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DESCRIPCIÓN

Método para la predicción de la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerización de Her.

Campo de la invención

La invención está relacionada con un método de predicción de la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la
dimerización de HER en un paciente, lo que comprende los pasos de valorar una proteína marcadora codificada por el
gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una combinación de una proteína marcadora codificada
por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y proteínas marcadoras codificadas por genes marca-
dores seleccionados de entre el grupo que consiste en un factor de un factor de crecimiento epidérmico, un factor de
crecimiento transformante alfa y un gen marcador HER2, en una muestra biológica del paciente, en la que la muestra
biológica es suero sanguíneo, y predecir la respuesta al tratamiento con inhibidor de la dimerización de HER en el
paciente mediante la evaluación de los resultados del primer paso. Se describen usos y métodos adicionales.

Antecedentes de la invención

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (ErbB o HER) comprende cuatro miembros
(HER1-4) que, a través de la activación de una cascada de señalización compleja, son importantes mediadores del
crecimiento celular, la supervivencia y la diferenciación. Al menos 11 productos génicos diferentes de la superfamilia
del factor de crecimiento epidérmico (EGF) se unen a tres de estos receptores, EGFR (también llamado ErbB1 o
HER1), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4). Aunque no se ha identificado el ligando que se une y activa a HER2 (ErbB2
o neu), la teoría que prevalece es que HER2 es un coreceptor que actúa en conjunción con otros receptores HER para
amplificar y en algunos casos iniciar la señalización receptor-ligando. La dimerización con el mismo tipo de receptor
(homodimerización) o con otro miembro de la familia HER (heterodimerización) es esencial para su actividad. HER2
es la pareja de dimerización preferida por otros miembros de la familia HER. El papel de la familia HER en muchos
tipos de tumores epiteliales está bien documentado y ha conducido al desarrollo racional de nuevos agentes contra el
cáncer dirigidos específicamente a los receptores HER. El anticuerpo monoclonal (MAb) recombinante humanizado
anti-HER2 trastuzumab es un estándar en el cuidado de pacientes con cáncer de mama metastásico (MBC) HER2-
positivo. La sobreexpresión/amplificación de la proteína/gen HER2, que aparece en el 20-30% de los cases de cáncer
de mama, es un prerrequisito para el tratamiento con trastuzumab.

El pertuzumab (OmnitargTM; anteriormente 2C4) es el primero de un nuevo tipo de agentes conocidos como inhibi-
dores de la dimerización de HER (HDI). El pertuzumab se une a HER2 en su dominio de dimerización, inhibiendo así
su capacidad de formar complejos diméricos de receptor activo y bloqueando así la cascada de señalización posterior
que finalmente resulta en el crecimiento celular y la división. El pertuzumab es un anticuerpo monoclonal recombi-
nante totalmente humanizado dirigido contra el dominio extracelular de HER2. La unión de pertuzumab a HER2 en
células epiteliales humanas evita que HER2 forme complejos con otros miembros de la familia HER (lo que incluye
EGFR, HER3 y HER4) y probablemente también la homodimerización de HER2. Mediante el bloqueo de la formación
de complejos, el pertuzumab evita los efectos de estimulación del crecimiento y las señales de supervivencia celular
activadas por los ligandos de HER1, HER3 y HER4 (por ejemplo EGF, TGFα, anfiregulina, y las heregulinas). Otros
nombres del pertuzumab son 2C4 o OmnitargTM. El pertuzumab es un anticuerpo monoclonal recombinante totalmente
humanizado basado en las secuencias marco de la IgG1(κ) humana. La estructura de pertuzumab consiste en dos ca-
denas pesadas (449 residuos) y dos cadenas ligeras (214 residuos). En comparación con el trastuzumab (HerceptinTM),
el pertuzumab tiene 12 aminoácidos diferentes en la cadena ligera y 29 aminoácidos diferentes en la cadena pesada de
la IgG1.

Derynck, R., et al., describe la estructura precursora y la expresión del factor de crecimiento transformante alfa en
E. coli que está secretada por muchos tumores humanos y que puede inducir la transformación reversible de las líneas
celulares no transformadas.

WO 2004/092353 y WO 2004/091384 presentan investigaciones sobre que la formación de heterodímeros de Her2
con otros receptores debería estar ligada a la efectividad o funcionamiento del pertuzumab.

Zabrecky, J. R. et al., J. Biol. Chem. 266 (1991) 1716-1720 describen que la liberación del dominio extracelular de
Her2 puede tener implicaciones en la oncogénesis y su detección podría ser útil en el diagnóstico del cáncer. Colomer
R. et al., Clin. Cancer Res. 6 (2000) 2356-2362 describe el dominio extracelular de Her2 circulante y la resistencia a
la quimioterapia en el cáncer de mama avanzado. El pronóstico y valor predictivo del dominio extracelular de Her2 se
revisa en Hait, W. N. Clin. Cancer Res. 7 (2001) 2601-2604.

La patente US2004/106161 describe la identificación de tumores respondedores al tratamiento con anticuerpos
anti-Her2 al detectar la presencia de un complejo de proteínas HER2/HER3 y/o HER2/HER1 o de la fosforilación de
HER2 en una muestra de células tumorales. Los pacientes que padecen de un tumor que comprende heterodímeros
de HER2/HER1 y/o HER2/HER3 y/o fosforilación de HER2 se tratan con anticuerpos anti-HER2, como rhuMAb
2C4.

La patente WO20005/047534 proporciona composiciones, métodos y usos para la predicción, diagnóstico, pro-
nóstico, prevención y tratamiento de neoplasias malignas y cáncer de mama en particular. Se describen los genes que
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se expresan de forma diferencial en el tejido mamario de pacientes con cáncer de mama versus los de la población
normal.

La patente WO2004/091384 está dirigida a una clase de biomarcadores en muestras de pacientes que comprenden
dímeros de receptores de membrana de superficie celular ErbB.

Panica, L., et al., Int. J. Cancer 65 (1996) 51-56 describe la detección inmunohistoquímica diferencial del factor
de crecimiento transformante alfa, anfiregulina y cripto en tejidos humanos normales y tejidos de cáncer de mama.

Resumen de la invención

Todavía existe la necesidad de proporcionar métodos adicionales para la determinación de la progresión de la
enfermedad en un paciente con cáncer tratado con un inhibidor de la dimerización de HER.

Asimismo, en una realización de la invención, se proporciona un método para la predicción de la respuesta a un
tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER en un paciente, lo que comprende los pasos de

a) valorar en una muestra biológica del paciente, en la que la muestra biológica es suero sanguíneo, el nivel de
expresión de una

- proteína marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinación de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinación de
proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteínas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerización de HER en el paciente mediante la
evaluación de los resultados del paso a).

En otra realización de la invención, se utiliza un anticuerpo que se une específicamente a la proteína marcadora del
factor de crecimiento transformante alfa para predecir la respuesta al tratamiento con el anticuerpo 2C4 en un paciente.

Los artículos “un” y “una” se utilizan aquí en referencia a uno o más de uno (es decir a al menos uno) de los objetos
gramaticales del artículo. Como ejemplo, “un elemento” significa un elemento o más de un elemento.

El término “muestra biológica” significa generalmente cualquier muestra biológica obtenida de un individuo, fluido
corporal, línea celular, cultivo tisular, u otra fuente. Los fluidos corporales son por ejemplo linfa, suero, plasma, orina,
semen, líquido sinovial y líquido espinal. Los métodos para la obtención de biopsias tisulares y los fluidos corporales
de mamíferos son bien conocidos en la materia. Si el término “muestra” se utiliza solo, podría también significar que
la muestra es una “muestra biológica”, es decir los términos se utilizan de forma intercambiable.

Los términos “respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER” o “respuesta de un paciente
a un tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER” se refiere al beneficio clínico recibido por el paciente
que padece de una enfermedad o condición (como el cáncer) a partir de o como resultado del tratamiento con el
inhibidor de la dimerización de HER. Un beneficio clínico incluye una remisión completa, una remisión parcial, una
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estabilización de la enfermedad (sin progresión), supervivencia sin progresión, supervivencia sin enfermedad, mejora
en el tiempo de progresión (de la enfermedad), mejora en el tiempo hasta la muerte, o mejora en el tiempo global
de supervivencia del paciente, a partir de o como resultado del tratamiento con el inhibidor de la dimerización de
HER. Existen criterios para la determinación de una respuesta a la terapia y estos criterios permiten la comparación
de la eficacia con tratamientos alternativos (Slapak y Kufe, Principles of Cancer Therapy, en Harrisons’s Principles of
Internal Medicine, 13ª edición, eds. Isselbacher et al., McGraw-Hill, Inc. 1994). Por ejemplo, una respuesta completa
o remisión completa del cáncer es la desaparición de toda enfermedad maligna detectable. Una respuesta parcial o
remisión parcial del cáncer puede ser por ejemplo, una reducción aproximada del 50 por ciento en el producto de los
mayores diámetros perpendiculares de una o más lesiones o cuando no hay un aumento en el tamaño de ninguna lesión
o la aparición de nuevas lesiones.

Tal como se utiliza en este documento, el término “progresión del cáncer” incluye y puede referirse a metástasis;
una recurrencia del cáncer, o un aumento de al menos aproximadamente un 25 por ciento en el producto de los mayores
diámetros perpendiculares de una lesión o la aparición de nuevas lesiones. La progresión del cáncer, preferiblemente
cáncer de mama, está “inhibida” si la recurrencia o metástasis del cáncer se reduce, ralentiza, retrasa o evita.

El término “tiempo hasta la progresión/muerte (TTP)” es un sinónimo de “supervivencia libre de progresión
(PFS)”. Este describe un criterio de valoración clínico utilizado con frecuencia en los ensayos oncológicos. Aquí
la medida para cada paciente es igual al tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de un paciente en un ensa-
yo (definido en el protocolo del ensayo) hasta la detección de una progresión del cáncer (definido en el protocolo del
ensayo) o la aparición de cualquier fatalidad (lo que sea primero). Si finaliza el seguimiento del paciente (por ejemplo,
al finalizar el estudio) tras un periodo t, y no se observa ningún evento, entonces este tiempo de observación t, se
denomina “censurado”.

El término “Tiempo hasta la muerte (TTD)” es un sinónimo de “Supervivencia global (OS)”. Este describe un
criterio de valoración clínico utilizado con frecuencia en los ensayos oncológicos. Aquí la medida para cada paciente
es igual al tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de un paciente en un ensayo (definido en el protocolo
del ensayo) hasta la aparición de cualquier fatalidad. Si finaliza el seguimiento del paciente (por ejemplo, al finalizar
el estudio) tras un periodo t, y no se observa ningún evento, entonces este tiempo de observación t, se denomina
“censurado”.

El término “covariado” posee el siguiente significado. Los criterios de valoración clínicos se consideran con fre-
cuencia en modelos de regresión, en los que el criterio de valoración representa la variable dependiente y los biomar-
cadores representan las variables principales o diana independiente (regresores). Si se consideran variables adicionales
a partir del conjunto de datos clínicos, estos se denominan covariados (clínicos). El término “covariado clínico” se uti-
liza en este documento para describir toda la información clínica sobre el paciente, que está en general disponible en
la línea basal. Estos covariados clínicos comprenden información demográfica como el sexo, edad, etc., otra informa-
ción anamnésica, enfermedades concomitantes, terapias concomitantes, resultados de exámenes físicos, parámetros de
laboratorio obtenidos, propiedades conocidas del tumor diana, información que cuantifica el alcance de la neoplasia,
puntuaciones de rendimiento clínico como ECOG o índice de Karnofsky, estadío de enfermedades clínicas, tiempo y
resultado de pretratamientos e historia de la enfermedad así como toda información similar, que pueda estar asociada
con el pronóstico clínico.

El término “análisis crudo o sin ajustar” se refiere al análisis de regresión, en el que sobre los biomarcadores
considerados no se utilizan covariados clínicos adicionales en el modelo de regresión, ni como factores independientes
ni como covariado estratificante.

El término “ajustado por covariados” se refiere al análisis de regresión, en el que sobre los biomarcadores consi-
derados se utilizan covariados clínicos adicionales en el modelo de regresión, como factores independientes o como
covariado estratificante.

El término “univariado” se refiere en este documento a los modelos de regresión o aproximaciones gráficas en las
que como variable independiente sólo uno de los biomarcadores diana es parte del modelo. Estos modelos univariados
pueden considerarse con y sin covariados clínicos adicionales.

El término “multivariado” se refiere en este documento a los modelos de regresión o aproximaciones gráficas en
las que como variables independientes más de uno de los biomarcadores diana es parte del modelo. Estos modelos
multivariados pueden considerarse con y sin covariados clínicos adicionales.

Los “nucleótidos” son “nucleósidos” que además incluyen un grupo fosfato covalentemente unido a la porción
azúcar del nucleósido. Para aquellos “nucleósidos” que incluyen un azúcar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede
estar unido tanto a la matriz hidroxilo en 2’, 3’ o 5’ del azúcar. Un “nucleótido” es la “unidad monomérica” de un “oli-
gonucleótido”, más generalmente denominado aquí “compuesto oligomérico”, o “polinucleótido”, más generalmente
denominado “compuesto polimérico”. Otra expresión general, asimismo, es ácido desoxiribonucleico (DNA) y ácido
ribonucleico (RNA). Como se usa aquí, el término “polinucleótido” es sinónimo de “ácido nucleico”.

El término “sonda” se refiere a ácidos nucleicos (DNA o RNA) producidos sintéticamente o biológicamente que,
por diseño o selección, contienen secuencias nucleotídicas específicas que les permiten hibridar bajo astringencias
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definidas predeterminadas específicamente (es decir, preferentemente) a “ácidos nucleicos”. Una “sonda” puede iden-
tificarse como una “sonda de captura” lo que significa que ésta “captura” el ácido nucleico de modo que pueda ser
separado de materiales no deseados que puedan dificultar su detección. Una vez se consigue la separación, la de-
tección del “ácido nucleico diana” capturado puede conseguirse utilizando un procedimiento adecuado. Las “sondas
de captura” a menudo se encuentran ya unidas a una fase sólida. De acuerdo con la presente invención, el término
hibridación bajo “condiciones astringentes” tiene el mismo significado que en Sambrook et al. (Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), parágrafo 1.101-1.104). Preferiblemente, una
“hibridación astringente” es adecuada cuando una señal de hibridación aún es detectable tras lavar durante 1 h con
1xSSC y SDS 0.1% a 50ºC, preferiblemente a 55ºC, más preferiblemente a 62ºC, y más preferiblemente a 68ºC, y
más preferiblemente durante 1 hora con 0,2xSSC y SDS 0.1% a 50ºC, preferiblemente a 55ºC, más preferiblemente a
62ºC, y aun más preferiblemente a 68ºC. La composición del tampón SSC se describe en Sambrook et al. (Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)).

Un “polinucleótido transcrito” es un polinucleótido (por ejemplo un RNA, un cDNA, o un análogo de un RNA o
cDNA) que es complementario u homólogo con todo o una porción de un RNA maduro producido por transcripción
de un gen, como el gen marcador de la invención, y el procesado normal post-transcripcional (por ejemplo corte y
empalme), si ocurre, del tránscrito. El término “cDNA” es una abreviatura de DNA complementario, la copia de DNA
de cadena sencilla o doble de un mRNA. El término “mRNA” es una abreviatura del RNA que sirve como molde para
la síntesis proteica.

El término “gen marcador” pretende incluir un gen que es útil de acuerdo con esta invención para la determinación
de la progresión del cáncer en un paciente, particularmente en un paciente con cáncer de mama. Podría llamarse tam-
bién gen marcador de cáncer, preferiblemente cáncer de mama. El término “polinucleótido marcador” se pretende que
incluya un tránscrito de nucleótidos (hnRNA o mRNA) codificado por un gen marcador de acuerdo con la invención,
o cDNA derivado del tránscrito de nucleótidos, o un segmento de dicho tránscrito o cDNA.

El término “proteína marcadora” o “polipéptido marcador” pretende incluir una proteína o polipéptido codificado
por un gen marcador de acuerdo con la invención, o un polipéptido o fragmento de proteína que comprende dicha
proteína marcadora.

El término “producto génico” se pretende que incluya un marcador polinucleotídico y una proteína marcadora
codificada por el gen mencionado.

La expresión de un gen marcador difiere “significativamente” del nivel de expresión del gen marcador en una
muestra de referencia si el nivel de expresión del gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en
una muestra del sujeto de referencia en una cantidad mayor que el error estándar del ensayo utilizado para valorar
la expresión, y preferiblemente es de al menos un 10%, y más preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternativamente, la expresión del gen marcador
en el paciente puede considerarse “significativamente” inferior que el nivel de expresión en un sujeto control si el
nivel de expresión en una muestra del paciente es inferior al nivel en una muestra del sujeto control en una cantidad
superior al error estándar del ensayo utilizado para valorar la expresión, y preferiblemente es de al menos un 10%,
y más preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa
cantidad.

Un polinucleótido marcador o una proteína marcadora “corresponden a” otro polinucleótido marcador o proteína
marcadora si está relacionado con éstos, particularmente preferido es que sea idéntico a éstos.

El término “nivel de expresión” generalmente se refiere a la cantidad de un polinucleótido o un producto de ami-
noácidos o proteína en la muestra. “Expresión” generalmente se refiere al proceso por el cual la información codificada
por un gen se convierte en las estructuras presentes y operativas en la célula, asimismo de acuerdo con la invención, el
término “expresión” de un gen (marcador) incluye la transcripción en un polinucleótido, la traducción en una proteína
y además la modificación post-traduccional de la proteína. Los fragmentos del polinucleótido transcrito, la proteína
traducida o la proteína modificada post-traduccionalmente pueden también referirse como expresados si se originan
por ejemplo de un tránscrito generado por corte y empalme alternativo, un tránscrito degradado o procesado post-
traduccional de la proteína, por ejemplo mediante proteólisis. Como se usa aquí, los “genes expresados” incluyen
aquellos que son transcritos a un polinucleótido como mRNA y luego traducidos a una proteína. Este término puede
también incluir los genes expresados que son transcritos a RNA pero no traducidos a una proteína (por ejemplo, RNA
de transferencia y ribosomal). Los términos “sobreexpresión” e “infraexpresión” se refieren a una desviación hacia
arriba y hacia abajo respectivamente en los niveles de expresión comparado con el nivel de expresión basal en una
muestra utilizada como control. La “sobreexpresión” es por lo tanto también “expresión aumentada” e “infraexpre-
sión” es “expresión reducida”.

El término “anfiregulina” está relacionado con un gen que codifica una proteína y con la propia proteína que es
un miembro de la familia del factor de crecimiento epidérmico. Es un factor de crecimiento autocrino así como un
mitógeno para los astrocitos, las células de Schwann, y los fibroblastos. Está relacionado con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-alfa). Esta proteína interacciona con el receptor
del EGF/TGF-alfa para promover el crecimiento de las células epiteliales normales e inhibir el crecimiento de ciertas
líneas celulares de carcinoma agresivo. De acuerdo con la invención, la secuencia de aminoácidos de anfiregulina es
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la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 1. De acuerdo con la invención, la secuencia de ácido
nucleico del cDNA de la “anfiregulina” es la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 5 al que
se puede acceder en GenBank con el número de acceso NM_001657.

El término “factor de crecimiento transformante alfa” está relacionado con un gen que codifica una proteína y con
la propia proteína, que es un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformantes (TGFs). Éstos son
polipéptidos biológicamente activos que confieren de forma reversible el fenotipo transformado a células en cultivo.
El “factor de crecimiento transformante alfa” muestra alrededor de un 40% de homología de secuencia con el factor
de crecimiento epidérmico y compite con el EGF por la unión al receptor de EGF, estimulando su fosforilación y
produciendo una respuesta mitogénica. De acuerdo con la invención, la secuencia de aminoácidos del “factor de
crecimiento transformante alfa” es la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 3. De acuerdo con
la invención, la secuencia de ácido nucleico del cDNA del “factor de crecimiento transformante alfa” es la secuencia
de ácido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 7 al que se puede acceder en GenBank con el número de acceso
NM 003236.

El término “factor de crecimiento epidérmico” está relacionado con un gen que codifica una proteína y con la propia
proteína que es un miembro de la familia de los factores de crecimiento. El “factor de crecimiento epidérmico (EGF)”
tiene un importante efecto sobre la diferenciación de células específicas in vivo y es un potente factor mitogénico para
una variedad de células en cultivo tanto de origen ectodérmico como mesodérmico. Se cree que el precursor del EGF
existe como una molécula unida a membrana que es escindida proteolíticamente para generar la hormona peptídica
de 53 aminoácidos que estimula que las células se dividan. De acuerdo con la invención, la secuencia de aminoácidos
del “factor de crecimiento epidérmico” es la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 2. De
acuerdo con la invención, la secuencia de ácido nucleico del cDNA del “factor de crecimiento epidérmico (EGF)” es
la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 6 al que se puede acceder en GenBank con el número
de acceso NM_001963. El “receptor del factor de crecimiento epidérmico” abreviado como EGFR, una glicoproteína
de 170-kD, está formada por un dominio extracelular N-terminal, un dominio transmembrana hidrofóbico, y una
región intracelular C-terminal que contiene el dominio quinasa. El mRNA tiene diferentes variantes traducidas a
diferentes proteínas receptor. De acuerdo con la invención, la secuencia de aminoácidos del “receptor del factor de
crecimiento epidérmico” es la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 11 (tránscrito variante
1; número de acceso de GenBank NM_005228), Id. de Sec. Núm. 12 (tránscrito variante 2; número de acceso de
GenBank NM_201282), Id. de Sec. Núm. 13 (tránscrito variante 3; número de acceso de GenBank NM_201283), o
Id. de Sec. Núm. 14 (tránscrito variante 4; número de acceso de GenBank NM_201284). El EGFR, codificado por
gen erbB1, ha sido implicado con una relación causal en las neoplasias humanas. En particular, se ha observado la
expresión aumentada de EGFR en el cáncer de mama, vejiga urinaria, pulmón, cabeza, cuello y estómago así como
en glioblastomas. La dimerización inducida por ligando del EGFR activa el dominio RTK intrínseco (un dominio de
homología a Src 1, SH1), lo que resulta en la autofosforilación en seis residuos tirosina específicos del EGFR en la
cola no catalítica del dominio citoplasmático. Los efectos celulares de la activación del EGFR en una célula cancerosa
incluyen la proliferación aumentada, promoción de la motilidad celular, adhesión, invasión, angiogénesis, y aumento
de la supervivencia celular mediante la inhibición de la apoptosis. El EGFR activado induce la proliferación de las
células tumorales a través de la estimulación de la cascada de la proteína quinasa activada por mitógenos (MAPK).

Los términos “neu humano”, “c-erbB-2”, “erbB2”, “erbB-2”, “HER-2/neu”, “Her2”y “HER-2” se utilizan aquí de
forma intercambiable. El término “Her2” se relaciona con un gen que codifica una proteína y con la propia proteína,
que es un miembro de la familia de receptores tirosina quinasa de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGF). Esta proteína no tiene un dominio de unión a ligando por sí misma y por lo tanto no puede unir
factores de crecimiento. Sin embargo, se une fuertemente a otros miembros de la familia del receptor de EGF unidos
a ligando para formar un heterodímero, estabilizando la unión al ligando y aumentando la activación mediada por la
quinasa de las vías de señalización posteriores, como las que involucran a la proteína quinasa activada por mitógenos
y a la fosfatidilinositol-3 quinasa. Se han descrito variaciones alélicas en las posiciones aminoacídicas 654 y 655
de la isoforma a (posiciones 624 y 625 de la isoforma b), siendo el preferido el alelo más común, Ile654/Ile655 de
acuerdo con la invención. La amplificación y/o sobreexpresión de este gen se ha descrito en numerosas neoplasias, lo
que incluye los tumores de mama y ováricos. El corte y empalme alternativo resulta en muchos tránscritos variantes
adicionales, codificando algunos diferentes isoformas y otros aún no se han caracterizado completamente. De acuerdo
con la invención, la secuencia de aminoácidos de Her2 es la secuencia de aminoácidos de acuerdo con el Id. de Sec.
Núm. 4. De acuerdo con la invención, la secuencia de ácido nucleico del cDNA de “Her2” es la secuencia de ácido
nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 8 al que se puede acceder en GenBank con el número de acceso NM
004448.2.

El “dominio extracelular de Her2” o “dominio de liberación extracelular de Her2” es una glicoproteína de entre 97
y 115 kDa que corresponde sustancialmente al dominio extracelular del producto génico Her2 humano. Puede estar
referido como p105 (Zabrecky J. R. et al., J. Biol. Chem. 266 (1991) 1716-1720; US 5.401.638; US 5.604.107). La
cuantificación y detección del dominio extracelular de Her2 se describe en las patentes estadounidenses US 5.401.638
y US 5.604.107.

El término “Her3” se aplica a otro miembro de los receptores tirosina quinasa de la familia del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). Esta proteína unida a membrana no tiene un dominio activo quinasa. La proteína
puede unir ligandos pero no transmitir una señal en la célula. Ésta forma heterodímeros con otros miembros de la
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familia del receptor de EGF que tienen actividad quinasa, lo que da lugar a la proliferación o diferenciación celular.
La amplificación de este gen y/o la sobreexpresión de esta proteína se encuentra en numerosas neoplasias. De acuerdo
con la invención, la secuencia de aminoácidos del cDNA de “Her3” es la secuencia de aminoácidos de acuerdo con
el Id. de Sec. Núm. 9 al que se puede acceder en GenBank al traducir la secuencia de ácido nucleico de Her3 con el
número de acceso NM_001005915. De acuerdo con la invención, la secuencia de ácido nucleico del cDNA de “Her3”
es la secuencia de ácido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Núm. 10 al que se puede acceder en GenBank con el
número de acceso NM_001005915.

El término “anticuerpo” se utiliza aquí en su sentido más amplio y cubre específicamente los anticuerpos monoclo-
nales intactos, los anticuerpos policlonales, los anticuerpos multiespecíficos (por ejemplo, los anticuerpos biespecífi-
cos) formados de al menos dos anticuerpos intactos, y los fragmentos de anticuerpo, siempre que tengan la actividad
biológica deseada.

El término “anticuerpo monoclonal” tal y como se utiliza aquí, se refiere a un anticuerpo obtenido de una población
de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprende la población son
idénticos con la excepción de posibles mutaciones que aparecen naturalmente que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente específicos, y están dirigidos contra un único sitio antigénico.
Además, al contrario que las preparaciones de anticuerpos policlonales, que incluyen diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epítopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un único determinante del
antígeno. Además de su especificidad, los anticuerpos monoclonales tienen la ventaja de que pueden sintetizarse
de forma no contaminada por otros anticuerpos. El modificador “monoclonal” indica el carácter del anticuerpo, su
obtención a partir de una población sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere
la producción del anticuerpo mediante ningún método en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se
usan de acuerdo con la presente invención pueden obtenerse mediante el método del hibridoma descrito inicialmente
por Kohler, G. et al., Nature 256 (1975) 495-497, o pueden obtenerse mediante métodos de DNA recombinante (véase,
por ejemplo U. S. 4.816.567). Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una porción de un anticuerpo intacto.

Un anticuerpo “que se une” a un antígeno de interés de acuerdo con la invención es aquel capaz de unirse al antíge-
no con suficiente afinidad para que el anticuerpo sea útil en la detección de la presencia del antígeno. El anticuerpo de
acuerdo con la invención es aquel que se une a Her2 humano y no reacciona de forma cruzada (significativamente) con
otras proteínas. En estas realizaciones, la unión del anticuerpo a otras proteínas será inferior al 10% como se determina
mediante análisis de selección celular activada por fluorescencia (FACS) o radioinmunoprecipitación (RIA).

La dimerización - el emparejamiento de receptores - es esencial para la actividad de señalización de todas los recep-
tores HER. De acuerdo con la invención, el término “inhibidor de la dimerización de Her” o preferiblemente “inhibidor
de la heterodimerización de Her2” se refiere a un agente terapéutico que se une a Her2 e inhibe la heterodimerización
de Her2. Son preferiblemente anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales, más preferiblemente anticuer-
pos humanizados que se unen a Her2 e inhiben la heterodimerización de Her2. Ejemplos de anticuerpos que se unen a
HER2 incluyen el 4D5, 7C2, 7F3 o 2C4 así como las variantes humanizadas de los mismos, incluyendo el huMAb4D5-
1, huMAb4D5-2, huMAb4D5-3, huMAb4D5-4, huMAb4D5-5, huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 y huMAb4D5-8 como
se describe en la Tabla 3 de la patente U.S. 5.821.337; y los números de mutante del 2C4 humanizado 560, 561, 562,
568, 569, 570, 571, 574, o 56869 como se describe en la WO01/00245. El 7C2 y 7F3, y las variantes humanizadas de
los mismos se describen en la WO98/17797. Este término puede no aplicarse a los anticuerpos monoclonales como
el trastuzumab vendido bajo el nombre HerceptinTM ya que el mecanismo de acción es diferente y este anticuerpo no
inhibe la dimerización de Her.

Es preferido a lo largo de la solicitud el “anticuerpo 2C4”, en particular la variante humanizada del mismo (WO
01/00245; producida por la línea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection, Manassass,
VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que se une a una región en el dominio extracelular de Her2 (por ejemplo,
uno a más residuos cualquiera de la región entre alrededor del residuo 22 a alrededor del residuo 584 de Her2, ambos
incluidos). El “epítopo 2C4” es la región en el dominio extracelular de ErbB2 a la cual se une el anticuerpo 2C4.
La expresión “anticuerpo monoclonal 2C4” se refiere a un anticuerpo que tiene los residuos de unión al antígeno del
anticuerpo 2C4 murino, o uno derivado del mismo, de los Ejemplos en la WO 01/00245. Por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal 2C4 puede ser el anticuerpo monoclonal 2C4 murino o una variante del mismo, como el anticuerpo
2C4 humanizado, que posea los residuos aminoacídicos de unión a antígeno del anticuerpo monoclonal 2C4 murino.
Ejemplos de anticuerpos 2C4 humanizados se proporcionan en el Ejemplo 3 de la WO 01/00245. A menos que se
indique de otro modo, cuando la expresión “rhuMAb 2C4” se usa aquí se refiere a un anticuerpo que comprende las
secuencias variable ligera (VL) y variable pesada (VH) de Id. de Sec. Núm. 3 y 4 de la WO 01/00245, respectivamente,
fusionadas con las secuencias de la región constante ligera y pesada de la IgG1 humana (alotipo no A) opcionalmente
expresada en células de ovario de hámster chino (CHO). Las realizaciones preferidas de la WO 01/00245 son también
preferidas aquí. El anticuerpo 2C4 humanizado se llama también pertuzumab (OmnitargTM).

Un “equipo” es cualquier manufactura (por ejemplo paquete o contenedor) que comprenda al menos un reactivo,
por ejemplo una sonda, para la detección específica de un gen marcador o proteína de la invención. La manufactura es
preferiblemente promovida, distribuida, o vendida como una unidad para realizar los métodos de la presente invención.

Los verbos “determinar” y “valorar” pueden tener el mismo significado y se utilizan de forma intercambiable a lo
largo de la solicitud.
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Descripción detallada de la invención

Las técnicas convencionales de biología molecular y química de ácidos nucleicos, que forman parte de la expe-
riencia en la materia, se explican en la literatura. Véase, por ejemplo, Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, Gait, M. J., (ed.),
Oligonucleotide synthesis - a practical approach, IRL Press Limited, 1984; Hames, B. D., y Higgins, S. J., (eds.),
Nucleic acid hybridization - a practical approach, IRL Press Limited, 1985; y una serie, Methods in Enzymology,
Academic Press, Inc., todos ellos incorporados aquí como referencia. Todas las patentes, solicitudes de patente, y
publicaciones mencionadas aquí, tanto anteriormente como a continuación, se incorporan aquí como referencia.

a) valorar en una muestra biológica del paciente, en la que la muestra biológica es suero sanguíneo, el nivel de
expresión de una

- proteína marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinación de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinación de
proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteínas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de Her2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerización de HER en el paciente mediante la
evaluación de los resultados del paso a).

Preferiblemente, en el método de acuerdo con la invención, el paso a) de valoración de la proteína marcadora co-
dificada por el gen marcador o la combinación de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores comprende

a1) valorar el nivel de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación de
proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresión valorado en el paso a1) está por encima o por debajo del valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado en masa/volumen para el suero sanguíneo. Puede medirse
mediante métodos conocidos para el experto versado en la materia y también descritos en esta invención.

En una realización preferible de la invención, si el valor está por encima o por debajo del valor umbral, puede de-
terminarse la respuesta al tratamiento. Respecto al uso de una única proteína marcadora codificada por el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa de acuerdo con la invención, la situación es la que sigue para pacientes
con cáncer de mama metastásico. Esta manera depende, no obstante, de la indicación pero puede determinarse en
base a la descripción de esta invención. Respecto al gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa solo,
son favorables los niveles bajos de expresión son favorables para la supervivencia libre de progresión (tiempo hasta
la muerte o progresión) y supervivencia global (tiempo hasta la muerte) cuando el tratamiento con un inhibidor de la
dimerización de HER se considera para un paciente con cáncer de mama metastásico con niveles de expresión bajos
para Her2, es decir, un nivel bajo de expresión del gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa predice
una buena respuesta en estos pacientes a un tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER (véase Fig. 7).
Éste es el caso tanto para los covariados clínicos crudos como ajustados. Por lo tanto, es preferible que el nivel de ex-

8



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 066 T3

presión valorado en el paso a1) del gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa esté por debajo del valor
umbral para predecir una buena respuesta al tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER en pacientes con
cáncer de mama metastásico con niveles de expresión bajos para Her2.

Ya que las proteínas marcadoras codificadas por los genes marcadores, en particular en suero, pueden utilizarse en
modelos de predicción de marcador múltiple que incluyen potencialmente otros covariados clínicos, en dichos mode-
los no puede determinarse de forma simple la dirección de un efecto beneficiosos de una única proteína marcadora
codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, y puede contradecir la dirección encon-
trada en los análisis univariados, es decir, la situación que se ha descrito para el uso de una única proteína marcadora
codificada por el gen marcador.

Más preferiblemente, en el método de acuerdo con la invención, el valor umbral se determina antes del paso a1)
del método de la invención mediante

a1) valorar el nivel de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación de
proteínas marcadoras codificadas por los genes marcadores en una pluralidad de muestras biológicas, en el que las
muestras biológicas son muestras de suero sanguíneo, de pacientes antes del tratamiento con el inhibidor de la dime-
rización de HER,

2) correlacionar la respuesta de los pacientes tratados con el inhibidor de la dimerización de HER con el nivel
de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación de proteínas marcadoras
codificadas por genes marcadores determinados en el paso a) determinando de ese modo el valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado en masa/volumen para el suero sanguíneo.

La presente invención también considera las mutaciones o variantes de proteínas marcadoras codificadas por los
genes marcadores de acuerdo con la presente invención y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la invención.
En estos mutantes o variantes, la secuencia nativa del gen marcador se cambia mediante sustituciones, deleciones o
inserciones. La “secuencia nativa” se refiere a una secuencia de aminoácidos o ácido nucleico que es idéntica a la
forma tipo salvaje o nativa de un gen marcador o proteína.

La presente invención también considera los mutantes o variantes de las proteínas de acuerdo con la presente
invención y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la invención. Una “secuencia de aminoácidos mutante”,
“proteína mutante” o “polipéptido mutante” se refiere a un polipéptido con una secuencia de aminoácidos que varía de
la secuencia nativa o está codificada por una secuencia de nucleótidos que se ha alterado intencionadamente a partir
de la secuencia nativa. Una “proteína mutante”, “proteína variante” o “muteína” significa una proteína que comprende
una secuencia de aminoácidos mutante e incluye los polipéptidos que difieren de la secuencia de aminoácidos de la
proteína nativa de acuerdo con la invención debido a deleciones y sustituciones de aminoácidos, o ambas.

La presente invención también considera un método para la predicción de la respuesta a un tratamiento con
una combinación de un inhibidor de la dimerización de HER y otra sustancia o agente como un agente quimio-
terapéutico o un anticuerpo terapéutico utilizado para el tratamiento del cáncer. El agente quimioterapéutico pue-
de ser por ejemplo gemcitabina (Gemzar®; nomenclatura química: 2’,2’-difluorodeoxicitidina (dFdC)), carboplatino
(diamina-(ciclobutano-1,1-dicarboxilato(2-)-O,O’)-platino), o paclitaxel (Taxol®, nomenclatura química: éster de β-
(benzoilamino)-α-hidroxi-6,12b-bis(acetiloxi)-12-(benzoiloxi)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11, 12,12a,12b-dodecahidro-4,11-
dihidroxi-4a,8,13,13-tetrametil-5-oxo-7,11-metano-1H-ciclodeca(3,4)benz(1,2-b)oxet-9-ilo, (ácido 2aR-(2a-α,4-β,4a-
β,6-β,9-α(α-R*,β-S*),11-α,12-α,12a-α,2b-α))-bencenpropanoico).

En otra realización preferible de la invención, el inhibidor de la dimerización de HER inhibe la heterodimerización
de HER2 con EGFR o HER3 o Her4. Preferiblemente, el inhibidor de la dimerización de HER es un anticuerpo,
preferiblemente el anticuerpo 2C4. A lo largo de esta solicitud es preferido el “anticuerpo 2C4”, en particular la
variante humanizada del mismo (WO 01/00245; producido por la línea celular de hibridoma depositada en la American
Type Culture Collection, Manassass, VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que se une a una región del dominio
extracelular de Her2 (por ejemplo, uno o más residuos cualquiera de la región de alrededor del residuo 22 a alrededor
del residuo 584 de Her2, ambos incluidos). Ejemplos de anticuerpos 2C4 humanizados se proporcionan en el Ejemplo
3 de la WO 01/00245. El anticuerpo 2C4 humanizado también se denomina OmnitargTM o pertuzumab.

En otra realización preferible de la invención, el paciente es un paciente con cáncer, preferiblemente un paciente
con cáncer de mama, cáncer de ovario, cáncer de pulmón o cáncer de próstata. El paciente con cáncer de mama es
preferiblemente un paciente con cáncer de mama metastásico o un paciente con una baja expresión de HER2 o un
paciente con cáncer de mama metastásico o un paciente con cáncer de mama con una alta expresión de HER2 o un
paciente con cáncer de mama metastásico. El paciente con cáncer de ovario es preferiblemente un paciente con cáncer
de ovario metastásico. El paciente con cáncer de pulmón es preferiblemente un paciente con cáncer de pulmón de
células no pequeñas (NSCLC).

En una realización preferible de la invención, el nivel de expresión de un gen marcador o la combinación de
genes marcadores en la muestra se valora mediante la detección del nivel de expresión de una proteína marcadora
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o un fragmento de la misma o una combinación de proteínas marcadoras o fragmentos de las mismas codificadas
por el gen marcador o la combinación de genes marcadores. Preferiblemente, el nivel de expresión de la proteína
marcadora o el fragmento de la misma o la combinación de proteínas marcadoras o los fragmentos de las mismas se
detectan utilizando un reactivo que se une específicamente a la proteína marcadora o el fragmento de la misma o la
combinación de proteínas marcadoras o los fragmentos de las mismas. Preferiblemente, el reactivo se selecciona de
entre el grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo o un derivado de un anticuerpo.

Hay muchos tipos diferentes de inmunoensayos que pueden utilizarse en el método de la presente invención, por
ejemplo el ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), ensayo inmunosorbente fluorescente (FIA), ensayo in-
munosorbente ligado a químicos (CLIA), radioinmunoensayo (RIA), y inmunoblotting. Para una revisión de los dife-
rentes inmunoensayos que pueden utilizarse, véase: Lottspeich y Zorbas (eds.), Bioanalytik, 1ª edición 1998, Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlín, Alemania. Asimismo, en otra realización preferible de la invención, el nivel
de expresión se determina utilizando un método seleccionado de entre el grupo que consiste en proteómica, citometría
de flujo, inmunocitoquímica, inmunohistoquímica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente
ligado a enzima multicanal, y variaciones de estos métodos. Asimismo, más preferiblemente, el nivel de expresión
se determina utilizando un método seleccionado de entre el grupo que consiste en proteómica, citometría de flujo,
inmunocitoquímica, inmunohistoquímica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente ligado a
enzima multicanal, y variaciones de estos métodos.

En otra realización preferible de la invención, el fragmento de la proteína marcadora es el dominio extracelular de
la proteína marcadora HER2. Preferiblemente, el dominio extracelular de la proteína marcadora HER2 tiene un peso
molecular de aproximadamente 105.000 Dalton. “Dalton” es una unidad de masa que es igual al peso de un átomo de
hidrógeno, o 1.657 x 10−24 gramos.

En otra realización preferible de la invención

- la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora de la anfiregulina es la secuencia de aminoácidos Id. de
Sec. Núm. 1,

- la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia de
aminoácidos Id. de Sec. Núm. 2,

- la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora del factor de crecimiento transformante alfa es la secuencia
de aminoácidos Id. de Sec. Núm. 3, o

- la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora HER2 es la secuencia de aminoácidos Id. de Sec. Núm. 4.

En otra realización preferible de la invención, el valor umbral en suero sanguíneo de

- la proteína marcadora del factor de crecimiento transformante alfa está entre 2,0 y 10,0, preferiblemente entre 2,0
y 5,0 pg/ml, más preferiblemente alrededor de 3,5 pg/ml,

- la proteína marcadora del factor de crecimiento epidérmico está entre 100 y 250 pg/ml, preferiblemente alrededor
de 150 pg/ml, o

- la proteína marcadora de la anfiregulina está entre 6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12 pg/ml.

En otra realización preferible de la invención, el valor umbral en suero sanguíneo del dominio extracelular de la
proteína marcadora Her2 está entre 12 y 22 ng/ml, preferiblemente alrededor de 18 ng/ml.

La secuencia de ácido nucleico del polinucleótido marcador de la anfiregulina es la secuencia de ácido nucleico Id.
de Sec. Nº: 5,

- la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido marcador del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia
de ácido nucleico Id. de Sec. Nº: 6,

- la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido marcador del factor de crecimiento transformante alfa es la
secuencia de ácido nucleico Id. de Sec. Nº: 7, o

- la secuencia de ácido nucleico del polinucleótido marcador de HER2 es la secuencia de ácido nucleico Id. de Sec.
Nº: 8.

En otra realización de la invención, un anticuerpo que se une a la proteína marcadora del factor de crecimiento
transformante alfa se utiliza para predecir la respuesta al tratamiento con la expresión del gen marcador difiere “sig-
nificativamente” del nivel de expresión del gen marcador en una muestra de referencia si el nivel de expresión del
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gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en una muestra del paciente de referencia por una cantidad
superior al error estándar del ensayo utilizado para valorar la expresión, y preferiblemente al menos un 10%, y más
preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1000% de la cantidad.
Alternativamente, la expresión del gen marcador en el paciente puede considerarse “significativamente” inferior al
nivel de expresión en un sujeto de referencia si el nivel de expresión en una muestra de paciente es inferior al nivel en
una muestra a partir de un sujeto de referencia por una cantidad superior al error estándar del ensayo utilizado para
valorar la expresión, y preferiblemente al menos un 10%, y más preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1000% de esa cantidad. La diferencia del nivel de expresión será de hasta
un 10.000 o 50.000%. La diferencia del nivel de expresión está preferiblemente entre un 10% hasta un 10.000%, más
preferiblemente entre un 25% y 10.000%, 50% a 10.000%, 100% a 10.000%, aún más preferiblemente entre un 25%
y 5.000%, 50% y 5.000%, 100% y 5.000%.

En otra realización de la invención, se proporciona un método de selección de una composición para la inhibición
de la progresión de la enfermedad en un paciente, comprendiendo este método:

a) la exposición separada de alícuotas de una muestra biológica de un paciente con cáncer en presencia de una
pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparación del nivel de expresión de un gen marcador o una combinación de genes marcadores seleccio-
nados de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en las alícuotas de la muestra biológica puesta en contacto con las
composiciones de prueba y el nivel de expresión de un gen marcador o una combinación de genes marcadores selec-
cionados de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico,
del factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en una alícuota de la muestra biológica que no se ha puesto
en contacto con las composiciones de prueba,

c) la selección de una de las composiciones de prueba que altera el nivel de expresión del gen marcador o la com-
binación de genes marcadores en la alícuota que contiene esta composición de prueba, en relación con la alícuota que
no se ha puesto en contacto con la composición de prueba en la que una diferencia significativa o de al menos un 10%
entre el nivel de expresión del gen marcador o la combinación de genes marcadores en la alícuota de la muestra bio-
lógica puesta en contacto con la composición de prueba y el nivel de expresión del gen marcador correspondiente o la
combinación de genes marcadores en la alícuota de la muestra biológica que no se ha puesto en contacto con la compo-
sición de prueba, es una indicación para la selección de la composición de prueba. La enfermedad es preferiblemente
cáncer y el paciente es preferiblemente un paciente con cáncer como se ha descrito anteriormente.

En otra realización de la invención, se proporciona un método de selección de una composición para la inhibición
de la progresión de la enfermedad en un paciente, comprendiendo este método:

a) la exposición separada de alícuotas de una muestra biológica de un paciente con cáncer en presencia de una
pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparación del nivel de expresión de

- un gen marcador o una combinación de genes marcadores seleccionados de entre el grupo que consiste en
el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de
HER2, o de

- una combinación de genes marcadores que comprende un gen marcador de la anfiregulina y un gen mar-
cador seleccionados de entre el grupo del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2,

en las alícuotas de la muestra biológica puesta en contacto con las composiciones de prueba y el nivel de expresión
de

- un gen marcador o una combinación de genes marcadores seleccionado de entre el grupo que consiste en
el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de
HER2, o una

- combinación de genes marcadores que comprende un gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador
seleccionado de entre el grupo del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y de HER2,

en una alícuota de la muestra biológica que no se ha puesto en contacto con las composiciones de prueba,

c) la selección de una de las composiciones de prueba que altera el nivel de expresión del gen marcador o la com-
binación de genes marcadores en la alícuota que contiene esta composición de prueba, en relación con la alícuota que
no se ha puesto en contacto con la composición de prueba en la que una diferencia significativa o de al menos un 10%
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entre el nivel de expresión del gen marcador o la combinación de genes marcadores en la alícuota de la muestra bio-
lógica puesta en contacto con la composición de prueba y el nivel de expresión del gen marcador correspondiente o la
combinación de genes marcadores en la alícuota de la muestra biológica que no se ha puesto en contacto con la compo-
sición de prueba, es una indicación para la selección de la composición de prueba. La enfermedad es preferiblemente
cáncer y el paciente es preferiblemente un paciente con cáncer como se ha descrito anteriormente.

La expresión de un gen marcador difiere “significativamente” del nivel de expresión del gen marcador en una
muestra de referencia si el nivel de expresión del gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en
una muestra del sujeto de referencia en una cantidad superior al error estándar del ensayo utilizado para valorar la
expresión, y preferiblemente en al menos un 10%, y más preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%,
175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternativamente, la expresión del gen marcador en el
paciente puede considerarse “significativamente” inferior al nivel de expresión en un sujeto de referencia si el nivel
de expresión en una muestra del paciente es inferior al nivel en una muestra del sujeto de referencia en una cantidad
superior al error estándar del ensayo utilizado para valorar la expresión, y preferiblemente en al menos un 10%, más
preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esta cantidad.
La diferencia del nivel de expresión puede ser de hasta 10.000 o 50.000%. La diferencia del nivel de expresión está
preferiblemente entre el 10% y 10.000%, más preferiblemente del 25% al 10.000%, del 50% al 10.000%, del 100% al
10.000%, y aun más preferiblemente del 25% al 5.000%, del 50% al 5.000%, del 100% al 5.000%.

Descripción de las figuras

Figura 1: Gráfico de dispersión de la transformación logarítmica de TGF-alfa frente al beneficio clínico categori-
zado.

Figura 2: Gráfico de dispersión de la transformación logarítmica de la Anfiregulina frente al beneficio clínico
categorizado.

Figura 3: Beneficio clínico ordinal de TGF-alfa.

Figura 4: Beneficio clínico ordinal de la anfiregulina.

Figura 5: Beneficio clínico ordinal de EGF.

Figura 6: Beneficio clínico ordinal de HER2-ECD.

Figura 7: Revisión exploratoria de los valores de los puntos de corte y rango-log de p de TTP y TTD para Anfire-
gulina, EGF, TGF-alfa y HER2-ECD.

Figura 8: Representación de Kaplan Meier de TGF-alfa para el tiempo hasta la progresión/muerte basado en el
punto de corte del marcador único exploratorio.

Figura 9: Representación de Kaplan Meier de TGF-alfa para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte
de marcador único exploratorio.

Figura 10: Representación de Kaplan Meier de anfiregulina para el tiempo hasta la progresión/muerte basado en el
punto de corte de marcador único exploratorio.

Figura 11: Representación de Kaplan Meier de anfiregulina para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de
corte de marcador único exploratorio.

Figura 12: Representación de Kaplan Meier de EGF para el tiempo hasta la progresión/muerte basado en el punto
de corte de marcador único exploratorio.

Figura 13: Representación de Kaplan Meier de EGF para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte de
marcador único exploratorio.

Figura 14: Representación de Kaplan Meier de HER2-ECD para el tiempo hasta la progresión/muerte basado en el
punto de corte de marcador único exploratorio.

Figura 15: Representación de Kaplan Meier de HER2-ECD para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de
corte de marcador único exploratorio.

Figura 16: Como ejemplo para una puntuación de combinación, mejorando además la separación entre los grupos
de mayor beneficio clínico/menor beneficio clínico en TTP: combinación de beneficio clínico ordinal de HER2-ECD
TGF alfa.
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Figura 17: Revisión exploratoria de los valores de los puntos de corte y rango-log de p para TTP y TTD para una
combinación de TGF-alfa y HER2-ECD.

Figura 18: Representación de Kaplan Meier de HER2-ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la progresión/muerte
basado en el punto de corte de marcador de combinación exploratorio.

Figura 19: Representación de Kaplan Meier de HER2-ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la muerte basado en el
punto de corte de marcador de combinación exploratorio.

Ejemplos

Observaciones generales a las reglas de predicción

La forma general de una regla de predicción consiste en la especificación de una función de uno o múltiples
biomarcadores que incluyen potencialmente los covariados clínicos para predecir la respuesta o no respuesta, o más
generalmente, predice el beneficio o falta de beneficio en términos de criterios de valoración clínicos definidos ade-
cuadamente.

La forma más simple de una regla de predicción consiste en un modelo univariado sin covariados, en el que la
predicción se determina por medio de un punto de corte o umbral. Esto puede expresarse en términos de la función
Heaviside para un punto de corte específico c una medida de biomarcador x, en el que la predicción binaria A o B
debe realizarse, entonces

Si H(x - c) = 0 entonces predice A.

Si H(x - c) = 1 entonces predice B.

Esta es la forma más simple de utilizar medidas de biomarcador univariado en las reglas de predicción. Si dicha
sencilla regla es suficiente, permite una simple identificación de la dirección del efecto, es decir si niveles altos o bajos
de expresión son beneficiosos para el paciente.

La situación puede ser más complicada si los covariados clínicos necesitan ser considerados y/o si los múltiples
biomarcadores se utilizan en las reglas de predicción multivariado. Para poder ilustrar estas cuestiones se muestran
dos ejemplos hipotéticos:

Ajuste de covariado (ejemplo hipotético)

Para un biomarcador X se encuentra que en una población de un ensayo clínico con niveles altos de expresión
está asociado con un peor pronóstico (análisis univariado). Un análisis más exhaustivo muestra que hay dos tipos de
tumor en la población, uno de ellos posee un peor pronóstico que el otro y a la vez la expresión del biomarcador
para este grupo de tumores es generalmente superior. Un análisis de covariados ajustado revela que para cada uno de
los tipos de tumor la relación de beneficio clínico y el pronóstico es inverso, es decir dentro de los tipos de tumores,
niveles de expresión más bajos están asociados con un mejor pronóstico. El efecto opuesto global está enmascarado
por el covariado de tipo de tumor - y el análisis de covariado ajustado como parte de la regla de predicción invierte la
dirección.

Predicción multivariada (ejemplo hipotético)

Para un biomarcador X se encuentra que en una población de un ensayo clínico con niveles altos de expresión
está ligeramente asociado con un peor pronóstico (análisis univariado). Para un segundo biomarcador Y se realiza
una observación similar mediante análisis univariado. La combinación de X e Y revela un buen pronóstico si ambos
biomarcadores son bajos. Esto hace que la regla prediga un beneficio si ambos biomarcadores están por debajo de
algunos puntos de corte (AND- en conexión con la función de predicción Heaviside). Para la regla de combinación ya
no hay una regla sencilla expresable en un sentido univariado. Por ejemplo, con niveles de expresión bajos en X no
predice de forma automática un mejor pronóstico.

Estos ejemplos sencillos muestran que las reglas de predicción con y sin covariados no pueden juzgarse a nivel uni-
variado de cada biomarcador. La combinación de múltiples biomarcadores más un ajuste potencial por los covariados
no permite asignar relaciones sencillas hacia biomarcadores únicos.
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Métodos estadísticos

Las tareas estadísticas comprenden los siguientes pasos:

1. Preselección de biomarcadores candidato.

2. Preselección de covariados de pronóstico clínico relevante.

3. Selección de funciones de predicción de biomarcador a un nivel univariado.

4. Selección de funciones de predicción de biomarcador incluyendo covariados clínicos a un nivel univariado.

5. Selección de funciones de predicción de biomarcador a un nivel multivariado.

6. Selección de funciones de predicción de biomarcador incluyendo covariados clínicos a un nivel multivariado.

El siguiente texto detalla los diferentes pasos:

Ad1: Preselección de biomarcadores candidato: La preselección estadística de biomarcadores candidato se orienta
a la potencia de la asociación con las mediciones del beneficio clínico. Para este propósito, los diferentes criterios
de valoración clínicos pueden transformarse en puntuaciones indirectas derivadas, como por ejemplo, una asignación
ordinal del grado de beneficio clínico o puntuaciones de morbilidad respecto al TTP o TTD que evita las observaciones
censuradas. Estas medidas indirectas transformadas pueden utilizarse fácilmente para el análisis de correlación simple,
p. ej., mediante la aproximación de correlación no paramétrica del rango de Spearman. Una alternativa aquí es utilizar
las mediciones de biomarcador como covariados métricos en los modelos de regresión “tiempo hasta el evento”,
como p. ej., la regresión de riesgo proporcional de Cox. Dependiendo de la distribución estadística de los valores
del biomarcador, este paso puede necesitar algún procesado previo, como p. ej., transformaciones estabilizantes de
la varianza y la utilización de escalas adecuadas o, alternativamente, un paso de estandarización como p. ej., utilizar
percentiles en lugar de mediciones crudas. Otra aproximación es la inspección de gráficos de dispersión bivariados,
p. ej., mostrando la dispersión de (eje x= valor del biomarcador, eje-y= medida del beneficio clínico) en base a un
solo paciente. También puede ser útil aquí alguna línea de regresión no paramétrica como p. ej., la que se consigue
mediante el suavizado de las curvas, para visualizar la asociación de biomarcador y beneficio clínico.

El fin de estas diferentes aproximaciones es la preselección de candidatos de biomarcador, que muestren alguna
asociación con el beneficio clínico en al menos una de las mediciones de beneficio empleadas, mientras que los
resultados para otras mediciones no sean contradictorios. Cuando están disponibles grupos control, las diferencias
en la asociación de biomarcadores con beneficio clínico en los diferentes brazos puede ser un signo de predicción
diferencial que hace al biomarcador elegible para una posterior consideración.

Ad2: Preselección de covariados de pronóstico clínico relevante: El término “covariado clínico” se utiliza aquí pa-
ra describir toda la otra información sobre el paciente, que está en general disponible en el nivel basal. Estos covariados
clínicos comprenden información demográfica como el sexo, la edad, etc., otra información anamnésica, enfermedades
concomitantes, terapias concomitantes, resultados de exámenes físicos, parámetros de laboratorio comunes obtenidos,
propiedades conocidas del tumor diana, información que cuantifica la extensión de la enfermedad maligna, puntua-
ciones clínicas realizadas como ECOG o índice de Karnofsky, estadío clínico de la enfermedad, tiempo y resultado de
los pretratamientos, e historial de la enfermedad, así como toda la información similar, que pueda estar asociada con
el pronóstico clínico. La preselección estadística de los covariados clínicos es paralela a las aproximaciones para la
preselección de biomarcadores y también está orientada a la potencia de la asociación con las mediciones de beneficio
clínico. Por lo que en principio los mismos métodos se aplican como se considera en 1. Además de los criterios esta-
dísticos, también se pueden aplicar criterios desde la experiencia clínica y el conocimiento teórico para preseleccionar
covariados clínicos relevantes.

El pronóstico mediante covariados clínicos puede influir con el pronóstico de los biomarcadores. Éstos se conside-
rarán para las reglas de predicción refinadas si es necesario.

Ad3: Selección de funciones de predicción de biomarcador a un nivel univariado: El término “función de predic-
ción” podrá utilizarse en un sentido general para indicar la función numérica de una medición del biomarcador que
resulta en un número que se escala para implicar la predicción diana.

Un ejemplo sencillo es la elección de la función Heaviside para un punto de corte c específico y una medición de
biomarcador x, en la que debe realizarse la predicción binaria A o B, entonces

Si H(x-c)=0 entonces predice A.

Si H(x-c)=1 entonces predice B.
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Esta es probablemente la vía más común de utilizar mediciones de biomarcador univariado en las reglas de predic-
ción. La definición de una función de predicción normalmente recurre a un grupo de datos de entrenamiento existentes
que pueden utilizarse para explorar las posibilidades de predicción. Para poder alcanzar un punto de corte c adecua-
do para el grupo de entrenamiento, se pueden tomar diferentes rutas. Primero, el gráfico de dispersión con la curva
suavizada mencionado en 1 puede utilizarse para definir el punto de corte. Alternativamente puede escogerse algún
percentil de la distribución, p. ej., la mediana o un cuartil. Los puntos de corte también pueden extraerse de forma
sistemática investigando todos los posibles puntos de corte de acuerdo con su potencial de predicción respecto a las
mediciones de beneficio clínico. Entonces estos resultados pueden representarse permitiendo una selección manual o
para emplear algún algoritmo de búsqueda para la optimización. Esto se realizó en base a los criterios de valoración de
TTP y TTD utilizando un modelo Cox, en el que cada punto de corte de prueba se utilizó el biomarcador como un co-
variado binario. Los criterios de predicción fueron las proporciones de riesgo resultantes. Entonces, los resultados del
TTP y TTD pueden considerarse conjuntamente para escoger un punto de corte que muestre la predicción de acuerdo
con ambos criterios de valoración.

Otra aproximación no común para escoger una función de predicción puede basarse en un parámetro fijado en
un modelo de regresión de Cox obtenido del grupo de entrenamiento con valores del biomarcador (posiblemente
transformados) como covariado. Entonces, la predicción puede depender sencillamente de si la proporción de riesgo
computada es inferior o mayor de 1.

Otra posibilidad es basar la decisión en alguna proporción de probabilidad (o transformación monotónica de ésta),
en la que las densidades de probabilidad de la diana se predeterminaron en el grupo de entrenamiento para la separación
de los estados de predicción. Entonces el biomarcador puede aplicarse a alguna función de proporciones de densidad.

Ad4: Selección de funciones de predicción de biomarcador incluyendo covariados clínicos a un nivel univariado:
Univariado se refiere aquí a la utilización de un sólo biomarcador - respecto a los covariados clínicos éste puede ser
un modelo multivariado. Esta aproximación es paralela a la búsqueda sin covariados clínicos, sólo que estos métodos
permiten la incorporación de información de covariado relevante. El método del gráfico de dispersión para escoger
un punto de corte permite sólo un uso limitado de covariados, p. ej., un covariado binario puede estar codificado con
un color en la representación gráfica. Cuando el análisis recae en alguna aproximación de regresión normalmente se
facilita el uso de covariados (también muchos de ellos a la vez). La búsqueda del punto de corte basado en el modelo
de Cox descrito en 3, permite la fácil incorporación de covariados y por lo tanto lleva a la búsqueda de un punto
de corte univariado ajustado por el covariado. El ajuste mediante covariados puede realizarse como covariados en el
modelo o mediante la inclusión en un análisis estratificado.

Las otras elecciones de funciones de predicción también permiten la incorporación de covariados.

Esto es un motivo claro para la elección del modelo de Cox como función de predicción. Existe la opción de
estimar la influencia de covariados en un nivel de interacción, que significa que p. ej., para diferentes grupos de edad,
se aplican diferentes proporciones de riesgo.

Para las funciones de predicción de tipo proporción de probabilidad, las densidades de predicción deben estimarse
incluyendo covariados. Aquí puede utilizarse la metodología de reconocimiento de patrón multivariado o los valores de
biomarcador pueden ajustarse mediante regresión múltiple sobre los covariados (antes de la estimación de densidad).

La tecnología CART (Classification And Regression Trees; Breiman L, Friedman JH, Olshen RA, Stone CJ. Clas-
sification And Regression Trees. Chapman & Hall (Wadsworth, Inc.): New York, 1984) puede utilizarse para un
biomarcador (nivel de medición crudo) más los covariados clínicos utilizando una medida del beneficio clínico como
respuesta. Los puntos de corte se buscan de esta manera y se puede encontrar una función de tipo árbol de decisión
que involucra los covariados para la predicción. Los puntos de corte y algoritmos escogidos mediante CART están
frecuentemente cercanos al óptimo y pueden estar combinados y unificados considerando diferentes mediciones del
beneficio clínico.

Ad5: Selección de funciones de predicción de biomarcador a un nivel multivariado: Cuando hay varios candidatos
de biomarcador que mantienen su potencial de predicción dentro de las diferentes elecciones de función de predicción
univariada, entonces puede alcanzarse una mejora mediante la combinación de biomarcadores, es decir, considerando
funciones de predicción multivariadas.

Basado en el modelo de función simple Heaviside, pueden evaluarse combinaciones de biomarcadores, p. ej.,
considerando gráficos de dispersión de los valores de biomarcador bivariado en los que se indican los puntos de corte
óptimos. Entonces, una combinación de biomarcadores pueden alcanzarse mediante la combinación de diferentes
funciones Heaviside mediante los operadores lógicos AND y OR para lograr un predicción mejorada.

La tecnología CART (Árboles de clasificación y regresión) puede utilizarse para biomarcadores múltiples (nivel
de medición crudo) y una medición del beneficio clínico como respuesta, para alcanzar los puntos de corte para los
biomarcadores y funciones para la predicción de tipo árbol de decisión. Los puntos de corte y algoritmos escogidos
mediante CART están frecuentemente cercanos al óptimo y pueden combinarse y unificarse considerando las diferen-
tes mediciones del beneficio clínico.
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La regresión de Cox puede emplearse a diferentes niveles. Una primera vía es incorporar los múltiples biomarca-
dores de forma binaria (es decir, basado en unas funciones Heaviside con algunos puntos de corte). La otra opción
es emplear biomarcadores de una forma métrica (tras las transformaciones adecuadas), o una mezcla de una apro-
ximación binaria y métrica. La función de predicción multivariada generada es del tipo Cox como se describe en
3.

La aproximación de la proporción de probabilidad multivariada es difícil de entender pero se presenta como una
opción para las funciones de predicción multivariadas.

Ad6: Selección de funciones de predicción de biomarcador incluyendo covariados clínicos a un nivel multiva-
riado: Si hay covariados clínicos relevantes, puede lograrse una mejora clínica relevante combinando los múltiples
biomarcadores con covariados clínicos múltiples. Las diferentes elecciones de función de predicción serán evaluadas
respecto a las posibilidades de incluir covariados clínicos.

Basado en las combinaciones lógicas simples de las funciones de Heaviside para los biomarcadores, pueden in-
cluirse otros covariados en la función de predicción en base al modelo de regresión logístico obtenido en el grupo de
entrenamiento.

La tecnología CART y los árboles de decisión generados pueden utilizarse fácilmente con covariados adicionales,
que pueden incluirlos en el algoritmo de predicción.

Todas las funciones de predicción basadas en la regresión de Cox pueden utilizar otros covariados clínicos. Existe
la opción de estimar la influencia de los covariados en un nivel de interacción, lo que significa que p. ej., para diferentes
grupos de edad, se aplican diferentes proporciones de riesgo.

La aproximación de la proporción de probabilidad multivariada no es directamente extensible a la utilización de
covariados adicionales.

Ejemplo 1

Valoración de los niveles basales de los ligandos de HER y de HER2 liberado (HER2 ECD), en sueros sanguíneos
de pacientes con cáncer de mama metastásico con bajos niveles de expresión de HER2 tratados con Pertuzumab, como
se describe a continuación.

(Tabla pasa a página siguiente)
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Equipos utilizados para la valoración de los biomarcadores de suero:

Protocolos

HER2-ECD

El ELISA de HER2-ECD se realizó de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Anfiregulina

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estándar (proporcionados con el equipo)
y muestras.

- Colocar en el marco las tiras de microplaca EvenCoat IgG de cabra anti-ratón (R&D, Núm. Cat. CP002; no
proporcionado con el equipo). El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el número necesario de pocillos (número de diluciones estándar + número de muestras).

- Determinar la plantilla de la placa.
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- Añadir 100 µl de anticuerpo de captura diluido (proporcionado con el equipo; 1:180 en PBS) a cada pocillo.

- Incubar a T.A. durante 1 hora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando cada
pocillo con 400 µl de tampón de lavado (no proporcionado con el equipo; se utilizó Tween-20 al 0,05% en PBS),
utilizando un dispensador multicanal, y posterior aspiración. Tras el último lavado, eliminar cualquier resto de tampón
de lavado aspirando. Invertir la placa y golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Añadir 100 µl de dilución estándar o muestra diluida (ver abajo) por pocillo. Cambiar las puntas tras cada paso
de lavado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Repetir la aspiración/lavado como se ha descrito antes.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratados con desinfectante de laboratorio.

- Añadir 100 µl de anticuerpo de detección (proporcionados con el equipo) diluido 1:180 en diluyente de reactivo
(no proporcionado con el equipo; se utilizó BSA al 1% en PBS (Roth; Fracción de Albúmina V, Núm. Cat. T844.2)
por pocillo

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiración/lavado como se ha descrito antes.

- Añadir 100 µl de dilución de trabajo de Streptavidina-HRP a cada pocillo (proporcionado con el equipo; dilución
1:200 en diluyente de reactivo). Cubrir con una nueva tira adhesiva.

- Incubar durante 20 min a T.A.

- Repetir la aspiración/lavado como se ha descrito antes.

- Añadir 100 µl de solución de sustrato (R&D, Núm. Cat. DY999; no proporcionada con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Añadir 50 µl de solución de parada (H2SO4 1,5 M (Schwefelsäure reinst, Merck, Núm. Cat. 713); no proporcio-
nado con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad óptica de cada pocillo inmediatamente, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estándar de Anfiregulina

Se preparó una solución de reserva de anfiregulina de 40 ng/ml en BSA al 1% en PBS, se hicieron alícuotas y se
almacenaron a -80ºC. Las soluciones de anfiregulina en BSA al 20% en PBS no son estables después de 2 semanas
y por lo tanto no se utilizaron. De la solución de reserva en alícuotas de anfiregulina, se preparó la curva estándar de
anfiregulina en BSA al 20% en PBS antes de cada experimento. La mayor concentración fue de 1000 pg/ml (dilución
1:40 de la solución de reserva de anfiregulina). Los estándares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron
una curva estándar lineal. El análisis en Excel de las curvas permitió la determinación de las ecuaciones de la curva
para cada ELISA.

Muestras de anfiregulina

Cuando las muestras se diluyeron 1:1 en diluyente de reactivo, todas las muestras estaban en el rango lineal del
ELISA. Cada muestra se midió en duplicados. Dependiendo de la calidad de los datos, y de las cantidades suficientes
de suero, las determinaciones se repitieron en experimentos posteriores cuando fue necesario.

EGF

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estándar (proporcionados con el equipo)
y muestras.
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- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de la placa microtitulada (proporcionado con el equipo) del marco.
El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el número necesario de pocillos: (número de diluciones estándar + número de muestras) x 2.

- Determinar la plantilla de la placa.

- Añadir 50 µl de diluyente de ensayo RD1 (proporcionados con el equipo) a cada pocillo.

- Añadir 200 µl de dilución estándar o muestra diluida (p. ej., 1:20 en diluyente calibrador RD6H) por pocillo.
Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando
cada pocillo con 400 µl de tampón de lavado (proporcionado con el equipo), utilizando un dispensador multicanal, y
posterior aspiración. Tras el último lavado, eliminar cualquier resto de tampón de lavado aspirando. Invertir la placa y
golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Añadir 200 µl de conjugado (proporcionado con el equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva tira adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiración/lavado como se ha descrito antes.

- Añadir 200 µl de solución de sustrato (proporcionados con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Añadir 50 µl de solución de parada (proporcionada con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad óptica de cada pocillo en 30 minutos, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estándar de EGF

Los estándares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron una curva estándar lineal. Concentraciones
muy bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de EGF

Se realizaron un total de cuatro ensayos con las muestras. Cada muestra se midió 2 - 5 veces, siendo el número
de determinaciones dependiente de la calidad de los resultados (media +/- DE) y de la disponibilidad de cantidad
suficiente de suero. Cuando las muestras se diluyeron 1:20 en el diluyente calibrador RD6H, todas las muestras estaban
dentro del rango lineal del ELISA.

TGF-alfa

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estándar (proporcionadas con el equipo)
y muestras.

- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de la placa microtitulada (proporcionada con el equipo) del marco.
El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el número necesario de pocillos: (número de diluciones estándar + número de muestras) x 2.

- Determinar la plantilla de la placa.

- Añadir 100 µl de diluyente de ensayo RD1W (proporcionado con el equipo) a cada pocillo.

- Añadir 50 µl de dilución estándar o muestra por pocillo. Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteado.
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- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando
cada pocillo con 400 µl de tampón de lavado (proporcionado con el equipo), utilizando un dispensador multicanal, y
posterior aspiración. Tras el último lavado, eliminar cualquier resto de tampón de lavado aspirando. Invertir la placa y
golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Añadir 200 µl de conjugado de TGF-alfa (proporcionado con el equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva tira
adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiración/lavado como se ha descrito antes.

- Añadir 200 µl de solución de sustrato (proporcionada con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 30 min a T.A. Proteger de la luz.

- Añadir 50 µl de solución de parada (proporcionada con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad óptica de cada pocillo en 30 minutos, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estándar de TGF-alfa

Los estándares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron una curva estándar lineal. Concentraciones
muy bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de TGF-alfa

Se realizaron un total de cuatro ensayos con las muestras. Las muestras se midieron en 2 - 4 ensayos independientes.

Los datos en suero se analizaron para identificar los factores, de los que los niveles basales en suero podrían
asociarse con la respuesta al tratamiento de Pertuzumab. Para todos los factores se observó un patrón asimétrico
de la distribución (media, desviación estándar, mediana, mínimo, máximo). Para reducir la asimetría se utilizó una
transformación monotónica basada en el logaritmo: Log(x+1). En un análisis univariado, se exploró si los puntos de
corte adecuados para los factores podían definirse para relacionarse con la probabilidad de respuesta (en este ejemplo
definida como beneficio clínico). Aquí, los pacientes con beneficio clínico se definen como aquellos que alcanzan una
respuesta parcial (RP) o una enfermedad mantenida de forma estable durante al menos 6 meses. Se investigaron los
gráficos de dispersión de los factores frente a las categorías de respuesta. La Figura 1 y la Figura 2 muestran una
representación de las categorías de respuesta clínica frente a la transformación logarítmica de los niveles de TGF-alfa
y anfiregulina en suero, respectivamente, para ejemplificar la aproximación.

En base a los gráficos de dispersión, se seleccionaron los puntos de corte de los factores para definir los grupos de
pacientes que han experimentado mayor beneficio clínico. La Figura 3 (TGF-alfa), Figura 4 (Anfiregulina), Figura 5
(EGF), y Figura 6 (HER2-ECD) muestran el beneficio clínico en relación con los diferentes agrupamientos de factores
basados en los puntos de corte exploratorios calculados para las unidades originales de factor. Los puntos de corte
separan algunos de los pacientes sin beneficio clínico, y por lo tanto, elevan la tasa de respuesta para el grupo con
mayor beneficio clínico.

Ejemplo 2

En este ejemplo se utilizaron los puntos de corte exploratorios del Ejemplo 1 para valorar el efecto univariado de
los grupos de factores sobre las diferentes mediciones del beneficio clínico del tratamiento con Pertuzumab, utilizando
el tiempo hasta la progresión/o muerte (TTP) y el tiempo hasta la muerte (TTD) como criterios de valoración clínicos
alternativos. En las estimaciones Kaplan-Meier y pruebas de rango-log para el TTP y/o TTD, se observaron efectos
significativos para TGF-alfa, Anfiregulina, EGF y HER2-ECD, como se muestra en la Figura 7.

Las representaciones de Kaplan-Meier que muestran la proporción de riesgo para el TTP y TTD (mayor número
de eventos observados) se dan en la Figura 8 y Figura 9 (TGF-alfa), 10 y 11 (Anfiregulina), 12 y 13 (EGF), y 14 y 15
(HER2-ECD), y muestran el pronunciado efecto de un agrupamiento basado en estos factores en la evolución clínica
de los pacientes tratados con Pertuzumab.
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Ejemplo 3

En este ejemplo se utilizaron aproximaciones multivariadas para identificar las combinaciones de los factores que
pueden mejorar la identificación de pacientes con un mayor beneficio del tratamiento con Pertuzumab. Los resultados
están reflejados como se derivan de una aproximación CART (Árboles de Clasificación y Regresión). La aproximación
de la clasificación CART hace necesario especificar como grupo de beneficio todos los valores de beneficio clínico
por encima de 0. Se emplearon como variables los niveles en suero de Her2-ECD, TGF-alfa, Anfiregulina y EGF. Se
seleccionó una combinación de niveles en suero de Her2-ECD y TGF-alfa para proporcionar mejores resultados. A
partir de los resultados de CART se asignaron los puntos de corte para una combinación de niveles en suero de Her2-
ECD y TGF-alfa, lo que resulta en una regla para la categorización exploratoria del beneficio clínico en la población
de estudio - una combinación de valores bajos en suero de Her2-ECD y TGF-alfa, lo que captura 2/2 PR y 2/3 DE>6
meses en la población de estudio y excluye un número razonable de pacientes con progresión rápida. La Figura 16
muestra el beneficio clínico en relación al agrupamiento de combinación de TGF-alfa/HER2-ECD basado en el punto
de corte de la combinación exploratoria. La Figura 17 resume el efecto de una combinación de TGF-alfa y HER2-ECD
sobre el TTP y TTD. Las estimaciones de Kaplan-Meier y las proporciones de riesgo dadas en la Figura 18 (TTP) y
Figura 19 (TTD) demuestran un efecto significativo del agrupamiento basado en una combinación de estos factores
sobre la evolución clínica de los pacientes tratados con Pertuzumab.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerización de HER en un
paciente, que comprende los pasos de

a) valorar en una muestra biológica del paciente, en la que la muestra biológica es suero sanguíneo, el nivel de
expresión de una

- proteína marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinación de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinación de
proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteínas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerización de HER en el paciente mediante la
evaluación de los resultados del paso a).

2. El método de acuerdo con la reivindicación 1 en el que el paso a) de valoración de la proteína marcadora codifi-
cada por el gen marcador o la combinación de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores comprende

a1) la valoración del nivel de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación
de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresión valorado en el paso a1) está por encima o por debajo del valor umbral.

3. El método de acuerdo con la reivindicación 2 en el que el valor umbral se determina antes del paso a1) del
método de la reivindicación 2 mediante

1) la valoración del nivel de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación
de proteínas marcadoras codificadas por genes marcadores en una pluralidad de muestras biológicas de pacientes antes
del tratamiento con el inhibidor de la dimerización de HER,

2) la correlación de la respuesta de los pacientes tratados con el inhibidor de la dimerización de HER con el nivel
de expresión de la proteína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación de proteínas marcadoras
codificadas por genes marcadores determinados en el paso a) determinando así el valor umbral.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el inhibidor de dimerización de
HER inhibe la heterodimerización de HER2 con EGFR o HER3.

5. El método de acuerdo con la reivindicación 4 en el que el inhibidor de dimerización de HER es un anticuerpo,
preferiblemente el anticuerpo 2C4.
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6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que el paciente es un paciente con
cáncer, preferiblemente un paciente con cáncer de mama, cáncer de ovario, cáncer de pulmón o cáncer de próstata.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el nivel de expresión de la pro-
teína marcadora codificada por el gen marcador o la combinación de proteínas marcadoras codificadas por los genes
marcadores en la muestra se valora mediante la detección del nivel de expresión de una proteína marcadora o un frag-
mento de la misma o una combinación de proteínas marcadoras o fragmentos de las mismas codificadas por los genes
marcadores.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que el nivel de expresión de la proteína
marcadora o el fragmento de la misma o una combinación de proteínas marcadoras o fragmentos de las mismas se
detecta utilizando un reactivo que se une específicamente a la proteína marcadora o un fragmento de la misma o a la
combinación de proteínas marcadoras o fragmentos de las mismas.

9. El método de la reivindicación 8, en el que el reactivo se selecciona de entre el grupo que consiste en un
anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo o de un derivado de un anticuerpo.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9 en el que el nivel de expresión se determina
utilizando un método seleccionado del grupo que consiste en proteómica, citometría de flujo, inmunocitoquímica,
inmunohistoquímica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente ligado a enzima multicanal, y
variaciones de estos métodos.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 en el que el fragmento de la proteína
marcadora es el dominio extracelular de la proteína marcadora de Her2.

12. El método de acuerdo con la reivindicación 11 en el que el dominio extracelular de la proteína marcadora de
Her2 tiene una masa molecular de aproximadamente 105.000 Dalton.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12

en el que la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora de la anfiregulina es la secuencia de aminoácidos
Id. de Sec. Núm. 1,

en el que la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia
de aminoácidos Id. de Sec. Núm. 2,

en el que la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora del factor de crecimiento transformante alfa es la
secuencia de aminoácidos Id. de Sec. Núm. 3, o

en el que la secuencia de aminoácidos de la proteína marcadora HER2 es la secuencia de aminoácidos Id. de Sec.
Núm. 4.

14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13 en el que el valor umbral en suero sanguíneo
para

- la proteína marcadora del factor de crecimiento transformante alfa está entre 2,0 y 5,0 pg/ml, preferiblemente
alrededor de 3,5 pg/ml,

- la proteína marcadora del factor de crecimiento epidérmico está entre 100 y 250 pg/ml, preferiblemente alrededor
de 150 pg/ml, o

- la proteína marcadora de la anfiregulina está entre 6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12 pg/ml.

15. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 en el que el valor umbral en suero sanguí-
neo del dominio extracelular de la proteína marcadora de Her2 está entre 12 y 22 ng/ml, preferiblemente alrededor de
18 ng/ml.

16. El uso de un anticuerpo que se une específicamente a la proteína marcadora del factor de crecimiento transfor-
mante alfa para predecir la respuesta al tratamiento con el anticuerpo 2C4 en un paciente.
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