaa

ES 2 493 693 B1

tgaactcctg

ccccgacttc

cctgaagatg

tgccggetgg

cgtgtgacag

tgccccgecc

cggagagcac

tcctggecegg

cttccttagg

gactatattg

caggagtttg

ctcacaaacc

ttgtgtaaaa

tggccgggct

ttccagctga

cgtggcggss

ggtgcctctg

ttacaaaaca

27

tgaacgagcc

tcaataaatg

acaccttcat

ccctgeggcet

ccctgegtcc

ggacacgteg

cgacagcgca

gggacggeceg

aaacagggag

acctcctaag

cctcatcaag

caagcggtcc

gaaccagccc

cgctggtgac

cgcctcecacc

tgcaggaacg

acgctgctgt

agaaaagcaa
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ES 2 493 693 B1

<210> 11
<211> 480
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AKT1

<400> 11
Met Ser Asp Val Ala Ile Val Lys Glu Gly Trp Leu His Lys Arg Gly
1 5 10 15
Glu Tyr Ile Lys Thr Trp Arg Pro Arg Tyr Phe Leu Leu Lys Asn Asp
20 25 30
Gly Thr Phe Ile Gly Tyr Lys Glu Arg Pro Gln Asp Val Asp Gln Arg
35 40 45
Glu Ala Pro Leu Asn Asn Phe Ser Val Ala Gln Cys Gln Leu Met Lys
50 55 60
Thr Glu Arg Pro Arg Pro Asn Thr Phe Ile Ile Arg Cys Leu Gln Trp
65 70 75 80
Thr Thr Val Ile Glu Arg Thr Phe His Val Glu Thr Pro Glu Glu Arg
85 90 95
Glu Glu Trp Thr Thr Ala Ile Gln Thr Val Ala Asp Gly Leu Lys Lys
100 105 110
Gln Glu Glu Glu Glu Met Asp Phe Arg Ser Gly Ser Pro Ser Asp Asn
115 120 125
Ser Gly Ala Glu Glu Met Glu Val Ser Leu Ala Lys Pro Lys His Arg
130 135 140

Val Thr Met Asn Glu Phe Glu Tyr Leu Lys Leu Leu Gly Lys Gly Thr

28


mborlafg
Texto escrito a máquina
28

mborlafg
Texto escrito a máquina


145

Phe

Ala

Ala

Phe

Phe

225

Arg

Ile

Arg

Lys

Thr

305

Leu

Val

Asp

Pro

Gly

Met

His

Leu

210

Val

Glu

Val

Asp

Ile

290

Met

Glu

Val

His

Arg

Lys

Lys

Thr

195

Thr

Met

Arg

Ser

Leu

275

Thr

Lys

Asp

Met

Glu

355

Thr

Val

Ile

180

Leu

Ala

Glu

Val

Ala

260

Lys

Asp

Thr

Asn

Tyr

340

Lys

Leu

Ile

165

Leu

Thr

Leu

Tyr

Phe

245

Leu

Leu

Phe

Phe

Asp

325

Glu

Leu

Gly

150

Leu

Lys

Glu

Lys

Ala

230

Ser

Asp

Glu

Gly

Cys

310

Tyr

Met

Phe

Pro

Val

Lys

Asn

Tyr

215

Asn

Glu

Tyr

Asn

Leu

295

Gly

Gly

Met

Glu

Glu

ES 2 493 693 B1

Lys

Glu

Arg

200

Ser

Gly

Asp

Leu

Leu

280

Cys

Thr

Arg

Cys

Leu

360

Ala

Glu

Val

185

Val

Phe

Gly

Arg

His

265

Met

Lys

Pro

Ala

Gly

345

Ile

Lys

29

Lys

170

Ile

Leu

Gln

Glu

Ala

250

Ser

Leu

Glu

Glu

Val

330

Arg

Leu

Ser

155

Ala

Val

Gln

Thr

Leu

235

Arg

Glu

Asp

Gly

Tyr

315

Asp

Leu

Met

Leu

Thr

Ala

Asn

His

220

Phe

Phe

Lys

Lys

Ile

300

Leu

Trp

Pro

Glu

Leu

Gly

Lys

Ser

205

Asp

Phe

Tyr

Asn

Asp

285

Lys

Ala

Trp

Phe

Glu

365

Ser

Arg

Asp

190

Arg

Arg

His

Gly

Val

270

Gly

Asp

Pro

Gly

Tyr

350

Ile

Gly

Tyr

175

Glu

His

Leu

Leu

Ala

255

Val

His

Gly

Glu

Leu

335

Asn

Arg

Leu

160

Tyr

Val

Pro

Cys

Ser

240

Glu

Tyr

Ile

Ala

Val

320

Gly

Gln

Phe

Leu
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Lys

385

Glu

Tyr

Thr

Ile

Arg

465

<210>

<211>

<212>

<213>

370

Lys

Ile

Glu

Asp

Thr

450

Arg

<220>

<221>

<222>

<223>

12

Asp

Met

Lys

Thr

435

Pro

Pro

2610

DNA

source

Pro

Gln

Lys

420

Arg

Pro

His

1..2610

Lys

His

405

Leu

Tyr

Asp

Phe

Homo sapiens

/note="AKT1"

/mol_type="unassigned DNA"

Gln

390

Arg

Ser

Phe

Gln

Pro

470

375

Arg

Phe

Pro

Asp

Asp

455

Gln

ES 2 493 693 B1

Leu

Phe

Pro

Glu

440

Asp

Phe

/organism="Homo sapiens"

Gly

Ala

Phe

425

Glu

Ser

Ser

Gly

Gly

410

Lys

Phe

Met

Tyr

30

Gly

395

Ile

Pro

Thr

Glu

Ser

475

380

Ser

Val

Gln

Ala

Cys

460

Ala

Glu

Trp

Val

Gln

445

Val

Ser

Asp

Gln

Thr

430

Met

Asp

Ser

Ala

His

415

Ser

Ile

Ser

Thr

Lys

400

Val

Glu

Thr

Glu

Ala

480
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<400> 12

atcctgggac
60

tgggtcaaag
120

ggctgtggcc
180

gcgggagcct
240

cgaggggagt
300

ttcattgget
360

ttctctgtgg
420

atccgctgece
480

gagcgeggage
540

gaggaggaga
600

gaggtgtccc
660

agggcacagsg

aagtcaaagg

aggccagctg

cgggcaccat

acatcaagac

acaaggagcg

cgcagtgcca

tgcagtggac

agtggacaac

tggacttccg

tggccaagcc

ES 2 493 693 B1

gccatctgtc

ggctgectgg

ggctcgggga

gagcgacgtg

ctggcggcca

gccgeaggat

gctgatgaag

cactgtcatc

cgccatccag

gtcgggctca

caagcaccgc

accaggggct

aggaggcagc

gcgccagect

gctattgtga

cgctacttcc

gtggaccaac

acggagcggc

gaacgcacct

actgtggctg

cccagtgaca

gtgaccatga

31

tagggaaggc

ctgtcagctg

gagaggagcyg

aggaggsettg

tcctcaagaa

gtgaggctcc

cccggeccaa

tccatgtgga

acggcctcaa

actcaggggc

acgagtttga

cgagccagcc

gtgcatcaga

cgtgagcgtc

gctgcacaaa

tgatggcacc

cctcaacaac

caccttcatc

gactcctgag

gaagcaggag

tgaagagatg

gtacctgaag
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ctgctgggca
720

tactacgcca
780

acactcaccg
840

tactctttcc
900

ctgttcttcc
960

gctgagattg
1020

ctcaagctgg
1080

ctgtgcaagg
1140

tacctggccc
1200

ctgggcgtes
1260

gagaagcttt
1320

agggcacttt

tgaagatcct

agaaccgcgt

agacccacga

acctgtcccg

tgtcagccct

agaacctcat

aggggatcaa

ccgaggtgct

tcatgtacga

ttgagctcat

ES 2

cggcaaggtg

caagaaggaa

cctgcagaac

ccgectetge

ggaacgtgtg

ggactacctg

gctggacaag

ggacggtgcc

ggaggacaat

gatgatgtgc

cctcatggag

493 693 Bl

atcctggtga

gtcatcgtgg

tccaggcacc

tttgtcatgg

ttctccgagg

cactcggaga

gacgggcaca

accatgaaga

gactacggcc

ggtcgcctgc

gagatccgct

32

aggagaaggc

ccaaggacga

ccttcctcac

agtacgccaa

accgggccecg

agaacgtggt

ttaagatcac

ccttttgegg

gtgcagtgga

ccttctacaa

tccecgegceac

cacaggccgc

ggtggcccac

agccctgaag

cgggescgag

cttctatggc

gtaccgggac

agacttcggg

cacacctgag

ctggtgggss

ccaggaccat

gcttggtccc
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gaggccaagt
1380

ggctccgagg
1440

cacgtgtacg
1500

accaggtatt
1560

gatgacagca
1620

tcggccagcea
1680

gg8agaggcgy
1740

agagaagcca
1800

accctccccc
1860

cagtttgttc
1920

ttaaggactt
1980

ccttgetttc

acgccaagga

agaagaagct

ttgatgagga

tggagtgtgt

gcacggcctg

cctcgtgcca

cgctgtectce

gcagcggggt

tccgggtgtg

ctacagctat

ES 2 493 693 B1

agggctgctc

gatcatgcag

cagcccaccc

gttcacggcc

ggacagcgag

aggcggegst

tgatctgtat

tcgagcccag

agggaagaaa

gcctcagcecc

gcgcaatgtg

aagaaggacc

catcgcttct

ttcaagcccc

cagatgatca

cgcaggcccc

ggactgcgct

ttaatggttt

atggaaagac

actatcctgc

tcagaacaat

gcattggggs

33

ccaagcagag

ttgccggtat

aggtcacgtc

ccatcacacc

acttccccca

ggacgatagc

ttatttctcg

gtttttgtgc

gggttttaat

ccgattcacg

geegggeagyg

gcttggeggg

cgtgtggcag

ggagactgac

acctgaccaa

gttctcctac

ttggagggat

ggtgcatttg

tgtgggcagc

ttatttcatc

tagggaaatg

tcctgcccat
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gtgtcccctc
2040

tctctggggc
2100

tgctggccag
2160

cgtgtctctg
2220

gggccagggt
2280

gttgttcaaa
2340

ccttctgtgt
2400

ccacggtagc
2460

tgactccctg
2520

gctgeccgetg
2580

atataatatg
2610

actctgtcag

cctgggcctc

caccctctcc

aggacgtcat

ttacccagtg

tgcattttgg

cacagttctt

acttgacctt

tggggstesc

caccacggcg

gaaccttccc

ES 2 493 693 B1

ccagccgecc

agttcaacct

tgggggtesc

cggaggctgg

ggacagagga

gggtttttaa

ggtgactgtc

ttcgacgctt

catccctggg

tttttttaca

tccaaattct

tgggctgtct

ggtggcacca

aggcacacag

gccectggga

gcaaggttta

tctttgtgac

ccaccggagc

aacctttccg

cccctccacg

acattcaact

34

gtcaccagct

gatgcaacct

cagcccccca

tgggaccagg

aatttgttat

aggaaagccc

ctccccctca

ctgtcgececc

cctcctggcc

ttagtatttt

atctgtcatc

cactatggta

gcactaaggc

gatgggggat

tgtgtattat

tcccecttcec

gatgatctct

aggccctcecc

agacgctgcc

tactattata
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<210> 13

<211> 520

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> AKT2

<400> 13

Met Asn Glu

1

Glu

Gly

Leu

Thr

65

Thr

Glu

Arg

Asp

Tyr

Ser

Pro

50

Glu

Thr

Glu

Ala

Ser

Ile

Phe

35

Pro

Arg

Val

Trp

Pro

115

Ser

Val

Lys

20

Ile

Leu

Pro

Ile

Met

100

Gly

Thr

Ser

Thr

Gly

Asn

Arg

Glu

85

Arg

Glu

Thr

Val

Trp

Tyr

Asn

Pro

70

Arg

Ala

Asp

Glu

Ile

Arg

Lys

Phe

55

Asn

Thr

Ile

Pro

Glu

ES 2 493 693 B1

Lys

Pro

Glu

40

Ser

Thr

Phe

Gln

Met

120

Met

Glu

Arg

25

Arg

Val

Phe

His

Met

105

Asp

Glu

35

Gly

10

Tyr

Pro

Ala

Val

Val

920

Val

Tyr

Val

Trp

Phe

Glu

Glu

Ile

75

Asp

Ala

Lys

Ala

Leu

Leu

Ala

Cys

60

Arg

Ser

Asn

Cys

Val

His

Leu

Pro

45

Gln

Cys

Pro

Ser

Gly

125

Ser

Lys

Lys

30

Asp

Leu

Leu

Asp

Leu

110

Ser

Lys

Arg

15

Ser

Gln

Met

Gln

Glu

95

Lys

Pro

Ala

Gly

Asp

Thr

Lys

Trp

80

Arg

Gln

Ser

Arg
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Ala

145

Gly

Tyr

Glu

His

Leu

225

Leu

Ala

Tyr

Ile

Ala

305

Val

Gly

Gln

130

Lys

Thr

Tyr

Val

Pro

210

Cys

Ser

Glu

Arg

Lys

290

Thr

Leu

Val

Asp

Val

Phe

Ala

Ala

195

Phe

Phe

Arg

Ile

Asp

275

Ile

Met

Glu

Val

His

Thr

Gly

Met

180

His

Leu

Val

Glu

Val

260

Ile

Thr

Lys

Asp

Met

340

Glu

Met

Lys

165

Lys

Thr

Thr

Met

Arg

245

Ser

Lys

Asp

Thr

Asn

325

Tyr

Arg

Asn

150

Val

Ile

Val

Ala

Glu

230

Val

Ala

Leu

Phe

Phe

310

Asp

Glu

Leu

ES 2 493 693 B1

135

Asp Phe

Ile Leu

Leu Arg

Thr Glu

200

Leu Lys

215

Tyr Ala

Phe Thr

Leu Glu

Glu Asn

280

Gly Leu

295

Cys Gly

Tyr Gly

Met Met

Phe Glu

Asp

Val

Lys

185

Ser

Tyr

Asn

Glu

Tyr

265

Leu

Cys

Thr

Arg

Cys

345

Leu

36

Tyr

Arg

170

Glu

Arg

Ala

Gly

Glu

250

Leu

Met

Lys

Pro

Ala

330

Gly

Ile

Leu

155

Glu

Val

Val

Phe

Gly

235

Arg

His

Leu

Glu

Glu

315

Val

Arg

Leu

140

Lys

Lys

Ile

Leu

Gln

220

Glu

Ala

Ser

Asp

Gly

300

Tyr

Asp

Leu

Met

Leu

Ala

Ile

Gln

205

Thr

Leu

Arg

Arg

Lys

285

Ile

Leu

Trp

Pro

Glu

Leu

Thr

Ala

190

Asn

His

Phe

Phe

Asp

270

Asp

Ser

Ala

Trp

Phe

350

Glu

Gly

Gly

175

Lys

Thr

Asp

Phe

Tyr

255

Val

Gly

Asp

Pro

Gly

335

Tyr

Ile

Lys

160

Arg

Asp

Arg

Arg

His

240

Gly

Val

His

Gly

Glu

320

Leu

Asn

Arg
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Phe

Leu

385

Lys

Val

Glu

Thr

Asp

465

Glu

Asp

Leu

<210e> 14

Pro

370

Lys

Glu

Val

Val

Ile

450

Gln

Lys

Phe

Ser

355

Arg

Lys

Val

Gln

Asp

435

Thr

Arg

Asp

Ser

Phe

515

<211> 1849

<212> DNA

Thr

Asp

Met

Lys

420

Thr

Pro

Thr

Leu

Ser

500

Ser

Leu

Pro

Glu

405

Lys

Arg

Pro

His

Leu

485

Leu

Ser

<213> Homo sapiens

<220>

Ser

Lys

390

His

Leu

Tyr

Asp

Phe

470

Met

Lys

Leu

Pro

375

Gln

Arg

Leu

Phe

Arg

455

Pro

Ser

Ser

Lys

ES 2 493 693 B1

360

Glu

Arg

Phe

Pro

Asp

449

Tyr

Gln

Leu

His

Lys

520

Ala

Leu

Phe

Pro

425

Asp

Asp

Phe

Phe

Ser

505

37

Lys

Gly

Leu

410

Phe

Glu

Ser

Ser

Val

490

Phe

Ser

Gly

395

Ser

Lys

Phe

Leu

Tyr

475

Ser

Ser

Leu

380

Gly

Ile

Pro

Thr

Gly

460

Ser

Leu

Ser

365

Leu

Pro

Asn

Gln

Ala

445

Leu

Ala

Ile

Asn

Ala

Ser

Trp

Val

430

Gln

Leu

Phe

Leu

Phe

510

Gly

Asp

Gln

415

Thr

Ser

Glu

Arg

Phe

495

Ile

Leu

Ala

400

Asp

Ser

Ile

Leu

Glu

480

Ser

Leu
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<221> source

<222> 1..1849

ES 2 493 693 B1

<223> /organism="Homo sapiens"

/note="AKT2"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 14

gaattccagc
60

gcgtggegat
120

ctgtgccctg
180

tgacagcgta
240

acaagcgtgg
300

gctccttcat
360

acaacttctc
420

ttgtcatacg
480

ggcggegcecsy

gggcggggst

tccacggtgc

ccacgctgcc

tgaatacatc

tgggtacaag

cgtagcagaa

ctgcctgcag

ttgccgetgce

agagccccgc

ctcctgcatg

accatgaatg

aagacctgga

gagaggceccg

tgccagctga

tggaccacag

38

cgggaaacac

cggagaggct

tcctgetgec

aggtgtctgt

ggccacggta

aggcccctga

tgaagaccga

tcatcgagag

aaggaaaggg

gggeggcetgc

ctgagctgtc

catcaaagaa

cttcctgetg

tcagactcta

gaggccgega

gaccttccac

aaccagcgca

cggtgacaga

ccgagctagg

ggctggctcc

aagagcgacg

ccccccttaa

cccaacacct

gtggattctc
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cagacgagag
540

gggccccagg
600

ctgaggagat
660

actatctcaa
720

ccactggecg
780

aagtcgctca
840

ctgcgctgaa
900

acgggggtga
960

ggttttatgg
1020

accgcgacat
1080

actttggcect
1140

ggaggagtgg

cgaggacccc

ggaagtggceg

actccttggc

ctactacgcc

cacagtcacc

gtatgccttc

gctgttcttc

tgcagagatt

caagctggaa

ctgcaaagag

ES 2 493 693 B1

atgcgggcca

atggactaca

gtcagcaagg

aagggaacct

atgaagatcc

gagageccggyg

cagacccacg

cacctgtccc

gtctcggctc

aacctcatgc

ggcatcagtg

tccagatggt

agtgtggctc

cacgggctaa

ttggcaaagt

tgcggaagga

tcctccagaa

accgcctgtg

gggagcgtgt

ttgagtactt

tggacaaaga

acggggccac

39

cgccaacagc

ccccagtgac

agtgaccatg

catcctggtg

agtcatcatt

caccaggcac

ctttgtgatg

cttcacagag

gcactcgcegg

tggccacatc

catgaaaacc

ctcaagcagc

tcctccacga

aatgacttcg

cgggagaagg

gccaaggatg

ccgttcctca

gagtatgcca

gagcgggcCcc

gacgtggtat

aagatcactg

ttctgtggga
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ccccggagta
1200

getggeesct
1260

aggaccacga
1320

tcagccccga
1380

ttggtgeees
1440

actggcagga
1500

aggtcgacac
1560

ctgaccgcta
1620

tctcctactc
1680

ttctcttcag
1740

taagtttctc
1800

cctggegcect

gggtgtggtc

gcgectcttc

ggccaagtcc

gcccagegat

cgtggtccag

aaggtacttc

tgacagcctg

ggctttccga

tgatttttca

ttctttgaag
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gaggtgctgg

atgtacgaga

gagctcatcc

ctgcttgctg

gCCaaggagsg

aagaagctcc

gatgatgaat

ggcttactgg

gaagagaaag

tctttaaaga

aaataaaatc

aggacaatga

tgatgtgcgg

tcatggaaga

ggctgcttaa

tcatggagca

tgccaccctt

ttaccgccca

agctggacca

acctgctgat

gccattcttt

catgatggaa

40

ctatggccgg

ccgecctgcecc

gatccgcttc

gaaggacccc

caggttcttc

caaacctcag

gtccatcaca

gcggacccac

gtctttgttt

ttcttctaat

gagatggtgg

gccgtggact

ttctacaacc

ccgegeacgce

aagcagaggc

ctcagcatca

gtcacgtccg

atcacacccc

ttcccccagt

gtgtctttga

ttcattttgc

catctgtata
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ES 2 493 693 B1

tttaattgtc ttctatacag cctagaccag aattataaac tagaattcc
1849

<210> 15
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

222> 1..21

<223> /organism="Artificial Sequence"
/note="cebador directo"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 15

aaggcctgct gaaaatgact g
21

<210> 16
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source

<222> 1..21

41
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ES 2 493 693 B1

<223> /organism="Artificial Sequence'
/note="cebador inverso"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 16

caaagaatgg tcctgcacca g
21

<210> 17
<211> 21
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
222> 1..21

<223> /organism="Artificial Sequence’

/note="cebador directo

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 17

aaccccatca tctactgctg c
21

<210> 18
<211> 21

<212> DNA

42
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ES 2 493 693 B1

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<222> 1..21

<223> /organism="Artificial Sequence"

/note="cebador inverso"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 18

atttccagcc cctcatagtc g
21

<210> 19
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<221> source
<222> 1..20

<223> /organism="Artificial Sequence'’

/note="cebador directo

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 19

gggccacaag accatctaca
20

43
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ES 2 493 693 B1

<210> 20
<211> 20
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<221> source

<222> 1..20

<223> /organism="Artificial Sequence"

/note="cebador inverso"

/mol_type="unassigned DNA"

<400> 20

aagttagctg cagtccccac
20

44
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