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DESCRIPCION
Mutaciones en EGFR y KRAS para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de EGFR.

CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invenciéon se refiere al diagnéstico y al tratamiento del cancer y, en particular, a la
deteccién de mutaciones de diagnostico y/o prondstico.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro de la familia de receptores de
factores de crecimiento de tirosina-cinasa del tipo 1, que desempefian papeles criticos en el crecimiento, la
diferenciacion y la supervivencia celulares. Tipicamente, la activacion de estos receptores tiene lugar por medio de
una union a ligandos especificos, lo que resulta en una hetero u homodimerizacion entre miembros de la familia de
receptores, con la subsiguiente autofosforilacién del dominio de tirosina-cinasa. Esta activacion desencadena una
cascada de rutas de sefalizacion intracelular implicadas en la proliferacion celular (la ruta de la cinasa de
ras/raf/MAP) y en la supervivencia (la ruta de la cinasa de PI3/Akt). A algunos miembros de esta familia, incluidos
EGFR y HERZ2, se les atribuye una participacion directa en la transformacién celular.

[0003] Algunos tumores malignos estan asociados con una expresion aberrante o excesiva de EGFR y/o una
expresion excesiva de sus ligandos especificos, p. €j., el factor de crecimiento transformante a (Gullick, Br Med Bull
1991, 47: 87 — 98; Modijtahedi y Dean, Int J Oncol 1994, 4: 277 — 96; Salomon y col., Crit Rev Oncol Hematol 1995,
19: 183 — 232). La expresién excesiva de EGFR se ha asociado con un prondstico adverso en algunos canceres
humanos, incluido NSCLC. En algunos casos, la expresion excesiva de EGFR en tumores se ha correlacionado a la
vez con quimiorresistencia y un mal prondstico (Lei y col., Anticancer Res 1999, 19: 221 — 8; Veale y col., Br J
Cancer 1993, 68: 162 — 5). Estas observaciones sugieren que los agentes que inhiben eficazmente la activacion del
receptor EGFR y la subsiguiente sefializacion posterior pueden tener actividad clinica en diversos canceres
humanos, incluido NSCLC.

[0004] Tarceva™ (también conocida como erlotinib; OSI-774), una quinazolina, es un potente inhibidor
selectivo de la tirosina-cinasa de EGFR, activo por via oral. Erlotinib inhibe la tirosina-cinasa del EGFR humano con
una Clso de 2 nM (0,786 mg/ml) en un ensayo enzimatico in vitro. Esta inhibicion es selectiva para la tirosina-cinasa
de EGFR, resulta en una parada del ciclo celular en la fase G4 y es reversible. La administracion de erlotinib por via
oral a ratones ha demostrado una reduccién superior al 70 % de la autofosforilacion de EGFR en xenoinjertos
humanos y se ha demostrado una notable inhibiciéon del crecimiento de los xenoinjertos HN5 y A431 en ratones sin
pelo. Ademas de su actividad como agente unico en sistemas de ensayo in vivo, erlotinib se ha evaluado en
combinacién con varios agentes quimioterapéuticos para determinar posibles interacciones. Una interaccién aditiva
se ha observado entre erlotinib y paclitaxel, cisplatino, gemcitabina y doxorrubicina.

[0005] El cancer de pulmén es la causa principal de mortalidad relacionada con el cancer, tanto para hombres
como mujeres en los Estados Unidos. En el afio 2000 se estimd que se diagnosticarian 164.000 nuevos casos y que
157.000 pacientes moririan a causa de esta enfermedad (Greenlee y col., CA Cancer J Clin 2001, 51: 15 — 36).
Aproximadamente el 75 % de estos pacientes habrian tenido histologias no microciticas y la mayoria se presentaria
con los estadios inoperables IlIB o IV de la enfermedad. Para aquellos pacientes con una enfermedad mas limitada
en el momento de la presentacion (estadios | — 11IA), es comun una recaida después de un tratamiento quirargico
estandar con o sin quimio y/o radioterapia adyuvante o neoadyuvante. Estos resultados dan lugar a una
supervivencia general en cinco afos en el cancer de pulmén no microcitico (NSCLC) de aproximadamente el 12 % y
sirven para resaltar las necesidades médicas aun no satisfechas en esta enfermedad.

[0006] El compuesto de platino cisplatino fue el primer agente quimioterapéutico en mostrar un beneficio
clinico en el tratamiento del NSCLC avanzado localmente o metastasico. Ensayos clinicos aleatorizados
demostraron una mejora en las tasas de respuesta, en la calidad de vida y en la supervivencia, en comparaciéon con
el mejor tratamiento de apoyo (Rapp y col. 1988). Sin embargo, la magnitud de esta mejora fue moderada, medida
en semanas. Por consiguiente, se han evaluado varios agentes quimioterapéuticos nuevos como agentes unicos y
en combinacion con las sales de platino para el tratamiento de primera linea. La conclusién de estos estudios es que
la moderna quimioterapia de “doblete” parece alcanzar tasas de respuesta del 15 — 20 %, una mediana del tiempo
hasta la progresion de la enfermedad de 3 — 4 meses y una mediana de la supervivencia de 7 — 8 meses. Las
mejoras moderadas de la eficacia con tratamientos combinados con respecto a los resultados obtenidos con
cisplatino han establecido estos tratamientos como tratamientos de referencia para los pacientes con NSCLC
avanzado y un estado general aceptable (Non-Small Cell Lung Cancer Cooperative Group, Br Med J 1995, 311: 899
— 909; American Society of Clinical Oncology, J Clin Oncol 1997, 15: 2996 — 3018; Breathnach y col., J Clin Oncol
2001, 19: 1734 — 42).

[0007] Pao W., y col. (KRAS mutations and primary resistance of lung adenocarcinomas to gefitinib or
erlotinib. PLOS MEDICINE. vol. 2, n°. 1, enero de 2005 (2005 — 01), pagina e17) desvelan que mutaciones en KRAS
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estan asociadas con una falta de sensibilidad a gefinitib o erlotinib, mientras que mutaciones en EGFR estan
asociadas con sensibilidad a dichas moléculas y proponen mejorar las decisiones sobre el tratamiento mediante la
determinacion del estado mutacional de ambos, EGFR y KRAS.

RESUMEN DE LA INVENCION

[0008] La invencion proporciona un procedimiento para la identificacion de un paciente que no es sensible al
tratamiento con un inhibidor de EGFR en combinaciéon con un agente quimioterapéutico y un procedimiento para
determinar si un tumor respondera al tratamiento con un inhibidor de EGFR en combinacion con un agente
quimioterapéutico, ambos segun se definen en las reivindicaciones.

[0009] La invencion proporciona también un inhibidor de EGFR para uso en un procedimiento para el
tratamiento de un tumor, también segun se define en las reivindicaciones.

[0010] En este documento se desvela un procedimiento para la identificacion de un tumor sensible al
tratamiento en un sujeto humano que comprende la determinacion de la presencia de un gen EGFR mutado o una
proteina EGFR mutada en una muestra de dicho tumor, en que dicha mutacion se localiza en los exones 18 — 21 de
EGFR, segun lo cual, la presencia de un gen EGFR mutado o una proteina EGFR mutada indican que el tumor es
sensible al tratamiento.

[0011] En este documento se desvela un procedimiento para el tratamiento de un tumor en un mamifero que
comprende la identificacién de la presencia de una mutacion en EGFR en dicho tumor y el tratamiento de dicho
mamifero con un agente contra el cancer.

[0012] En este documento se desvela un procedimiento para la identificacion de una mutacién en EGFR en
una muestra que comprende la puesta en contacto de un acido nucleico de dicha muestra con una sonda que es
capaz de hibridar especificamente con el acido nucleico que codifica una proteina EGFR mutada o un fragmento de
este que incorpora una mutacion y la deteccion de la hibridacion.

[0013] En este documento se desvelan sondas de acido nucleico capaces de hibridar especificamente con un
acido nucleico que codifica una proteina EGFR mutada o un fragmento de este que incorpora una mutacion.

[0014] En este documento se desvela un procedimiento para la deteccion de un gen EGFR mutado en una
muestra que comprende la amplificacion del acido nucleico de dicha muestra correspondiente al dominio de cinasa
de dicho gen EGFR o a un fragmento de este del que se sospecha que contiene una mutacion y la comparacién de
la movilidad electroforética del acido nucleico amplificado con la movilidad electroforética del correspondiente gen
EGFR natural o fragmento de este.

[0015] En este documento se desvela un procedimiento para la identificacion en un sujeto humano de un
tumor sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR que comprende (i) la determinacién de la presencia de una
proteina o un gen KRAS naturales en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia de una proteina o un
gen KRAS naturales indica que el tumor es sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR o (ii) la determinacion
de la presencia de una proteina o un gen KRAS mutados en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la ausencia
de una proteina o un gen KRAS mutados indica que el tumor es sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0016]

La figura 1 ilustra la secuencia aminoacidica de EGFR1 natural (SEQ ID NO: 1), en la que la secuencia sefial son los
restos 1 — 24, el dominio extracelular incluye los restos 24 — 645, el dominio transmembrana incluye los restos 646 —
668 y el dominio citoplasmico incluye los restos 669 — 1210. La region del dominio de tirosina-cinasa son los restos
718 — 964 y el sitio de fosforilacion de treonina es el resto 678.

Las figuras 2a a 2d contienen la secuencia de ADNc (SEQ ID NO: 2) de EGFR natural, en la que el exén 18
corresponde a los nucleétidos 2308 — 2430, el exon 19 corresponde a los nucleétidos 2431 — 2529, el exén 20
corresponde a los nucleétidos 2530 — 2715 y el exdn 21 corresponde a 2716 — 2871.

La figura 3 es una representacion grafica de las regiones extracelular (arriba) e intracelular (abajo) de EGFR.

La figura 4 es una curva de Kaplan-Meier que muestra el tiempo hasta la progresién en pacientes con tumores de
NSCLC que expresan EGFR natural (linea continua) y EGFR mutante (linea discontinua).

La figura 5 es una curva de Kaplan-Meier que muestra la supervivencia de pacientes con tumores de NSCLC que
expresan EGFR natural (linea continua) y EGFR mutante (linea discontinua).
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La figura 6 es una autorradiografia que ilustra la inhibiciéon de la autofosforilacién de EGFR natural y EGFR mutante
(L858R y de1746 — 752) con concentraciones variables de erlotinib en células COS7 transfectadas de manera
transitoria.

La figura 7 es una grafica que muestra la inhibicion de la autofosforilacion de EGFR natural y EGFR mutante (L858R
y del 1746 — 752) con concentraciones variables de erlotinib en células COS7 transfectadas de manera transitoria.

La figura 8 ilustra mutaciones en los exones 18 y 19 del gen EGFR y en las secuencias de proteina. Los cambios de
aminoacidos y nucledtidos, asi como las inserciones se indican en letra negrita subrayada, mientras que las
deleciones se muestran como guiones (— ).

La figura 9 ilustra mutaciones en los exones 20 y 21 del gen EGFR y en las secuencias de proteina. Los cambios de
aminoacidos y nucledtidos, asi como las inserciones se indican en letra negrita subrayada, mientras que las
deleciones se muestran como guiones ( — ).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

[0017] Es un descubrimiento de la presente descripcion que en el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) tienen lugar mutaciones asociadas con la tumorigénesis. Aunque se sabia previamente que una
actividad aberrante de EGFR estaba asociada con diversos canceres, era desconocido que existian mutaciones en
el dominio de cinasa de EGFR (KDR) causantes de una actividad de sefializacion aberrante asociada con algunos
canceres. Sorprendentemente, los pacientes que padecen tumores con mutaciones en el KDR de EGFR tienen un
mejor pronoéstico que aquellos con el EGFR natural. Las mutaciones en el KDR del gen EGFR pueden implicar
reorganizaciones como inserciones y deleciones, asi como mutaciones puntuales.

[0018] Las muestras de aproximadamente 250 pacientes participantes en un estudio clinico de fase Ill, con
doble enmascaramiento y aleatorizado, denominado Tribute, se secuenciaron para identificar mutaciones en los
exones 18 — 21 de EGFR. El estudio Tribute, que incluyd 1.079 pacientes en aproximadamente 150 centros en los
Estados Unidos con NSCLC confirmada histolégicamente que no habian recibido quimioterapia anteriormente,
comparo el tratamiento con erlotinib + %uimioterapia (carboplatino/paclitaxel) con solamente quimioterapia. Los
pacientes recibieron paclitaxel (200 mg/m*, en 3 horas por infusién i.v.) seguido de carboplatino (ABC = 6 mg/ml x
minuto por infusién durante 15 — 30 minutos segun la férmula de Calvert) con o sin erlotinib (100 mg/dia por via oral,
aumentados a 150 mg/dia para pacientes tolerantes). Las muestras de tumores de aproximadamente 250 pacientes,
bloques o preparaciones sobre portaobjetos sin tefiir incluidos en parafina y fijados con formalina, recogidas en el
estudio Tribute se enriquecieron en células tumorales mediante microdiseccion por captura con laser y a
continuaciéon se extrajo el ADN. Los exones 18 — 21 se amplificaron por PCR anidada y las secuencias
bidireccionales de cada producto de PCR se obtuvieron utilizando terminadores fluorescentes. Las mutaciones
descubiertas en la secuenciacion se muestran en la tabla 1:

(Tabla 1 en pagina siguiente)


mborlafg
Texto escrito a máquina
(Tabla 1 en página siguiente)
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Tabla 1
Mutacién en la proteina | Mutacion en el acido nucleico
G719A 2402G > C 18
G719C 2401G>T 18
G719S 2401G>A 18
E746-R748 del 2482 — 2490 del GGAATTAAGA (SEQ ID NO: 32) 19
E746-A750 del 2481 — 2495 del GGAATTAAGAGAAGC (SEQ ID NO: 33) 19
E746-R748 del 2482 — 2490 del GAATTAAGA 19
E749Q 2491G>C
A750P 2494G>C
L747-E749 del 2485 — 2493 del TTAAGAGAA 19
A750P 494G >C
L747S 19
R748-P753 del 2486 — 2503 del TAAGAGAAGCAACATCTC (SEQ ID NO: 34)
L747-S752 del E746V 2485 — 2502 del TTAAGAGAAGCAACATCT 2483A > T (SEQ ID NO: 35) 19
L747-T751 del ins S 2486 — 2494 del TAAGAGAAGCAA (SEQ ID NO: 36) 19
S752-1759 del 2499 — 2522 del ATCTCCGAAAGCCAACAAGGAAAT (SEQ ID NO: 37) 19
M766-A767 Al ins 2544 — 2545 ins GCCATA 20
S768-V769 SVA ins 2554 — 2555 ins CCAGCGTGG (2556C > T silenciosa) 20
L858R 2819T > G 21
G719C 2401G>T 18
S768I 2549G > T {2607G > A SNP silencioso} 20
G719C 2401G>T 18
V765M 2539G > A 20
S768I 2549G>T 20
A755V 2510C>T 19
L747S 2486T > C 19
E746K 2482G > A 19
P772-H773 V ins 2561 — 2562 ins GGT 20
L858P 2819T >C 21
L861Q 2576T > A 21
P772-H773 NS ins 2562 — 2563 ins AACTCC 20
H773Y 2563C > T
T790M 2615C>T 20
L858R 2819T > G 21
S784F 21
L858R 21

ins = insercion, del = delecién

[0019]
figuras 2a — 2d.

[0020]

La numeracién de los nucleétidos para las mutaciones se basa en la secuencia de referencia de las

El resultado clinico de los pacientes con tumores con mutaciones en EGFR y con EGFR natural se

analizé de acuerdo con la respuesta (completa + parcial), el beneficio (respuesta + enfermedad estable) y la
progresion de la enfermedad. Las lesiones se evaluaron mediante los criterios de evaluacion de la respuesta en
tumores solidos (RECIST), en los que “respuesta completa” (RC) se define como la desaparicion de todas las
lesiones diana; “respuesta parcial” (RP) se define como una disminucion de al menos el 30 % en la suma de los
diametros mayores de las lesiones diana, tomando como referencia la suma inicial de los diametros mayores;
“progresién de la enfermedad” (PE) se define como un aumento de al menos el 20 % en la suma de los didametros
mayores de las lesiones diana, tomando como referencia la menor suma de los diametros mayores registrada desde
el inicio del tratamiento o la aparicidon de una o mas lesiones nuevas; y “enfermedad estable” (EE) se define como ni
una disminucién suficiente para considerarse como respuesta parcial ni un aumento suficiente para considerarse
como progresion de la enfermedad, tomando como referencia la menor suma de los diametros mayores desde el
inicio del tratamiento.

[0021] Los resultados del andlisis se resumen en la tabla 2.

Tabla 2

| EGFR mutante n = 24 | EGFR natural n = 181

Tasa de respuesta/beneficio

Respuesta (RC + RP) | 11 46 % | 46 25 %
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Beneficio (RC + RP + EE) 18 75 % 105 58 %
EE 7 29 % 59 33 %
PE 6 25% 76 42 %
Supervivencia (dias)

Mediana 435 309
Intervalo 133 — 687 9-643

RC = respuesta completa; RP = respuesta parcial; EE = enfermedad estable; PE = progresion de la enfermedad

[0022] El andlisis del resultado clinico revelé que los pacientes con tumores que expresan una mutacién en
los exones 18 — 21 de EGFR tienen mejor prondstico que aquellos con tumores que expresan EGFR natural. Los
pacientes con EGFR mutante mostraron mayor tasa de respuesta, mayor tasa de beneficio y mayor supervivencia al
ser tratados con quimioterapia o con quimioterapia mas erlotinib. Estos resultados son utiles para predecir el
resultado, de modo que los pacientes cuyos tumores presentan mutaciones en alguno de los exones 18 — 21 de
EGFR o en todos ellos tienen un prondstico mas favorable que los pacientes cuyos tumores no presentan tales
mutaciones.

[0023] Por consiguiente, la presente descripcion proporciona un procedimiento para la determinacion del
pronostico de un paciente con un tumor que comprende la determinacion de la presencia o ausencia de una o mas
mutaciones en los exones 18 — 21 de EGFR (o en la secuencia aminoacidica correspondiente a los exones 18 — 21)
en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia de dichas una o mas mutaciones en EGFR indica un
mejor prondstico en comparacion con la ausencia de dichas una o mas mutaciones en EGFR. Con “prondstico” se
indica respuesta y/o beneficio y/o supervivencia. Con “mutaciones en EGFR” se indican una secuencia aminoacidica
o de acido nucleico que difiere de la proteina o el acido nucleico de EGFR natural, respectivamente, encontrada en
un alelo (heterocigoto) o en ambos alelos (homocigoto) y que pueden ser somaticas o de la linea germinal. En una
realizacién concreta, dicha mutacidon se encuentra en la regién del dominio de cinasa (KDR) de EGFR. En otra
realizacién concreta, la mutacion es una sustitucion, una delecion o una insercion de aminoacidos, segun se muestra
en la tabla 1. En una realizacién, la mutaciéon aminoacidica es una o mas de las siguientes: G719A, E746K, L747S,
E749Q, A750P, A755V, S768l, L858P, E746-R748 del, R748-P753 del, M766-A767 Al ins y S768-V769 SVA ins. En
otra realizacion concreta, la mutacidon es una mutacion puntual, una delecién o una insercion en el acido nucleico
segun se muestra en la tabla 1. En una realizacién, la mutacién en el acido nucleico es una o mas de las siguientes:
2402G > C; 2482G > A; 2486T > C; 2491G > C; 2494G > C; 2510C > T; 2549G > T; 2819T > C; 2482 — 2490 del;
2486 — 2503 del; 2544 — 2545 ins GCCATA; y 2554 — 2555 ins CCAGCGTGG.

[0024] Los exones 18 — 21 del EGFR de la linea celular tumoral H1975, que mostraba resistencia al
tratamiento con erlotinib, se secuenciaron y se encontré que incorporaban una mutacion T790M en combinacién con
una mutacion L858R. Por consiguiente, la presente descripcion proporciona ademas un procedimiento para
determinar el pronéstico de un paciente con un tumor que comprende la determinacion de la presencia o ausencia
de la mutaciéon T790M en EGFR en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia de dicha mutacién
T790M en EGFR indica un peor pronéstico en comparacion con la ausencia de dicha mutacién T790M en EGFR.
Ademas, se proporciona un procedimiento para la identificacién de pacientes con un tumor menos sensible al
tratamiento con un inhibidor de EGFR como erlotinib o gefitinib, ya sea en combinacién con quimioterapia o no, que
comprende la determinacion de la presencia o ausencia de una mutacion T790M en EGFR en el tumor del paciente,
segun lo cual, la presencia de dicha mutacién indica que el paciente respondera menos a dicho tratamiento en
comparacién con un paciente con un tumor que no tiene dicha mutacién T790M en EGFR. Ademas, se proporciona
un procedimiento para la identificacion de un tumor resistente al tratamiento con un inhibidor de EGFR, como un
inhibidor de la unién al dominio de cinasa (por ejemplo, erlotinib o gefitinib), ya sea en combinaciéon con
quimioterapia o no, que comprende la determinacién de la presencia o ausencia de una mutacion T790M en EGFR
en una muestra del tumor, segun lo cual, la presencia de dicha mutacién indica que el tumor es resistente a dicho
tratamiento. Se entiende que la determinacion de la mutacion se realiza en la proteina o en un acido nucleico (ADN
gendémico o ARNm) y se lleva a cabo mediante técnicas como las que se describen en este documento. En una
realizaciéon concreta, dicho inhibidor de EGFR compite con ATP en el dominio de cinasa de EGFR. En una
realizacién concreta el inhibidor de EGFR es erlotinib.

[0025] También se desvela un procedimiento para el tratamiento de un paciente con un tumor que incorpora
una proteina o gen EGFR con la mutacién T790M (o el tratamiento de un tumor que incorpora una proteina o gen
EGFR con la mutacién T790M) que comprende la coadministracién a dicho paciente de (o la puesta en contacto de
dicho tumor con) un primer compuesto que se une a y/o inhibe la sefializacién de dicho EGFR con la mutacion
T790M en combinacion con un segundo compuesto que se une a y/o inhibe la sefializacion de EGFR natural o un
EGFR que incorpora una mutacion activadora. En una realizaciéon concreta, dicha mutacion activadora es una o mas
de las descritas en la tabla 1 (distintas de T790M). En una realizacién concreta, dichos primero y segundo
compuestos se administran secuencialmente o concomitantemente. En una realizacion concreta, dicho segundo
compuesto es erlotinib.

[0026] También se desvela un procedimiento para la identificacion de compuestos que inhiben la sefalizacion
de una proteina EGFR mutante que incorpora la mutacion T790M, que comprende la puesta en contacto de dicho
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EGFR mutante con un compuesto de prueba en presencia de un sustrato de fosforilacién y ATP y la deteccién de un
cambio en el grado de fosforilacion de dicho sustrato, segun lo cual, una reduccion de la fosforilacion de dicho
sustrato en comparacién con un control o en comparacién con la fosforilacion del sustrato en ausencia del
compuesto de prueba indica que dicho compuesto de prueba es un inhibidor de la sefializacion del EGFR mutante.
En una realizacion, dicho procedimiento se lleva a cabo in vitro en presencia de un ligando para dicho EGFR
mutante, como EGF o TGF-a.

[0027] En una realizacion concreta, la actividad inhibidora de un compuesto de prueba puede determinarse in
vitro por el grado de inhibicion de la fosforilacion de tirosina en un sustrato exdégeno (p. ej., Lyss-gastrina o
copolimero al azar poliGluTyr (4: 1) (I. Posner y col., J Biol Chem 267 (29): 20638 — 47 (1992)) por la cinasa del
receptor del factor de crecimiento epidérmico por un compuesto de prueba en relacién con un control. Un EGFR
humano con la mutacion T790M purificado soluble (96 ng) se preincuba en un tubo de microcentrifuga con EGF (2
pug/ml) en un tampén de fosforilacion con vanadato (PBV: HEPES 50 mM, pH 7.4; NaCl 125 mM; MgCl2 24 mM;
ortovanadato de sodio 100 uM), en un volumen total de 10 pl, durante 20 — 30 minutos a temperatura ambiente. El
compuesto de prueba disuelto en dimetilsulfoxido (DMSO) se diluye en PBV y 10 yl se mezclan con la mezcla de
EGFR mutante y EGF y se incuban durante 10 — 30 minutos a 30 °C. La reaccion de fosforilacién se inicia por la
adicion de 20 pl de una mezcla de Bp.ATP y sustrato (Lyss-gastrina 120 uM (secuencia de aminoacidos en el codigo
de una sola letra KKKGPWLEEEEEAYGWLDF — SEQ ID NO: 38); Hepes 50 mM, pH 7,4; ATP 40 uM; y-[**P]-ATP
2 uCi) a la mezcla de EGFR mutante y EGF y se incuba durante 20 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se
detiene por la adiciéon de 10 pl de disolucién de parada (EDTA 0,5 M, pH 8; ATP 2 mM) y 6 ul de HCI 2N. Los tubos
se centrifugan a 14.000 rpm a 4 °C durante 10 minutos. Se pipetean 35 pl del sobrenadante de cada tubo sobre
circulos de 2,5 cm de papel Whatman P81, que se lavan cuatro veces todos juntos en acido acético al 5 %, con 1 |
por lavado X después se secan al aire. Esto resulta en la unién del sustrato al papel con pérdida de ATP libre en el
lavado. El [ 3P] incorporado se mide por recuento de centelleo en liquido. La incorporacién en ausencia de sustrato
(p. €j., Lyss-gastrina) se sustrae de todos los valores como un valor de fondo y se calcula el porcentaje de inhibicion
con respecto a los controles sin compuesto de prueba presente. Tales ensayos, llevados a cabo con una serie de
dosis de los compuestos de prueba, permiten la determinacion de un valor de Clsy aproximado para la inhibicion in
vitro de la actividad cinasa de EGFR con la mutacion T790M.

[0028] También se desvela un procedimiento para la identificacion de un tumor sensible al tratamiento en un
sujeto humano que comprende la determinacion de la presencia de un gen EGFR mutado o una proteina EGFR
mutada en una muestra de dicho tumor, en que dicha mutacion se localiza en los exones 18 — 21 de EGFR, segun lo
cual, la presencia de un gen EGFR mutado o una proteina EGFR mutada indica que el tumor es sensible al
tratamiento con un agente contra el cancer. En una realizacion concreta, el agente contra el cancer es un agente
quimioterapéutico que puede ser citotoxico o citostatico. Los tumores incluyen neuroblastoma, carcinomas
intestinales, como carcinoma de recto, carcinoma de colon, carcinoma de poliposis adenomatosa familiar y cancer
colorrectal hereditario no poliposo, carcinoma esofagico, carcinoma labial, carcinoma de laringe, carcinoma de
hipofaringe, carcinoma lingual, carcinoma de glandulas salivales, carcinoma gastrico, adenocarcinoma, carcinoma
medular de tiroides, carcinoma papilar de tiroides, carcinoma renal, carcinoma del parénquima renal, carcinoma
ovarico, carcinoma cervical, carcinoma del cuerpo uterino, carcinoma de endometrio, coriocarcinoma, carcinoma de
pancreas, carcinoma de préstata, carcinoma testicular, carcinoma de mama, carcinoma urinario, melanoma, tumores
cerebrales como glioblastoma, astrocitoma, meningioma, meduloblastoma y tumores neuroectodérmicos periféricos,
linfoma de Hodgkin, linfoma no de Hodgkin, linfoma de Burkitt, leucemia linfatica aguda (LLA), leucemia linfatica
cronica (LLC), leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), linfoma/leucemia de linfocitos T de
adultos, carcinoma hepatocelular, carcinoma de la vesicula biliar, carcinoma bronquial, carcinoma de pulmén
microcitico, carcinoma de pulmén no microcitico, mieloma multiple, basalioma, teratoma, retinoblastoma, melanoma
de coroides, seminoma, rabdomiosarcoma, craniofaringioma, osteosarcoma, condrosarcoma, miosarcoma,
liposarcoma, fibrosarcoma, sarcoma de Ewing y plasmocitoma. Algunos tumores concretos incluyen los del cerebro,
higado, rifién, vejiga, mama, gastricos, ovaricos, colorrectales, de prostata, pancreas, mama, pulmoén, vulva, tiroides,
colorrectales, de eséfago, carcinomas hepaticos, sarcomas, glioblastomas, tumores de cuello y cabeza, leucemias y
tumores linfoides.

[0029] Algunos agentes quimioterapéuticos concretos incluyen, pero no se limitan a (i) antimetabolitos como
citarabina, fludarabina, 5-fluoro-2’-desoxiuridina, gemcitabina, hidroxiurea o metotrexato; (ii) agentes de
fragmentacion de ADN como bleomicina, (iii) agentes de entrecruzamiento de ADN como clorambucilo, cisplatino,
ciclofosfamida o mostaza nitrogenada; (iv) agentes intercalantes como adriamicina (doxorrubicina) o mitoxantrona;
(v) inhibidores de la sintesis de proteinas como L-asparaginasa, cicloheximida, puromicina o toxina de la difteria; (vi)
inhibidores de topoisomerasa | como camptotecina o topotecan; (vii) inhibidores de topoisomerasa Il como etopésido
(VP-16) o teniposido; (viii) agentes dirigidos a los microtubulos como colcemida, colchicina, paclitaxel, vinblastina o
vincristina; (ix) inhibidores de cinasas como flavopiridol, estaurosporina, STI571 (CPG 57148B) o UCN-01 (7-
hidroxiestaurosporina); (x) agentes miscelaneos en investigacion como tioplatino, PS 341, fenilbutirato; ET-18-OCH3
o inhibidores de farnesil-transferasa (L-739749, L-744832); polifenoles como quercetina, resveratrol, piceatanol,
galato de epigalocatequina, teaflavinas, flavanoles, procianidinas, acido betulinico y derivados de estos; (xi)
hormonas como glucocorticoides o fenretinida; (xii) antagonistas de hormonas como tamoxifeno, finasterida o
antagonistas de LHRH. En una realizacion, el compuesto quimioterapéutico es uno o mas de entre gemcitabina,
cisplatino, doxorrubicina, daunorrubicina, paclitaxel, taxotera y mitomicina C. En una realizacién concreta, el
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compuesto quimioterapéutico es uno o mas de entre gemcitabina, cisplatino y paclitaxel. En otra realizacién, el
tratamiento es un inhibidor de EGFR. En una realizacion, el inhibidor de EGFR es un anticuerpo como Erbitutux™
(cetuximab, Imclone Systems Inc.) y ABX-EGF (panitumumab, Abgenix, Inc.). En otra realizacion, el inhibidor de
EGFR es una molécula pequefia que compite con ATP como Tarceva™ (erlotinib, OSI Pharmaceuticals), Iressa™
(gefitinib, Astra-Zeneca), tirfostinas descritas por Dvir y col., J Cell Biol 113: 857 — 865 (1991); compuestos triciclicos
de pirimidina desvelados en la patente de los EE. UU. 5.679.683; el compuesto 6-(2,6-diclorofenil)-2-(4-(2-
dietilaminoetoxi)fenilamino)-8-metil-8H-pirido(2,3-d)pirimidin-7-ona (conocido como PD 166285) desvelado en Panek
y col., Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 283: 1433 — 1444 (1997).

[0030] También se desvela un procedimiento para la identificacion de una mutacion en EGFR en una muestra
que comprende la puesta en contacto de un acido nucleico de dicha muestra con una sonda de acido nucleico capaz
de hibridar especificamente con un acido nucleico que codifica una proteina EGFR mutada o un fragmento del
mismo que incorpora una mutacion y la deteccion de dicha hibridacién. En una realizacién concreta, dicha sonda se
marca para su deteccion, por ejemplo, con un radioisétopo (3H, 32P, 33P, etc.), un agente fluorescente (rodamina,
fluoresceina, etc.) o un agente cromogénico. En una realizacion concreta, la sonda es un oligémero no codificante,
por ejemplo, APN, fosforoamidatos de morfolina, ANB o 2’-alcoxialcoxi. La sonda puede ser de aproximadamente
ocho nucleétidos a aproximadamente 100 nucleétidos o de aproximadamente diez a aproximadamente 75, de
aproximadamente 15 a aproximadamente 50 o de aproximadamente 20 a aproximadamente 30 nucleétidos. En otro
aspecto, dichas sondas se proporcionan en un kit para la identificacién de mutaciones en EGFR en una muestra, en
que dicho kit comprende un oligonucleétido que hibrida especificamente con un sitio de mutacion en el gen EGFR o
con un sitio adyacente al anterior. Ademas, el kit puede comprender instrucciones para el tratamiento de pacientes
con tumores que contienen mutaciones en EGFR con un inhibidor de EGFR sobre la base del resultado de una
prueba de hibridacion mediante el uso del kit.

[0031] También se desvela un procedimiento para la deteccion de un gen EGFR mutado en una muestra que
comprende la amplificacion de un acido nucleico de dicha muestra que corresponde al dominio de cinasa de dicho
gen EGFR, o a los exones 18 — 21, o a un fragmento del mismo del que se sospecha que contiene una mutacion y la
comparacion de la movilidad electroforética del acido nucleico amplificado con la movilidad electroforética del gen
EGFR natural correspondiente o fragmento del mismo. Una diferencia en la movilidad indica la presencia de una
mutacion en la secuencia de acido nucleico amplificada. La movilidad electroforética puede determinarse en un gel
de poliacrilamida.

[0032] Alternativamente, el acido nucleico del gen o fragmento del gen EGFR amplificado puede analizarse
para la deteccion de mutaciones mediante el procedimiento de deteccidon enzimatica de mutaciones (EMD) (Del Tito
y col., Clinical Chemistry 44: 731 — 739, 1998). El procedimiento EMD usa la endonucleasa VIl de T4, una resolvasa
bacteriofagica, que recorre el ADN bicatenario hasta que detecta y corta las distorsiones estructurales causadas por
apareamientos de bases erréneos que resultan de mutaciones puntuales, inserciones y deleciones. La deteccién,
por ejemplo, mediante electroforesis en gel, de dos fragmentos de poca longitud formados por el corte con la
resolvasa, indica la presencia de una mutacién. Los beneficios del procedimiento EMD son un unico protocolo para
la identificacion de mutaciones puntuales, deleciones e inserciones que se aplica directamente sobre reacciones de
PCR, con lo que se elimina la necesidad de purificar la muestra, se reduce el tiempo de hibridacion y se aumenta la
relacion entre la sefial y el ruido. Es posible analizar muestras mixtas que contienen un exceso de hasta 20 veces de
ADN normal y fragmentos de un tamafio de hasta 4 kb. Sin embargo, el procedimiento EMD no identifica los cambios
de bases concretos producidos en las muestras positivas para mutacién, con lo que se requieren procedimientos
adicionales de secuenciacién para identificar la mutacién en caso es necesario. La enzima CEL | puede usarse de
manera similar a la resolvasa endonucleasa VIl de T4, segin se demuestra en el documento US5869245.

[0033] Otro kit simple para la deteccion de mutaciones de EGFR es una tira de prueba para hibridacion
inversa similar al ensayo Haemochromatosis StripAssayTM (Viennalabs, http:
[Iwww.bamburghmarrsh.com/pdf/4220.pdf) para la deteccion de multiples mutaciones en los genes HFE, TFR2 y
FPN1, causantes de hemocromatosis. Un ensayo tal se basa en una hibridaciéon especifica de la secuencia después
de la amplificacién por PCR. Para ensayos de mutaciones Unicas, puede aplicarse un sistema de deteccion basado
en una microplaca, mientras que para ensayos de mutaciones multiples, las tiras de prueba pueden usarse como
“macromatrices”. Los kits pueden incluir reactivos listos para usar para la extraccion de ADN de las muestras, la
amplificacion y la deteccion de la mutacidn. Los protocolos de amplificacion multiplex proporcionan comodidad y
permiten la prueba de muestras con volumenes muy limitados. Mediante el sencillo formato del StripAssay, puede
llevarse a cabo la prueba de 20 y mas mutaciones en menos de cinco horas sin un equipamiento costoso. El ADN se
aisla de una muestra y el gen EGFR (o los exones 18 — 21 o el KDR o segmentos del mismo) se amplifica in vitro (p.
ej., por PCR) y se marca con biotina, preferentemente en una reacciéon de amplificacion unica (“multiplex”). Los
productos de PCR se hibridan selectivamente con sondas oligonucleotidicas (especificas del tipo natural y del
mutante) inmovilizadas sobre un soporte sélido como una tira de prueba, en la que las sondas estan inmovilizadas
como lineas o bandas paralelas. Los amplicones biotinilados unidos se detectan con estreptavidina-fosfatasa
alcalina y sustratos coloreados. Un ensayo tal puede detectar todas las mutaciones de la tabla 1 o un subconjunto
de las mismas. Con respecto a una banda de una sonda mutante concreta, es posible uno de los tres patrones de
sefalizacion siguientes: (i) una banda solo para la sonda natural que indica un EGFR normal, (ii) bandas para la
sonda natural y una sonda mutante que indican un genotipo heterocigoto y (iii) una banda solo para la sonda
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mutante que indica un genotipo mutante de EGFR homocigoto. Por consiguiente, se proporciona ademas un
procedimiento para la deteccion de mutaciones de EGFR que comprende el aislamiento de un acido nucleico de una
muestra, la amplificacion del gen EGFR o de un fragmento del mismo (p. €j., el KDR o los exones 18 — 21 o de
menor tamafo), de modo que el acido nucleico amplificado comprende un ligando, la puesta en contacto del gen o
fragmento del gen EGFR amplificado con una sonda que comprende un compuesto detectable de unién con el
ligando, en que la sonda es capaz de hibridar especificamente con una mutacion en EGFR y después la deteccion
de la hibridacién de dicha sonda con dicho gen o fragmento del gen EGFR amplificado. En una realizacion concreta,
el ligando es biotina y el compuesto de unidon comprende avidina o estreptavidina. En una realizacién concreta, el
compuesto de union es estreptavidina-fosfatasa alcalina que es detectable con sustratos coloreados. En una
realizacién concreta, las sondas se inmovilizan, por ejemplo, en una tira de prueba, en la que las sondas
complementarias de diferentes mutaciones estan separadas entre si. Alternativamente, el acido nucleico amplificado
se marca con un radiois6topo, en cuyo caso la sonda no necesita comprender un ligando.

[0034] Las muestras de tumores se analizaron también con respecto a mutaciones en KRAS (denominado
como p21a). Las mutaciones concretas detectadas en el exén 1 son: G12C, G12A, G12D, G12R, G12S, G12V,
G13C y G13D que se correlacionan con un mal prondstico con quimioterapia, asi como con quimioterapia més el
tratamiento con erlotinib. Por consiguiente, la descripcion proporciona ademas un procedimiento para la
identificacion de pacientes que no son sensibles al tratamiento con un inhibidor de EGFR como erlotinib o a erlotinib
en combinacién con quimioterapia que comprende la determinacion de la presencia o ausencia de una mutacién en
KRAS, segun lo cual, la presencia de dicha mutacién indica un paciente que no respondera a dicha terapia.
Alternativamente, se proporciona un procedimiento para la identificacién de un tumor sensible al tratamiento con un
inhibidor de EGFR en un sujeto humano que comprende (i) la determinacién de la presencia de una proteina o gen
KRAS natural en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia de una proteina o gen KRAS natural indica
que el tumor es sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR o (ii) la determinacién de la presencia de un gen o
proteina KRAS mutados en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la ausencia de una proteina o gen KRAS
mutados indica que el tumor es sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR. En una realizaciéon concreta, la
mutacion en KRAS es una mutacion activadora. En una realizacion concreta, la mutacion es en el exén 1 de KRAS.
En otra realizacion, la mutaciéon en KRAS es al menos una de entre G12C, G12A, G12D, G12R, G12S, G12V, G13C
y G13D. Alternativamente, los individuos que tienen tumores con KRAS mutante pueden tratarse con inhibidores de
EGFR cuando también se tratan con un inhibidor de KRAS, antes, después o durante el tratamiento con el inhibidor
de EGFR. Los procedimientos para determinar la presencia de mutaciones en KRAS son analogos a los usados
para identificar mutaciones en EGFR descritos en detalle en este documento.

[0035] Se observé ademas que los pacientes en cuyos tumores se encontré la presencia de mutaciones en
KRAS y se tefiian positivamente para EGFR mediante IHQ presentaban una supervivencia significativamente inferior
al tratarlos con erlotinib en combinacién con quimioterapia, en comparaciéon con aquellos pacientes tratados
solamente con quimioterapia. Las tablas 3 y 4 siguientes resumen estos resultados. Por consiguiente, la invencién
proporciona un procedimiento, segin se define en las reivindicaciones, para la identificacion de un paciente que no
es sensible al tratamiento con un inhibidor de EGFR como erlotinib en combinacién con un agente quimioterapéutico
que comprende la determinacion de la presencia o ausencia de una mutacion en KRAS y un EGFR en un tumor de
dicho paciente, segun lo cual, la presencia simultanea de una mutacion en KRAS y un EGFR en dicho tumor indica
que el paciente no respondera a dicho tratamiento con un inhibidor de EGFR en combinacién con quimioterapia. En
este contexto “no sensible” significa que el paciente no presentara una respuesta de acuerdo con los criterios
RECIST o que tendra una supervivencia inferior a la de un paciente similar (con mutaciones en KRAS y la presencia
de EGFR en un tumor) tratado solamente con quimioterapia. Dicho EGFR puede ser tanto un EGFR mutante como
natural y puede determinarse por cualquier técnica, incluidas, pero sin limitarse a las descritas en este documento.
Las mutaciones en KRAS se refieren a mutaciones en la proteina o acido nucleico KRAS y se detectan mediante
procedimientos analogos a los usados para la deteccion de las mutaciones en EGFR. En una realizacién, la
presencia de EGFR se determina mediante inmunohistoquimica (IHQ). En otra realizacion, la presencia de EGFR se
determina mediante deteccion por hibridacion fluorescente in situ de un aumento de las cantidades de acido nucleico
de EGFR en comparacion con una célula normal. En otra realizacion, el EGFR es el EGFR natural. En otra
realizacion, el EGFR es un EGFR mutante. En una realizacién concreta, la falta de respuesta es una falta de
respuesta completa (RC) de acuerdo con los criterios RECIST. En otra realizacion, la falta de respuesta es una falta
de respuesta parcial (RP) de acuerdo con los criterios RECIST. En otra realizacion, la falta de respuesta es la falta
de una enfermedad estable (EE) de acuerdo con los criterios RECIST. En otra realizacion, la falta de respuesta es
un periodo de supervivencia reducido.

[0036] Alternativamente, se proporciona un procedimiento segun se define en las reivindicaciones para la
determinacion de si un tumor respondera al tratamiento con un inhibidor de EGFR en combinacién con un agente
quimioterapéutico, que comprende la determinacién de la presencia de una proteina o acido nucleico KRAS y un
EGFR en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia simultanea de la proteina o acido nucleico KRAS
mutante y un EGFR indica que el tumor no respondera al tratamiento con un inhibidor de EGFR. En este contexto,
“responde” significa que el tumor se reduce en tamafio o volumen o que se reduce la tasa de aumento de tamafio o
volumen. En una realizacién concreta, dicho tratamiento con un inhibidor de EGFR es anterior, simultaneo o
posterior al tratamiento con quimioterapia.
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Tabla 3

KRAS natural

Erlotinib + quimioterapia Solo quimioterapia

EGFR IHQ-

n 48 56
Mediana de la SG (meses) (IC del 95

%) 12,1 (9,0, 16,6) 12,7 (9,1, 16,8)
Valor P de la prueba de rango

logaritmico 0,9557

EGFR IHQ +

n 53 38
Mediana de la SG (meses) (IC del 95

%) 12,1 (8,0, 16,6) 10,3 (8,3, .)
Valor P de la prueba de rango

logaritmico 0,7892

Cociente de riesgos instantaneos (IC

del 95 %) 1,1(0,6,1,9)

Tabla 4

KRAS mutante

Erlotinib + quimioterapia Solo quimioterapia

EGFR IHQ-

n 11 9
Mediana de la SG (meses) (IC del 95

%) 9,0 (3,4, 12,9) 12,8 (3,3, .)
Valor P de la prueba de rango

logaritmico 0,5507

EGFR IHQ +

n 12 20
Mediana de la SG (meses) (IC del 95

%) 3,4 (2,1,4,4) 13,5 (11,1, 15,1)
Valor P de la prueba de rango

logaritmico < 0,001

Cociente de riesgos instantaneos (IC

del 95 %) 4,9 (2,1, 11,5)

[0037] Las alteraciones de un gen natural de acuerdo con la presente invencion abarcan todas las formas de
mutacion como inserciones, inversiones, deleciones y/o mutaciones puntuales. Las mutaciones somaticas son
aquellas que solo se producen en ciertos tejidos, por ejemplo en el tejido tumoral, y que no se heredan en la linea
germinal. Las mutaciones de la linea germinal pueden encontrarse en cualquier tejido del cuerpo. La mutacion
somatica de uno solo de los alelos indica un estado neoplasico temprano. Sin embargo, la mutacion de los dos
alelos indica un estado neoplasico tardio.

[0038] De acuerdo con el procedimiento de diagndstico y prondstico de la presente descripcion, se detecta la
alteracion del gen EGFR natural. Por lo tanto, la deteccion de mutaciones en EGFR es un indicador de diagnostico y
prondstico segun se describe en este documento.

[0039] Las mutaciones en EGFR encontradas en tejidos tumorales pueden resultar en un aumento de la
actividad de sefalizacion, con respecto a EGFR natural, que conduce a un estado canceroso. Con el fin de detectar
la alteracion del gen EGFR natural, se obtiene una muestra o biopsia del tumor por los procedimientos bien
conocidos en la técnica, apropiados para el tipo y localizaciéon concretas del tumor. Por ejemplo, pueden obtenerse
muestras de cancer de pulmén por reseccion, broncoscopia, aspiracion con aguja fina, cepillado bronquial o de
esputo, liquido pleural o sangre. Los procedimientos para el enriquecimiento de una preparacion de tejido en células
tumorales son conocidos en la técnica. Por ejemplo, el tejido puede aislarse de secciones de parafina o de criostato.
Las células cancerosas también pueden separarse de las células normales por citometria de flujo o microdiseccion
por captura con laser. Estos, al igual que otros procedimientos para la separacion de las células tumorales de las
células normales son bien conocidas en la técnica. Si el tejido tumoral esta muy contaminado con células normales,
la deteccion de las mutaciones es mas dificil.

[0040] La deteccién de mutaciones puntuales puede llevarse a cabo por clonacién molecular del alelo (o
alelos) de EGFR y secuenciacion de dicho(s) alelo(s) mediante procedimientos bien conocidos en la técnica.
Alternativamente, puede usarse la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar secuencias génicas
directamente a partir de una preparacion de ADN gendmico del tejido tumoral. La secuencia de ADN de las
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secuencias amplificadas puede determinarse y las mutaciones pueden identificarse a partir de esta. La reaccion en
cadena de la polimerasa es bien conocida en la técnica y se describe en Saiki y col., Science 239: 487, 1988;
documento U.S. 4.683.203 y documento U. S. 4.683.195.

[0041] Los pares de cebadores especificos que pueden usarse para la amplificacién por PCR de los exones
18 — 21 de EGFR incluyen:

< 5pEGFR.ex18.out > CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC (SEQ ID NO: 39)
< 3pEGFR.ex18.out > GAGTTTCCCAAACACTCAGTGAAAC (SEQ ID NO: 40)

< 5pEGFR.ex19.out > GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC (SEQ ID NO: 41)
< 3pEGFR.ex19.out > CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG (SEQ ID NO: 42)

< 5pEGFR.ex20.out > CCATGAGTACGTATTTTGAAACTC (SEQ ID NO: 43)
< 3pEGFR.ex20.out > CATATCCCCATGGCAAACTCTTGC (SEQ ID NO: 44)

< 5pEGFR.ex21.out > CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC (SEQ ID NO: 45)
< 3pEGFR.ex21.out > GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG (SEQ ID NO: 46)

< 5pEGFR.ex18.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGTGCCGTGTCCTGGCACCCAAGC (SEQ ID NO: 47)
< 3pEGFR.ex18.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCCAAACACTCAGTGAAACAAAGAG (SEQ ID NO: 48)

< 5pEGFR.ex19.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTAGGTGCGGCTCCACAGC (SEQ ID NO: 49)
< 3pEGFR.ex19.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCATTTAGGATGTGGAGATGAGC (SEQ ID NO: 50)

< 5pEGFR.ex20.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACTCAAGATCGCATTCATGC (SEQ ID NO: 51)
< 5pEGFR.ex20.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACTCAAGATCGCATTCATGC (SEQ ID NO: 51)

< 5pEGFR.ex21.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCAGCCATAAGTCCTCGACGTGG (SEQ ID NO: 53)
< 3pEGFR.ex21.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCATCCTCCCCTGCATGTGTTAAAC (SEQ ID NO: 54)

Los pares de cebadores especificos que pueden usarse para la amplificacion por PCR del exén 1 de KRAS incluyen:

< 5pKRAS-out > TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG (SEQ ID NO: 55)
< 3pKRAS-out > CTGTATCAAAGAATGGTCCTG (SEQ ID NO: 56)

< 5pKRAS-in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTTAGTGTATTAACCTTATGTG (SEQ ID NO: 57)
< 3pKRAS-in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCACCTCTATTGTTGGATCATATTCG (SEQ ID NO: 58)

[0042] La reaccién en cadena de la ligasa, conocida en la técnica, también puede usarse para la amplificacién
de secuencias de EGFR. Véase Wu y col., Genomics vol. 4, pags. 560 — 569 (1989). Ademas, puede emplearse una
técnica conocida como PCR especifica de alelo. (Véase Ruano y Kidd, Nucleic Acids Research, vol. 17, pag. 8392,
1989). De acuerdo con esta técnica, se usan cebadores que hibridan en sus extremos 3’ con una mutacién concreta
de EGFR. Si la mutacién concreta de EGFR no esta presente, no se observa un producto de amplificaciéon. También
puede usarse el sistema de mutacién resistente a la amplificacion (ARMS), segun se desvela en la publicacion de
solicitud de patente europea n° 0332435 y en Newton y col., Nucleic Acids Research, vol. 17, pag. 7, 1989. Las
inserciones y deleciones en genes pueden detectarse también mediante clonacién, secuenciacion y amplificacion.
Ademas, pueden usarse sondas de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion (RFLP) para el gen o
genes marcadores circundantes, con el fin de detectar la alteracion de un alelo o una insercién en un fragmento
polimérfico. También puede usarse el analisis de polimorfismos de conformacidon de cadena unica (SSCP) para
detectar variantes de cambios de bases de un alelo. (Orita y col., Proc Natl Acad Sci USA vol. 86, pags. 2766 —
2770, 1989 y Genomics, vol. 5, pags. 874 — 879, 1989). También pueden usarse otros procedimientos para la
deteccidn de inserciones y deleciones, segin se conocen en la técnica.

[0043] La alteracién de genes naturales puede detectarse también sobre la base de la alteraciéon de un
producto de expresion natural del gen. Tales productos de expresion incluyen tanto el ARNm de EGFR como el
producto proteico de EGFR. Las mutaciones puntuales pueden detectarse mediante la secuenciacion y amplificacion
del ARNm o por medio de la clonacion molecular del ADNc producido a partir del ARNm. La secuencia del ADNc
clonado puede determinarse mediante procedimientos de secuenciacion de ADN bien conocidos en la técnica. El
ADNCc puede secuenciarse también por medio de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

[0044] Son apareamientos erréneos, de acuerdo con la presente invencion, los duplex de acidos nucleicos
hibridados que no son complementarios al 100 %. La falta de una complementariedad total puede deberse a
deleciones, inserciones, inversiones, sustituciones o mutaciones del marco de lectura. La deteccion de
apareamientos erroneos puede usarse para detectar mutaciones puntuales en el gen o en su producto de ARNm.
Mientras que estas técnicas son menos sensibles que la secuenciacidon, son mas faciles de realizar en un gran
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numero de muestras tumorales. Un ejemplo de una técnica de corte de apareamientos erroneos es el procedimiento
de proteccion frente a ARNasa, que se describe en detalle en Winter y col., Proc Natl Acad Sci USA, vol. 82, pag.
7575, 1985 y Meyers y col., Science, vol. 230, pag. 1242, 1985. Este procedimiento implica el uso de una ribosonda
marcada complementaria de la secuencia codificante del gen EGFR natural humano (o los exones 18 — 21 o el KDR
del mismo). La ribosonda y bien el ARNm o el ADN aislados del tejido tumoral se alinean (hibridan) conjuntamente y
a continuacion se digieren con la enzima ARNasa A, que es capaz de detectar algunos apareamientos erroneos en
una estructura duplex de ARN. Si la ARNasa detecta un apareamiento erréneo, corta en el sitio de dicho
apareamiento erréneo. Por lo tanto, cuando la preparacion de ARN alineado se separa en una matriz de gel de
electroforesis, si la ARNasa A ha detectado y cortado un apareamiento erréneo, se observara un producto de ARN
de menor tamafio que el diplex de ARN de longitud completa formado por la ribosonda con el ARNm o el ADN. La
ribosonda no necesita tener la longitud completa del ARNm o el gen EGFR, sino que puede corresponder a los
exones 18 a 21 o al KDR de EGFR o a segmentos del mismo. Si la ribosonda comprende solo un segmento del
ARNm o gen EGFR, sera deseable usar varias de estas sondas para analizar toda la secuencia de ARNm con
respecto a apareamientos erréneos.

[0045] De manera similar, es posible usar sondas de ADN para la deteccion de apareamientos erréneos a
través de un corte enzimatico o quimico. Véase, por ejemplo, Cotton y col., Proc Natl Acad Sci USA, vol. 85, pag.
4397, 1988 y Shenk y col., Proc Natl Acad Sci USA, vol. 72, pag. 989, 1975. Alternativamente, los apareamientos
erroneos pueden detectarse por cambios de la movilidad electroforética de los duplex con apareamientos erréneos
con respecto a los duplex correctamente apareados. Véase, por ejemplo, Cariello, Human Genetics, vol. 42, pag.
726, 1988.Tanto con ribosondas como con sondas de ADN, el ARNm o ADN celular que pudiera contener una
mutacién puede amplificarse mediante PCR antes de la hibridaciéon. También es posible la detecciéon de cambios en
el ADN del gen EGFR mediante hibridacion de Southern, especialmente si los cambios son reorganizaciones de
importancia, como deleciones o inserciones.

[0046] Las secuencias de ADN del gen EGFR amplificadas mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa
pueden analizarse también con sondas especificas de un alelo. Estas sondas son oligémeros de acido nucleico,
cada uno de los cuales contiene una region de la secuencia del gen EGFR con una mutacién conocida. Por ejemplo,
un oligdmero puede tener una longitud de aproximadamente 30 nucledtidos, correspondientes a una porcién de la
secuencia del gen EGFR. Mediante el uso de una bateria de tales sondas especificas de alelo, pueden analizarse
los productos de amplificacion por PCR para detectar la presencia de una mutacién previamente identificada en el
gen EGFR. La hibridacion de sondas especificas de alelo con las secuencias amplificadas de EGFR puede llevarse
a cabo, por ejemplo, en un filtro de nailon. La hibridacion con una sonda concreta en condiciones de hibridacion
restrictivas indica la presencia de la misma mutacion en el tejido tumoral que en la sonda especifica de un alelo.

[0047] Las secuencias de ADN del gen EGFR que han sido amplificadas mediante la reaccion en cadena de
la polimerasa también pueden analizarse para identificar mutaciones por técnicas de espectroscopia de masas. Las
regiones amplificadas del gen con una mutacion tendran un patron espectroscépico de masas distinto del de la
misma region sin mutaciones.

[0048] La alteracion de los genes EGFR naturales puede detectarse también mediante la identificacion de
alteraciones de la proteina EGFR natural. Por ejemplo, pueden usarse anticuerpos monoclonales inmunorreactivos
con EGFR para analizar un tejido. La falta de un antigeno afin indicara una mutacién en EGFR. Para detectar un
producto mutante del gen EGFR también podrian usarse anticuerpos especificos para los productos de alelos
mutantes. Los anticuerpos pueden identificarse a partir de colecciones de fagos que exponen estas moléculas. Tales
ensayos inmunolégicos pueden realizarse en cualquier formato conveniente conocido en la técnica. Estos incluyen,
ensayos de inmunotransferencia, ensayos inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Cualquier procedimiento para la
deteccién de una proteina EGFR alterada puede usarse para la deteccién de una alteracion de los genes EGFR
naturales.

[0049] Los genes o productos génicos mutantes de EGFR pueden detectarse a partir de tumores o de otras
muestras corporales como orina, esputo o suero. Las mismas técnicas discutidas anteriormente para la deteccién de
genes o productos génicos mutantes de EGFR en muestras tumorales pueden aplicarse a las otras muestras
corporales. Las células cancerosas se desprenden de los tumores y aparecen en tales muestras corporales. Al
analizar tales muestras corporales puede conseguirse un sencillo diagndstico temprano para muchos tipos de
cancer. Ademas, el progreso de la quimioterapia o la radioterapia puede controlarse méas facilmente mediante el
andlisis de tales muestras corporales con respecto a la presencia de genes o productos génicos mutantes de EGFR.

[0050] Los procedimientos de diagndstico de la presente invencion pueden aplicarse a cualquier tumor en el
que EGFR desempefie un papel en la tumorigénesis, por ejemplo, de pulmdén, mama, colon, glioma, vejiga,
estdmago y préstata. El procedimiento de diagndstico de la presente invencion es util para los médicos, para poder
decidir sobre el tratamiento adecuado. Por ejemplo, un tumor que muestre alteracion en los dos alelos de EGFR
podria sugerir un régimen de tratamiento mas agresivo que un tumor que muestre un solo un alelo de EGFR
alterado.

[0051] Los pares de cebadores de la presente descripcion son utiles para la determinacién de la secuencia
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nucleotidica de un alelo concreto de EGFR mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Los pares de
cebadores de ADN monocatenario pueden alinearse con secuencias dentro o alrededor del gen EGFR con el fin de
cebar la sintesis de amplificacién del ADN del gen EGFR mismo. Un conjunto de estos cebadores permite la sintesis
de todos los nucledtidos de los exones 18 a 21 de EGFR. También pueden usarse cebadores especificos de un
alelo. Tales cebadores se alinean solo con alelos mutantes concretos de EGFR y, por lo tanto, solo amplificaran un
producto en presencia del alelo mutante como molde. Con el fin de facilitar la clonacién subsiguiente de las
secuencias amplificadas, los cebadores pueden tener secuencias de sitios para enzimas de restriccion afiadidas a
sus extremos. Por lo tanto, todos los nucledtidos de los cebadores derivan de los exones 18 — 21 de EGFR o de
secuencias adyacentes a estos, excepto por los pocos nucleétidos necesarios para formar un sitio para una enzima
de restriccion. Tales enzimas y sitios son bien conocidos en la técnica. Los cebadores mismos pueden sintetizarse
mediante procedimientos bien conocidos en la técnica. Generalmente, los cebadores pueden prepararse con
maquinas sintetizadoras de oligonucledtidos, disponibles en el comercio. El disefio de cebadores concretos se
encuentra dentro de las capacidades de los expertos en la técnica.

[0052] Las sondas de &cido nucleico proporcionadas por la presente descripcién son utiles para una serie de
finalidades. Pueden utilizarse en una hibridacién de Southern con ADN gendmico y en el procedimiento de
proteccion frente a ARNasa para la deteccion de mutaciones puntuales discutido anteriormente. Las sondas pueden
usarse para la deteccion de productos de amplificacion por PCR. También pueden usarse para la deteccion de
apareamientos erroneos con el gen EGFR o su ARNm mediante otras técnicas. Los apareamientos erréneos pueden
detectarse mediante enzimas (p. €j., nucleasa S1), compuestos quimicos (p. €j., hidroxilamina o tetroxido de osmio y
piperidina) o cambios en la movilidad electroforética de los hibridos apareados erréneamente en comparacion con
los hibridos perfectamente apareados. Estos procedimientos son conocidos en la técnica. Véase Novack y col., Proc
Natl Acad Sci USA, vol. 83, pag. 586, 1986. Generalmente, las sondas son complementarias de las secuencias de
los exones 18 — 21 de EGFR, aunque generalmente también se contemplan sondas para el dominio de cinasa y
segmentos del mismo. Es posible usar una bateria completa de sondas de acido nucleico para componer un kit para
la deteccion de la alteracion de genes EGFR naturales. El kit permite la hibridacion de toda la secuencia de los
exones 18 — 21 del gen EGFR. Las sondas pueden solaparse entre si 0 ser contiguas.

[0053] Si se usa una ribosonda para la deteccién de apareamientos erroneos con ARNm, esta es
complementaria del ARNm del gen EGFR. Por lo tanto, la ribosonda es una sonda no codificante, en el sentido de
que no codifica la proteina EGFR porque es complementaria de la cadena codificante. Generalmente, la ribosonda
se marca con material radiactivo, colorimétrico o fluorimétrico, lo que puede realizarse por cualquier procedimiento
conocido en la técnica. Si la ribosonda se utiliza para la deteccion de apareamientos erréneos con ADN, esta puede
ser de cualquier polaridad, codificante o no codificante. De manera similar, también pueden usarse sondas de ADN
para la deteccion de apareamientos erroneos.

[0054] La predisposicion a canceres puede averiguarse mediante el andlisis de cualquier tejido de un humano
con respecto a la presencia de mutaciones del gen EGFR. Por ejemplo, una persona que ha heredado una mutacion
en EGFR de linea germinal sera propensa a padecer cancer. Esto puede determinarse mediante el andlisis del ADN
de cualquier tejido corporal. Por ejemplo, puede extraerse sangre y, de las células de la sangre, extraerse el ADN.
Ademas, puede llevarse a cabo un diagnodstico prenatal mediante el analisis de células fetales, células placentarias o
liqguido amnidtico con respecto a la presencia de mutaciones del gen EGFR. Una alteracion de un alelo natural de
EGFR, por ejemplo, por mutacién puntual o por delecidn, puede detectarse por cualquiera de los procedimientos
discutidos anteriormente.

EJEMPLOS:
Ejemplo 1 Preparaciones sobre portaobjetos — desparafinado y tincién
[0055] Secciones sumergidas en las disoluciones siguientes:

xilenos recién preparados (para desparafinar las secciones) — 5 min
xilenos recién preparados — 5 min

etanol al 100 % — 15 s

etanolal 95 % — 15 s

etanolal 70 % - 15 s

agua desionizada — 15 s

hematoxilina de Mayer — 30 s

agua desionizada — lavado (x 2) — 15 s

etanolal 70 % — 15 s

eosinaY-15s

etanolal 95 % — 15 s

etanolal 95 % — 15 s

etanol al 100 % — 15 s

etanol al 100 % — 15 s

xilenos (para asegurar la deshidratacion de la seccién) — 60 s
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Secado al aire durante aproximadamente 2 minutos o mediante el uso suave de aire comprimido para eliminar
completamente los xilenos. El tejido quedo asi listo para microdiseccion por captura con laser (LCM).

Ejemplo 2 Microdiseccion por captura con laser y extraccion de ADN
Materiales:
[0056]

Sistema de LCM PixCell Il

Tapones para LCM CapSure HS o CapSure Macro
Dispositivo ExtractSure (s6lo HS)

Cuchillas (estériles de fabrica)

Tubos de 0,5 mi

Tubos de 0,2 mi

Kit de extraccion de ADN PicoPure

Incubador de 65 °C

Procedimiento:
[0057]

Tapon CapSure colocado sobre el area de tejido que debia recogerse.

2. Laser aplicado sobre el area deseada.

Tapon levantado del tejido.

20 pl de tampodn de digestion PicoPure junto con proteinasa K afiadidos a un tubo de 0,5 ml.
Tapodn con el material diseccionado colocado en el tubo para cerrarlo firmemente.

Tubo invertido para que el tampdn de digestién cubriera el tapén.

Incubado a 65 °C durante 24 horas.

Tubo con el tapdn centrifugado para recoger el material digerido en el fondo del tubo.
Digerido transferido a tubos en tira de 0,2 ml.

Proteinasa K inactivada a 95 °C durante 10 minutos en un termociclador con tapa caliente.
10. Uso de 1 — 2 pl de la muestra en una reaccién de PCR de 50 pl. No se necesitd purificacion.

Ejemplo 3 Amplificacién por PCR
Cebadores de PCR:

[0058] Se disefaron pares de cebadores para cada exén por secuenciar (exones 18, 19, 20 y 21 de EGFR).
Las secuencias de los cebadores usados fueron las siguientes:

< 5pEGFR.ex18.out > CAAATGAGCTGGCAAGTGCCGTGTC (SEQ ID NO: 39)
< 3pEGFR.ex18.out > GAGTTTCCCAAACACTCAGTGAAAC (SEQ ID NO: 40)

< 5pEGFR.ex19.out > GCAATATCAGCCTTAGGTGCGGCTC (SEQ ID NO: 41)
< 3pEGFR.ex19.out > CATAGAAAGTGAACATTTAGGATGTG (SEQ ID NO: 42)

< 5pEGFR.ex20.out > CCATGAGTACGTATTTTGAAACTC (SEQ ID NO: 43)
< 3pEGFR.ex20.out > CATATCCCCATGGCAAACTCTTGC (SEQ ID NO: 44)

< 5pEGFR.ex21.out > CTAACGTTCGCCAGCCATAAGTCC (SEQ ID NO: 45)
< 3pEGFR.ex21.out > GCTGCGAGCTCACCCAGAATGTCTGG (SEQ ID NO: 46)

< 5pEGFR.ex18.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCAAGTGCCGTGTCCTGGCACCCAAGC (SEQ ID NO: 47)
< 3pEGFR.ex18.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCCAAACACTCAGTGAAACAAAGAG (SEQ ID NO: 48)

< 5pEGFR.ex19.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCCTTAGGTGCGGCTCCACAGC (SEQ ID NO: 49)
< 3pEGFR.ex19.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCATTTAGGATGTGGAGATGAGC (SEQ ID NO: 50)

< 5pEGFR.ex20.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTGAAACTCAAGATCGCATTCATGC (SEQ ID NO: 51)
< 5pEGFR.ex20.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCGCAAACTCTTGCTATCCCAGGAG (SEQ ID NO: 52)

< 5pEGFR.ex21.in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTCAGCCATAAGTCCTCGACGTGG (SEQ ID NO: 53)
< 3pEGFR.ex21.in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCCATCCTCCCCTGCATGTGTTAAAC (SEQ ID NO: 54)
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Oligonucledtidos de KRAS para PCR:
[0059]

< 5pKRAS-out > TACTGGTGGAGTATTTGATAGTG (SEQ ID NO: 55)
< 3pKRAS-out > CTGTATCAAAGAATGGTCCTG (SEQ ID NO: 56)

< 5pKRAS-in.m13f > TGTAAAACGACGGCCAGTTAGTGTATTAACCTTATGTG (SEQ ID NO: 57)
< 3pKRAS-in.m13r > CAGGAAACAGCTATGACCACCTCTATTGTTGGATCATATTCG (SEQ ID NO: 58)

[0060] Se llevé a cabo una amplificacién anidada del producto primario de PCR con pares de cebadores
especificos de los intrones localizados dentro del producto primario de PCR. Los pares de cebadores anidados se
etiquetaron con las secuencias M13f y M13rev.

Primera tanda de PCR:

Reacciéon de PCR:

[0061]

ADN 0,5a30ng

Cebadores 250 nM de cada cebador exterior (out)

dNTP 0,2 mM de cada uno (Roche, n° de catalogo 1581295)

MgCl, 1,5 mM (tampén 10 x, 15 mM)

Enzima 1,5 U/reaccion de Tagq de alta fidelidad Expand (Roche, n° de catalogo 1759078)

50 pl de volumen de reaccién
Condiciones del termociclador:

[0062]

95 °C — 3 minutos

94 °C — 30 segundos repetido 35 veces
58 °C — 30 segundos

72 °C — 1 minuto

72 °C — 8 minutos

4 °C — permanente

Segunda tanda de PCR:

Reacciéon de PCR:

[0063]

ADN 1 ul de la reaccion de PCR de la primera tanda

Cebadores 250 nM de cada cebador interior (in)

dNTP 0,2 mM de cada uno (Roche, n° de catalogo 1581295)

MgCl, 1,5 mM (tampén 10 x, 15 mM)

Enzima 1,5 U/reaccion de Taq de alta fidelidad Expand (Roche, n° de catalogo 1759078)

50 pl de volumen de reaccién
Condiciones del termociclador:

[0064]

95 °C — 3 minutos

94 °C - 30 segundos repetido 30 veces
58 °C — 30 segundos

72 °C — 1 minuto

72 °C — 8 minutos

4 °C — permanente

Aislamiento de los productos de PCR:

[0065] Los productos de las reacciones de PCR se separaron en geles de agarosa E-Gel al 2 % (Invitrogen, n°
de catalogo G6018-02) para el control de calidad. Los productos de PCR se purificaron directamente mediante el kit
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de purificacion Qiaquick 96 PCR (Qiagen, n° de catalogo 28181) o se purificaron en gel en caso necesario. Para la
purificaciéon en gel, el producto de PCR se escindié del E-Gel y el ADN se purific6 mediante el kit de purificacion
Qiaquick 96 PCR con un protocolo de extraccion de gel (Qiagen, n° de catalogo 28181).

Ejemplo 4 Secuenciacion

[0066] Para la secuenciacion de los productos de PCR purificados, se usaron cebadores de secuenciacion
anidados o los cebadores de secuenciacion estandar M13f y M13rev para los productos de PCR etiquetados. Las
secuencias fueron las siguientes:

<m13f > TGTAAAACGACGGCCAGT (SEQ ID NO: 59)
<m13r > CAGGAAACAGCTATGACC (SEQ ID NO: 60)

[0067] Los productos de PCR purificados se diluyeron y se secuenciaron en ciclos con el kit BygDye
Terminator (ABI, Foster City, CA, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Mezcla de reaccion:

[0068]

5 pl de ADN (25 — 100 ng de producto de PCR)

6 pl de agua

1ul de cebador diluido con agua a 0,25 DO/100ul (m13f o m13r o un cebador especifico de la secuencia)
2 pl de BigDye v3.1

6 ul de tampon de dilucion (equivalente del tampdn de dilucion ABI 5x)
Secuenciacion en ciclos:

Condiciones:

[0069]

96 °C — 2,5 minutos — desnaturalizacion inicial

96 °C — 10 segundos

50 °C — 5 segundos

60 °C — 4 minutos

repetido por un total de 25 a 50 ciclos

Purificacién de la reaccion:

[0070] Los nucledtidos no incorporados se eliminan mediante:
Sephadex al 8 %

500 pl en un bloque de 96 pocillos Edge BioSystem
centrifugacion a 750 g durante 2 minutos

Analisis:
[0071] Los productos de reaccion se sometieron a electroforesis en secuenciadores ABI3700 o ABI3730.
[0072] Los electroferogramas se analizaron para detectar mutaciones mediante programas de analisis

disponibles en el comercio, como Sequencher (Gene Codes Corp) y con las herramientas de costumbre.
Ejemplo 5 Respuesta a la dosis

[0073] Las construcciones del receptor del factor de crecimiento epidérmico humano (EGFR) natural y
mutante usadas en este estudio se etiquetaron en el extremo N usando como epitopo la secuencia sefial de gD del
virus del herpes simple para sustituir a la secuencia sefial endégena de EGFR (Schaefer y col., 1999 J Biol Chem
274: 859 — 866). Se sembraron células Cos7 en placas de 12 pocillos en medio de cultivo normal 24 horas antes de
la transfeccion. Las células se transfectaron con 0,25 ul por pocillo de ADN de los plasmidos de expresion
(pPRK5.gD.EGFR natural, pRK5.gD.EGFR. L858R o pRK5.gD.EGFR.del(E746-S752)) mediante LipofectAMINE 2000
y de acuerdo con el protocolo recomendado por el fabricante (Invitrogen). A las 24 horas de la transfeccion, las
células se cultivaron en el medio DMEM sin suero durante seis horas. Una hora antes de la estimulacion, las células
transfectadas se preincubaron con las concentraciones de erlotinib indicadas. Las células transfectadas se
estimularon con TGF-a 1 nM durante 10 minutos. Las células se lisaron directamente en los pocillos con el tampdn
reductor de Laemmli. La autofosforilacién del receptor, un indice de la activacion del receptor EGFR por la
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estimulacion del factor de crecimiento, se detectdé por inmunotransferencia con un anticuerpo dirigido contra
fosfotirosina conjugado con HRP (Oncogene Sciences, AB-4). La eficiencia de la transfecciéon se evalué con un
anticuerpo especifico del epitopo de gD (5B6). El nivel de activacion del receptor se evaludé a partir de los
autorradiogramas con el software NIH Image. Estos datos se usaron después para generar una grafica, a partir de la
cual se calculd la Clsp mediante una funcién de ajuste de cuatro parametros. Segun se ilustra en los resultados a
continuacién, erlotinib tiene mayor afinidad por un EGFR que contiene mutaciones en comparacién con el EGFR
natural.

Construccion de EGFR Inhibicion (Clsg)
EGFR natural-gD 50 nM

L858R EGFR-gD 20 nM

del(746 — 752) EGFR-gD 5nM

Listado de secuencias

[0074]

< 110 > GENENTECH, INC. KENNETH J. HILLAN
< 120 > Mutaciones en EGFR y KRAS

<130 > 39766-0178PC

<140 > POR ASIGNAR
< 141 > 13-06-2006

<150 > US 60/695.174
< 151 > 28-06-2006

<160 > 60

<210>1
<211>1.210

< 212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 >1

17



Met
Ala
Cys
Asp
val

Leu

Ile

Ile
val
Pro
Ser
Asp
Gin
Asn
Thr
Lys
Thr
Asp
Asn
ser
val

TYr

Arg
Ala
Gln
His
Leu
Ser
Ala
Ile
Leu
Met
ASN
Ile
Asn
Gly
LyS
Ser
Gly
Glu
Pro
Phe
Thr
Glu

Pro
Ley
Gly
Phe
Gly
Phe
Leu
Arg
ser
Arg
ASn
val
His
ser
Ile
Pro
Pro
Ala
Thr
Gly
ASp
Met

ser
cys
Thr
Leu
Asn
Leu
Asn
Gly
Asn
Asn
Pro
ser
Leu
Cys
Ile
Ser
Arg
Thr
Thr
Ala
His
Glu

Gly
5

Pro
20
ser

ser
50
Leu
65
Lys

Thr

95
Asn
110

Tvr
1%5
Leu
140
Ala
155
Ser
170
Gl

18

Trp
200
Cys
215
As

230
Glu
245
Cys
260
TVYr
2%”5
Thr
2§|90
Gly
305
Glu
320

ES 2398 709 T3

Thr
Ala
Asn
Leu
Glu
Thr
val
Met
ASp
Gln
Leu
Asp
Ser
Gly
Ala
cys
Ser
Lys
Gin
Cys

-Ser

Asp

Ala
Ser
Lys
Gln
Ile
Ile
Glu
TYyr
Ala
Glu
Cys
Phe
Cys
Ala
Gln
Cys
Asp
Asp
Met
val
Cys
Gly

Gly
Arg
L eu
Arg
Thr
Gln
Arg

Asn
Ile
Asn
Leu
Gln
Gly
Gln
His
Cys
Thr
Asp
Lys
val

val

18

Ala
Ala
Thr
Met
Tyr
Glu

Ile,

Glu
Lys
teu
val
Ser
Lys
Glu
Cys
Ash
Leu
Cys
val
Lys
Arg
Arg

160
ASn
175
Cys
190
Glu
205
sSer
220
Gin
235
val
250
Pra
265
Asn

280

Cys
295
Ala
310
Lys
325

Leu
Glu
Leu
AsSn
Gln
Ala
Leu
Ser
Gly
Gly
Ser
Met
Asp
Asn
Gly
cys
Cys

Pro

Pro
Pro
Cys
cys

Leu
Glu
Gly
Asn
Arg
Gly
Glu

Leu
Ala
Ile
ser
Pro
Cys
Arg
Ala
Arg
Leu
Glu
Arg
Gly
Lys

Ala
Lys
Thr
Cys
Asn
Tyr
Asn
Ala
Lys
val
Gln
Met
ser
Gln
Cys
Ala
Lys
Met
Gly
Asn
Ala

LYS

Phe

Leu

120
Leu

150
Ar

16

Phe
180
Pro
195
Leu
2%0
Gly
225
Cys
240

Arg
255

Leu Ty

Lys

ASp
Cys

r
270
TYr
285
val
300
sar
315
Glu
330



Gly
Lys
Asn
phe
Glu
Leu
Glu
fhe
Arg
Asn
Phe
Glu
ser
Cys
Leu
Ile
cys
Ile
Gly
val
Pro
Ile
Ala
Lys
Pro
Ile
Gly
Glu
Thr
Met
cys
Gly
ser

ASn

Pro
Asp
Cys
Arg
Leu
Ile
Asn
Ser
Ser
Lys
Gly
Asn
Pro
Arg
Leu
Gln
Thr
Asp
Glu
Cys
Gly
Ala
Leu
Arg
Leu
Leu
Ala
Lys
Ser
Ala
Leu
Cys
Gln
Tyr

Cys
ser
Thr
Gly
Asp
Gln
Leu
Leu
Leu
Asn
Thr
Ser
Glu
Asn
Glu
Cys
Gly
Gly
Asn
His
Leu

Thr

Gly

Thr
Thr
Lys
rhe
val
Pro
ser
Thr
Leu
Tyr

Leu

Arg
Leu
sSer
AsSp
Ile
Ala
Glu
Ala
Lys
Leu
Ser
Cys
Gly
val
Gly
His
Arg
Pro
ASn
Leu
Glu
Gly
Tle
Leu
Pro
Glu
Gly
Lys

- 740

Lys
val
ser
Leu
Leu

Glu

ES 2398 709 T3

Lys
335
Ser
350
Ile
365
Ser
380
Leu
395
Trp
410
Ile
425

val,

440
Glu
455
Cys
470
Gly
485
LyS
500
Cys
515
ser
530
Glu
545
Pro
560
Gly
575
His
590
Thr
605
Cys
620
Gly
635
Met
650
Gly
665
Arg
680
ser
695
Thr
710
Thr
725
Ile

Ala
755
Asp
770
Thr
785
Asp
800
Leu
815
AsSp

val
Ile
Ser
Phe
Lys
Pro
Ile
val
Ile
TYr
Gln
Ala
Trp
Arg
Pro
Glu
Pro
Cys
Leu
His
Cys
val
Leu
arg
Gly
Glu
vai
Pro
Asn
Asn
val
Tyr
Asn

Arg

cys
Asn
Gly
Thr
Thr
Glu
Arg
sSer
ser
Ala
Lys
Thr
Gly
Gly
Arg
cys
Asp
val
val
Pro
Pro
Gly
Phe
Leu
Glu
Phe
Tyr
val
Lys
Pro
Gin
val
Trp
Arg

Ash
Ala
Asp
His
val
ASD
Gly
Leu
AsSp
Asn
Thr
Gly
Pro
Arg
Glu
Leu
AsSn
Lys
Trp
Asn
Thr
Ala
Met
Leu
Ala
Lys
Lys
Ala
Glu
His
Leu
Arg
cys

Leu

19

Gly
Thr
Leu
Thr
Lys
Arg
Arg
Asn
Gly
Thr
Lys
Gln
Glu
Glu
Phe
Fro
cys
Thr
Lys
Cys
Asn
Leu
Arg
Gin

Pro

LYS

Gly
Ile
Ile
val
Ile
Glu
val
val

Ile
340
Asn
355
His
370
Pro
385
Glu
400
Thr
415
Thr
430
Ile
445
AsS

460
Ile
475
Ile
490
val
505
Pro
520
Cys
535
val
550
GIn
565
Ile
580
Cys
5as
Tyr
610
Thr
6%5
Gly
640
Ley
655
Arg
670
Glu
685
Asn
700
Ile
715
Leu
730
Lys
745
Leu
760

Cys
7%5
Thr
780
His
BOS
GIn
B20
His

Gly
Ile
Ile
Pro
Ile
Asp
Lys
Thr

p val

Asn
Ile
Cys
Arg
val
Glu
Ala
Gln
Pro
Ala
Tyr
Pro
Leu
Arg
Arg
GIn
Lys
Trp
Glu
Asp
Arg
GIn
Lys
Ile

Arg

Ile

Lys
‘Leu

Leu
Thr
Leu
Gln
Ser
Ile
Trp

Ser

His.

Asp
Asp
Asn
Met
Cys
Ala
Asp
Gly
Lys
Leu
His
Glu
Ala
val
Ile
Ley
Glu
Leu
Leu
ASp
Ala
Asp

Gly
His
Pro
Asp
Gly
His
His
Leu
Ile
LyS
ASn

Ala

Lys
ser
Asn
Ala
Gly
Ala
cys
Ile
Leu
Iie
Leu
Leu
Leu
Pro
Arg
Ala
Leu
Met
Asn
Lys

Leu

Glu
Phe
val

Pro
Phe
Ala
Gly
Gly
ser

Lys

Arg .

Leu
val
Cys
Glu
Ile
His
val
Gly
Thr

Pro

val

val
val
Leu
Gly
Glu
Glu
Tyr
Gly
Pro
Ile
Gly
Ala

Phe
345
Lys

390
Leu

435
Leu



Arg
Phe
Ala

Ile

Gly

ASp
Glu
Ile
Phe
GIn
ser
Asp
Gln
ser
Asp
Leu
ser
ser
His
Gin
Thr
His
Asp
Ile
Ala
<210>2

<211>5616
<212 > ADN

Asn
Gly
Glu
Leu
val
Gly
Arg
Met
Arg
Arg
Pro
Met
Gly
ser

Arg

GIn

Ile
val
Asn
Asp
val

Trp

Tyr
Phe

Pro

< 213 > Homo sapiens

<400>2

val
Leu
Gly
His
Thr
Ile
Leu
val
Glu
TYyr
Thr
ASp
Phe
Leu
Asn
Arg
Asp
Pro
Gln
Pro
Gln
Ala
Gln
Lys
Gln

830

Leu val
845

Ala Lys
) 860
Gly LysS
875

Arg Ile
890

val Trp
905

Pro Ala
920

Pro Gln-

935

Lys Cys
950

Leu Ile
965

Leu val
980

Asp ser
_ 995
Asp val
1010
Phe ser
1025
ser Ala
1040
Gly Leu
1055
TYyr ser
1070
Asp Thr
1085
Lys Arg
1100
Pro Leu
. 1115
His ser
1130
Pro Thr
1145
Gln Lys
1160
GIn Asp
1175
Gly Ser
1190
ser ser
1205

ES 2398 709 T3

Lys
Leu
val
Tyr
Glu
Ser
Pra
Trp
Ile
Ile
Asn
val
ser
Thr
Gln
Ser
Phe
Pro
Asn
Thr
Cys
Gly

'Phe

Thr
Glu

Thr
Leu
Pro
Thr
Leu
Glu
Pro
Met
Glu
Gln
Phe
Asp
Pro
ser
ser
Asp
Leu
Ala
Pro
Ala
val
Ser
Phe
Ala
Phe

Pro
Gly
Ile
His

Met

Ile

Ile
Ile
Phe
Gly
TYr
Ala
Ser
Asn
Cys
Pro
Pro
Gly
Ala
val
Asn
His
Pro
Glu

Ile

20

835
GIn His
850

Ala Glu

865

Lys Trp
880

Gln Ser
895

Thr Phe
910

Ser ser
925

Cys Thr
940

Asp Ala
955

Ser Lys
970

Asp Glu
985

Arg Ala
+ 1000
Asp Glu
- 1015
Thr ser
1030
Aspn Ser
1045
Pro Ile

val
Glu
Met
Asp
Gly
Ile
ITe
Asp
Met
Arg
Leu
Tyr
Arg
Thr
Lys
Ala
Glu
Gln
Arg
Pro
Phe
ser
Ala
Glu

Lys

Lys

Ala

Val

Ser

Leu

Asp

ser
Ala
Met
Met
Leu
Thr
val
Glu
Leu
Tyr
Asn
Asp
Glu
Asp
Leu
Lys
Tyr

Ile
Glu
Leu
Trp
Lys
Glu
val
Arg
Arg
His
Asp
Ile
Pro
Ala
Asp
Thr
Ile

Pro

Pro

TYr
Ser
Asp
Pro

Leu

Thr
Tyr
Glu
Ser
Pro
Lys
Tyr
Pro
AsSp
Leu
Glu
Pro
Leu
Cys
Ser
Glu
Asn
val
His
Leu

Pro

840
AS

BS

His
870
Ser
885
TYr
900

Tyr
9%5
Gly
930
Met
945
Lys
360
Pro
975
Pro
990
Glu

1005

Gln

1020

Leu

1035

Ile

1050

Pha

1065

Asp

1080

Gln

1095

TY>r

1110

Tyr

1125

Asn

1140

Ala

1155

AsSn

Pro

1170

Asn

Gly

1185

Arg

val

1200



ccecggegea
gcccgacgeg
cgccgeccag
ccgectegec
ccagtattga
gaccctecgy
tgcccggega
taacaagctc
agaggatgtt

ES 2398 709 T3

gcgeggecge
gccgaggegg
accggacgac
gccaacgeca
tcgggagagc
gacggccgdg
gtcgggetct
acgcagttgg
caataactgt

agcagcctee
ccggagtccc
aggccaccte
caaccaccgc
cggagcgage
gcagcgetce
ggaggaaaag
gcacttttga
gaggtggtcc

21

gcecceoeccgea
gdgctagccc
gtcggegtec
gcacggcccc
tcttcgggga
tggcgctgcet
aaagtttgcc
agatcatttt
ttgggaattt

c€ggtgtgagc
cggcggeege
gcccgagtcce
ctgactccgt
gcagcgatgce
ggctgcgete
aaggcacgag
ctcagcctec
ggaaattacc

30

100
150
200
250
300
350
400
450
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tatgtgcaga ggaattatga
ggcrggttat gtcctcattg
aaaacctgca gatcatcaga
ttagcagtct tatctaacta
gcccatgaga aattracaqg
acaaccctge cctgtgcaac
agcagtgact ttctcagcaa
cagctgccaa aagtgtgatc
caggagagga gaactgccag
tgctccggge gctgecgtgg
gtgtgctgca ggctgcacag
gcaaattccg agacgaagee
ctctacaacc ccaccacgta
cagctttgot gccacctgcg
cagatcacgg ctcgtgcgtc
gaggaagacg gcgtccgcaa
agtgtgtaac ggaataggta
atgctacgaa tattaaacac
ctccacatec tgceggtggc
tcctctggat ccacaggaac
cagggttttt gctgattcag
gcctttgaga acctagaaat
gttttctctt gcagtcgtca
ccctcaagga gataagtgat
ttgtgctatg caaatacaat
tcagaaaace aaaattataa
caggccaggt ctgccatgec
gagcccaggg actgcgtcte
cgtdgacaag tgcaaccttc
attctgagtg catacagtgc
atcacctgca caggacgggg
cattgacggc ccccactgcg
aaaacaacac cctggtctgg
ctgtgccatc caaactgcac
ctgtccaacg aatgggccta
gggccctect ctrgetgotg
cgaaggcgcc acatcgttcg
gagggagctt gtggagectc
ctctcttgag gatcttgaag
ggctceggtg cgrreggceac
tgagaaagtt aaaattcccg
ctccgasagc caacaaggaa
gtggacaacc cccacgtgtg
cgtgcagctc atcacgcagce
tccgggaaca caaagacaat
gtgcagatcg caaagggcat
ccgcgacctg gcagcecagga
agatcacaga ttttgggctg
taccatgcag aaggaggcaa
aattttacac agaatctata
tgaccgittg ggagttgatg
cctgccagcg agatctcctc
gccacccata tgtaccatcg
tgatagacgc agatagtcgc
tccaaaatgg cccgagacce
adagaatgcat ttgccaagtc
tggatgaaga agacatggac
ccacagcagg gctrtctrcag
gagcrctetg agtgcaacca
gaaatgggct gcaaagctgt
tacagctcag accccacagg
cticctccca gtgcectgaat
ctggctctgt gcagaatcct
coccagcagag acecdcacta
ccccgagtat ctcaacactg
acagccctge ccactgggcco
aaccctgact accagcagga

tctttcettc
€cctcaacac
ggaaatatgt
tgatgcaaat

‘adatcctgea

gtggagagca
catgtcgatg
caagctgtec
aaactgacca
caagtccecec
gcccccggaa
acgtgcaagg
ccagatggat
tgaagaagtg
cgagcetgty
gtgtaagaag
ttogtgaatt
ttcaaaaact
atttaggagt
tggatatict
gcttggectyg
catacgcyggc
gcctgaacat
goagatgrga
aaactggaaz
gcaacagagg

ttgtgctcec

ttgccggaat
tggagggtga
cacccagagt
accagacaac
tcaagacctg
aagtacgcag
ctacggatgc
agatcccgtc
gtggtggece
gaagcgcacg
ttacacccag
gaaactgaat
ggtgrataag
tcgctatcaa
atcctegatg
ccgectgcotg
tcatgecctt
attggctecc
gaactacttg
acgtactggt
gccaaactgc
agtgcctatce
cccaccagag
acctttggat
catcctggag
atgtctacat
ccaaagttcc
ccagcgctac
ctacagacrtc
gacgtyggtgg
cagcccctce
gcaacaattc
cccatcaagg
cgccttgact
acataaacca
gtctatcaca

ccaggacece

tccagcccac
cagaaaggca
ctitctttocee

22

ttaaagacca
agtggagcyga
actacgaaaa
aaaaccggac
tggcgeccatyg
tccagtggeg
gacttccaga
caatgggagc
aaatcatctg
agtgactgct
gagcgactgc
acacctgccc
gtgaaccccg
tccccgtaat
gggccgacag
tgcgaagggc
taaagactca
gcacctccat
gactcctteca
gaaaaccgta
aaaacaggac
aggaccaagc
aacatcctty
taatttcagg
aaactgtrtg
tgaaaacagc
ccgagygqgctg
gtcagccgag
gccaagggag
gcctgectea
totatccagt
cccggcagga
acgccggcca
actgggccag
catcgccact
tggggatcag
ctgcggaggc

-tggagaagct

tcaaaaagat
fggactctgga
ggaattaaga
aagcctacgt
ggcatctgcc
cggctgcctc
agtacctgct
gaggaccgtc
gadaacaccg
tgggtgcgga
aagtggatgg
tgatgtctgg
ccaagccata
aaaggagaac
gatcatggtc
gtgagttgat
cttgtcattc
caactrtctac
atgccgacga
dcgtcacgga
caccgtgget
aagacagctt
gaggacagca
gtccgttcoce
atcagecctct

tccaggaggt
attcctttgg
ttcctatgee
tgaaggagct
cggttcagca
ggacatagtc
accaccrgag
tgctgaggtg
tgcccagceag
gccacaacca
ctggtctgec
cccactcatg
agggcaaata
tatgtgatga
ctatgagatg
cttgccgcaa
ctctecataa
cagtggcgat
cacatactcc
aaggaaatca
ggacctccat
aacatggtca
ggattacgct
adacaaaaat
ggacctcecgg
tgcaaggcca
ctggggccecyg
gcagggaatyg
tttgtggaga
ggccatgaac
gtgcccacta
gtcatgdgayg
tgtgtgecac
gtcttgaagg
gggatgotgg
cctcttcatg
Tgctgcagga
cccaaccaag
caaagtgctg
teccagaagy
gaagcaacat
gatggccagce
tcaccrceac
ctggactatg
caactgatgt
gcttggtgca
cagcatgtca
agagaaagaa
cattggaatc
agcracgggqg
tgacggaatc
gcectceoctea
aagtgctgga
catcgaattc
agggggatga
cgtgccctga
gtacctcatc
ctccectect
tgcattgata
cttgcagcga
tagacgacac
aaaaggcccg
gaaccccgcg

cacagcactg-cagtgggcaa
ctgtgtcaac agcacattcg
gccaccaaat tagcctggac
daggaagcca agccaaatgg

500
550
600
650

750
800

850

900

950

1000
1050
1100
1150
1200
1250
1300
1350
1400
1450
1500
1550
1600
1650
1700
1750
1800
1850
1900
1950
2000
2050
2100
2150
2200
2250
2300
2350
2400



<210>3
<211>6

catctttaag
cacaaagcag
ctaaaaatcc
ccatcccaac
tgcaacgttt
ttgggaagtt
gcatccagca
ggtatatttg
ggatcttgga
ttccaacaag
caggcccaac
cttgattcca
tccaagaagg
tcatggcagg
dgaaacggag
ccccacggta
cgttagacig
gctgeccccty
aataataact
atagcccaca
Tctcgoaaaa
tcctttgagg
ctcctttage
gaagatagtt
gtatatgttc
gtcacacaaa
ctctggecac
agtagtgtgg
aatgctttca
taaaataatt
gcccaccttt
agcagtcctt
catccaattt
gttatgttca
aatttttgac
tatttgattt
daadaaaaaa

5 <212 > Proteina
< 213 > Homo sapiens

<400>3

10

<210>4
<211>18

<212 > ADN

15

<400>4

< 213 > Homo sapiens

aaagtgctgg gctceggt

20 <210>5

<211>18

<212 > ADN
< 213 > Homo sapiens

25 <400>5

aaagtgctgt gctceggt

<210>6
<211>6

ES 2398 709 T3

ggctccacag
tgaatttatt
agactctttc
agccatgecec
acaccgacta
gcattccttt
agaatattgt
aaaaaaaaaa
gtttttcatt
gaagaagctt
tgtgagcaag
gtggttctgc
ccttcatggc
tacagtagga
gggatggaat
cttactccecc
acttgtttgt
tctrgetgtce
cggattccag
gctgagaatg
acgtatctcc
catagatcag
catcacccca
ttctectttt
ccteccaggtc
aagtgtctct
aacagggcat

‘aattcaggta

caacatttgc
tctctacaat
tttcctaatc
tgtaaacagt
atcaaggaag
gtcacacaca
tcccagatca
ttgtctcaat
aadaaa 5616

ctgaaaatgc
ggagcatgac
gatacccagyg
gcattagctc
gccaggaagt
gtcttcaaac
ccctttgage
aaagtatatg
gtcgctattg
gctggtagca
gagcacaagc
ttcaaggctt
cccagcaggce
taagccactc
tcttccttag
actgatggac

cttccattec

atgaaatcag
cccacattgg
tggaatacct
taatttgagg
aagactacaa
accececcaaa
acttcacttc
agctgcccec
gccttgagtc
tttacaggtg
gtaaatatga
agatgtttta
tggaagdttg
tgtgtgtgcc
gttttaaact
aaatggttca
catacaaaat
gtcagagcecc
gaaaataaaa

agaataccta
cdcggaggat
accaagccac
ttagacccac
acttccacct
tgtgaagcat
agaaattitat
tgaggatttt
attrttactt
cttgctaccc
cacaagtctt
ccactgcaaa
cggatcggta
tgtccettcce
acttactitt
cagtggtttc
attgttttga
caagagagga
attcatcagc
aaggatagca
ctcagatgaa
aaatgaagct
attagtttat
aaaagctttt
aaacccccte
atctattcaa
cgaatgacag
aactagggtt
gaaggaazaa
gaagattcag
ctgtaacctg
ctcctagtca
gaaaatattt
gttccttttg
ctacagcatt
ctatattcat

Lyi val Leu Gly Seg Gly

18

18

23

agggtcgecgce
agtatgagcc
agcaggtect
agactggttt
cgggcacatt
ttacagaaac
ctttcaaaga
tartgattgyg
caatgggcic
tgagttcatc
ccagaggatg
acactaaaga
ctgtatcaag
tgggcaaaga
gtaaaaatgt
cagtcatgag
aactcagtat
tgacacatca
atttggacca
ccgctittgt
atgcatcagg
gctctgaaat
gttacttaty
tactcaaaga
cttacgcttt
gcacttacag
tagcattaty
tgaaattgat
agttccttcce
ctagttagga
actggttaac
atatccacce
tcagcctaca
cttttaaagt
gttaagaaag
ttccacteta

3850
3900
3950
4000
4050
4100
4150
4200
4250
4300
4350
4400
4450
4500
4550
4600
4650
4700
4750
4800
4850
4500
4950
5000
5050
5100
5150
5200
5250
5300
5350
5400
5450
5500
5550
5600
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< 212 > Proteina
< 213 > Homo sapiens

<400>6

Lyi val Leu Ala Se; Gly

<210>7

<211>18

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>7
aaagtgctgg ccteeggt 18

<210>8

<211>6

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens
<400>8

Lyi val Leu Cys Seg Gly

<210>9

<211>19

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400>9

Ala ITe Lys Glu Leu Arg Glu Ala Thr Ser Pro Lys Ala Asn Lys
1 5 10 15
Glu Ile Leu Asp

<210>10

<211>57

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>10

gctatcaagg aattaagaga agcaacatct ccgaaagcca acaaggaaat 30
cctecgat 57

<210>11

<211>42
<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 11
gctatcaaaa catctccgaa agccaacaag gaaatcctcg at 42

<210>12

<211>48

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>12
gctatcaagc aaccaacatc tccgaaagcc aacaaggaaa tcctcgat 48

24
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<210>13

<211>39

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>13
gctatcaagg aatcgaaagc caacaaggaa atcctcgat 39

<210>14

<211>33

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 14
gctatcaagg aattaagaga agcaaccctc gat 33

<210>15

<211>57

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 15

gctatcaagg aattaagaga agcaacatct ccgaaagtca acaaggaaat 50
cctcgat 57

<210>16

<211>57

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 16

gctatcaagg aatcaagaga agcaacatct ccgaaagcca acaaggaaat S50
cctcgat

<210>17

<211>57

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 17

gctatcaaga aattaagaga agcaacatct ccgaaagceca acaaggaaat 50
cctcgat 57

<210>18

<211>7

< 212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 18

Metlz Ala Ser val Asg Asn Pro

<210>19

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>19
atggccagceg tggacaaccc ¢ 21
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<210>20

<211>27

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 20

ES 2398 709 T3

atggccatag ccagcgtgga caacccc 27

<210> 21

<211>9

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 21

<210>22

<211>30

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 22

Me} Ala 1le Ala Se; val Asp Ash Pro

atggccagcg tggccagegt ggataacccc 30

<210>23

<211>10

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 23

<210>24

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 24
atggccatcg tggacaaccc ¢

<210>25

<211 >

< 212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 25

<210> 26

<211>6

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 26

Met Ala Ser val Ala Ser val Asp Asn Pro
1 5 10

21

Met Ala Ile val Asg Asn Pro
1

26



<210>27

<211>18

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 27

tttgggctgg ccaaactg
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<210>28

<211>18

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 28
tttgggcggg ccaaactg

<210>29

<211>6

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 29

<210>30

<211>18

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 30
tttgggccgg ccaaactg

<210> 31

<211>6

<212 > Proteina

< 213 > Homo sapiens

<400 > 31

<210>32

<211>10

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 32
ggaattaaga

<210> 33

<211>15

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

ES 2398 709 T3

1

18

18

Phe Gly Arg Ala Lys Leu

18

Phg Gly Pro Ala Lyg Leu

10

Phe Gly Leu Ala Lyg Leu

27



ES 2398 709 T3

<400>33
ggaattaaga gaagc 15

<210> 34
5 <211>18
<212 > ADN
< 213 > Homo sapiens

<400 > 34
10 taagagaagc aacatctc 18

<210>35
<211>18
<212 > ADN
15 <213 > Homo sapiens

<400 > 35
ttaagagaag caacatct 18

20 <210>36
<211>12
<212 > ADN
< 213 > Homo sapiens

25 <400> 36
taagagaagc aa 12

<210>37
<211>24
30 <212>ADN
< 213 > Homo sapiens

<400 > 37
atctccgaaa gccaacaagg aaat 24
35
<210>38
<211>19
<212 > Proteina
< 213 > Homo sapiens
40
<400 > 38
Lys Lys Lys Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr G1¥
1 5 10 1
Trp Leu Asp pPhe
45 <210>39
<211>25
< 212> ADN
< 213 > Homo sapiens
50 <400>39
caaatgagct ggcaagtgcc gtgtc 25
<210>40
<211>25

55 <212>ADN
< 213 > Homo sapiens

<400 > 40

gagtttccca aacactcagt gaaac 25
60

<210>41

<211>25

< 212> ADN

28
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< 213 > Homo sapiens

<400 > 41
gcaatatcag ccttaggtgc ggctc 25

<210>42

<211>26

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 42
catagaaagt gaacatttag gatgtg 26

<210>43

<211>24

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400>43
ccatgagtac gtattttgaa actc 24

<210>44

<211>24

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 44
catatcccca tggcaaactc ttge 24

<210>45

<211>24

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 45
ctaacgttcg ccagccataa gtcc 24

<210 > 46

<211>26

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 46
gctgcgagct cacccagaat gtetgg 26

<210 > 47

<211>44

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 47
tgtaaaacga cggccagtca agtgccgtgt cctggcaccc aagc

<210>48

<211>42

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 48
caggaaacag ctatgacccc aaacactcag tgaaacaaag ag

<210>49

<211>39

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

29
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<400 > 49
tgtaaaacga cggccagtcc ttaggtgcgg ctccacage

<210>50

<211>40

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 50
caggaaacag ctatgaccca tttaggatgt ggagatgagc

<210> 51

<211>41

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 51
tgtaaaacga cggccagtga aactcaagat cgcattcatg c

<210>52

<211>41

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 52
caggaaacag ctatgaccgc aaactcttgc tatcccagga g

<210>53

<211>40

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 53
-tgtaaaacga-cggccagtca gccataagtc ctcgacgtgg

<210>54

<211>42

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 54
caggaaacag ctatgaccca tcctceectg catgtgttaa ac

<210>55

<211>23

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 55
tactggtgga gtatttgata gtg 23

<210 > 56

<211>21

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 56
ctgtatcaaa gaatggtcct g 21

<210>57

<211>38

<212 > ADN

< 213 > Homo sapiens

<400 > 57
tgtaaaacga cggccagtta gtgtattaac cttatgtg

38

30

39

40

41

41

40

42
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<210> 58
<211>42
<212 > ADN
5 <213 > Homo sapiens

<400 > 58
caggaaacag ctatgaccac ctctattgtt ggatcatatt cg 42

10 <210>59
<211>18
<212 > ADN
< 213 > Homo sapiens

15 <400>59
tgtaaaacga cggccagt 18

<210>60
<211>18
20 <212>ADN
< 213 > Homo sapiens

<400 > 60
caggaaacag ctatgacc 18
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para la identificacion de un paciente que no es sensible al tratamiento con un inhibidor
de EGFR en combinacion con un agente quimioterapéutico, que comprende la determinacion in vitro de la presencia
0 ausencia de una mutacién en KRAS y de EGFR natural o mutado en un tumor de dicho paciente, segun lo cual, la
presencia simultanea de una mutacion en KRAS y de EGFR en dicho tumor indica que el paciente no respondera a
dicho tratamiento con un inhibidor de EGFR en combinacién con quimioterapia.

2. Procedimiento para determinar si un tumor responderg al tratamiento con un inhibidor de EGFR en
combinacion con un agente quimioterapéutico, que comprende la determinacion de la presencia de EGFR natural o
mutado y un KRAS mutante en una muestra de dicho tumor, segun lo cual, la presencia simultanea de EGFR y una
proteina o gen KRAS mutantes indica que el tumor no respondera al tratamiento con un inhibidor de EGFR.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en que dicha mutacion en KRAS es una
mutacién activadora.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o la reivindicaciéon 2, en que dicha mutacion en KRAS es al
menos una de entre G12C, G12A, G12D, G12R, G12S, G12V, G13C y G13D.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que dicho inhibidor de EGFR
es uno o mas de entre cetuximab, panitumumab, erlotinib o gefitinib.

6. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en que dicho inhibidor de EGFR es erlotinib.

7. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en que dicho agente
quimioterapéutico es uno o mas de entre citarabina, fludarabina, 5-fluoro-2’-desoxiuridina, gemcitabina, hidroxiurea,
metotrexato, bleomicina, clorambucilo, cisplatino, ciclofosfamida, doxorrubicina, mitoxantrona, camptotecina,
topotecan, teniposido, colcemida, colchicina, paclitaxel, vinblastina, vincristina o tamoxifeno.

8. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicho agente
quimioterapéutico es carboplatino y/o paclitaxel.

9. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el EGFR es EGFR
natural.
10. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que el EGFR es EGFR
mutado.
11. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la presencia de EGFR

se determina por inmunohistoquimica.

12. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que la presencia de una
mutacion en KRAS se determina mediante la amplificacién de un acido nucleico de KRAS a partir de dicho tumor o
de un fragmento del mismo, del que se sospecha que contiene una mutacioén, y la secuenciacion de dicho acido
nucleico amplificado.

13. Procedimiento segun una cualquiera de la reivindicaciones 1 a 11, en el que la presencia de una
mutacién en KRAS se determina mediante la amplificacién de un acido nucleico de KRAS a partir de dicho tumor o
de un fragmento del mismo, del que se sospecha que contiene una mutacion, y la comparacién de la movilidad
electroforética del acido nucleico amplificado con la movilidad electroforética del correspondiente acido nucleico o
fragmento de KRAS natural.

14. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o segun una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 13, como
dependientes de ésta, en el que la presencia simultanea de una mutacién en KRAS y de EGFR indica que se espera
una menor supervivencia para el paciente si se le trata con un inhibidor de EGFR en combinacién con quimioterapia
que si se le trata solamente con quimioterapia.

15. Inhibidor de EGFR para uso en un procedimiento para el tratamiento de un tumor en combinacién con
quimioterapia, en el que el tratamiento esta contraindicado para tumores que contienen simultdneamente una

32
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mutaciéon en KRAS y EGFR.

16. Inhibidor de EGFR para uso en un procedimiento para el tratamiento de un tumor en combinacién con
quimioterapia de acuerdo con la reivindicacion 15, que es uno 0 mas de entre cetuximab, panitumumab, erlotinib o
5 gefitinib.

17. Inhibidor de EGFR para uso en un procedimiento para el tratamiento de un tumor en combinacién con
quimioterapia de acuerdo con la reivindicacion 16, que es erlotinib.
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LLALLAALCP
VLGNLEITYV
MYYENSYALA
SIQWRDIVSS
TKIICAQQCS
KDTCEPLMLY
CGADSYEMEE
NCTSISGDLH
PENRTDLHAF
VIISGNKNLC
SPEGCWGPEP
ECLPQAMNIT
ADAGHVCHLC
ALGIGLFMRR
EFKKIKVLGS
DEAYVMASVD
SOYLLNWCVQO
LLGAEEKEYH
GSKPYDGIPA
FRELIIEFSK
VDADEYLIPQ
KEDSFLQRYS
HNQPLNPAPS

GSHQISLDNP

ASRALEEKKV
QRNYDLSFLK
VLSNYDANKT
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SEISSILEKG
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QGFFSSPSTS
SDPTGALTED
RDPHYQDPHS

DYQODFFPKE

Figura 1
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CCCCGGCGCAGCECGECCGCAGCAGCCTCCEGCCCCCCGCACGGTETGAGCGCCCEACHCG
GCCCAGGCEGCCEGAGTCCCGAGCTAGCCCCEGLEGLCGTCGCCECCCAGACCGGACGAL
AGGCCACCTCGTCGGECGTCCGCCCGAGTCCCCGCCTCGCCGCCARCGCCACAACCACCGC
GCACGGCCCCCTGACfCCGTCCAGTATTGATCGGGAGAGCCGGAGCGAGCTCTTCGGGGA
GCAGCGATGCGACCCTCCGEGACGGLCGRGECAGCGCTCCTGECGCTEGCTGGCTGCGCTC
" PGCCCGGCERAGTCEGGCTCTGEAGGARMAGAARGT TIGCCAAGECACGAGTAACAAGCTC
ACGCAGTTGCGCACTTTIGAAGATCATTTITCTCAGCCTCCAGRGEGATGTTCAATAACTGT
GAGGTGCTCCTTGEGAATTTGGAAATTACCTATGTGCAGAGCAATTATGATCTITCCTTC
TTAAAGACCATCCAGGAGGTGGCTGGTTATGTcCTCATTGCCCTCAACACAGTGGAGCGA
ATTCCTTTGGAARAACCTGCAGATCATCAGAGGAAATATGTACTACGAAARTTCCTATGCC
TTAGCAGTCTTATCTAACTATGATGCAAATARMAACCGCGACTGAAGGAGCTGCCCATGAGA
AATTTACAGGAAATCCTGCATEGCECCGTGCEETTCAGCAACAACCCTGCCCTGTAGCAAC
GTGGAGAGCATCCAGTGOCGEGACATAGTCAGCAGTGACTTTCTCAGCAACATGTCGATG
GACTTCCAGAACCACCTGECCAGCTGCCARARGTETGATCCARGCTGTCCCAATGGGAGC
TGCTGEEGTGCAGGAGAGGAGAACTGCCAGAAACTGACCAARRAATCATCTGTGCCCAGTAG
TGCTCCGEGCGCTGCCEGTGECAAGTCCCCCAGTGACTGCTGCCACAACCAGTGTGCTGCA
GGCTGCACAGGCCCCCGEEAGAGCGACTGCCTGETCTGCCGCARATTCCGAGACGRAAGCC
ACGTGCAAGGACACCTECCCCCCACTCATGCTCTACARCCICACCACCTACCAGATGGAT
GTGAACCCCGAGGGCARATACAGCT TTGGTGCCACCTGCGTGARGAAGTGTCCCCGTAAT
TATGTGGTGACAGATCACGGCTCATGCGTCOGAGCCTGTGEGGCCEGACAGLCTATGAGATG
GAGGAAGACGGCGTCCGCARGTGTAAGARGTGLGARGEGCCTTGCCGCAAAGTGTGTAAL
GGAATAGGTATTGGTGAATTTAAAGACTCACTCTCCATAAATGCTACGAATATTAAACA;

TTCAARAACTGCACCTCCATCAGTGGCGATCTCCACATCCTGCCGGTGGCATTTAGGGGT

Figura 2a
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GACTCCTTCACACATACTCCTCCTCTGEATCCACAGGAACTGGATATTCTGARAACCGTA
AAGGARATCACAGGGTTTTTGCTGATTCAGGCTTGGCCTGAARACAGGACGEACCTCCAT
GCCTTTGAGAACCTAGAAATCATACCCGGCAGGACCAAGCARCATGGTCAGT TTTCTCTT
GCAGTCCTCACCCTGAACATARCATCCTTCEGATTACGCTCCCTCAAGCGAGATAAGTGAT
GGAGATGTGATAATTTCAGGAAACAARAATTTGTGCTATGCAAATACARTAAACTGGARA
ARACTGTTTGGGACCT CCGGTCAGARAACCAAAATTATARGCARCAGAGGTGAAAACAGC
TECAAGGCCACAGGCCAGGTCTGCCATGCCTTETGCTCCCCCGAGGECTRCTERRECCCG
GAGCCCAGGGACTGCGTCTCTTGCCGGAATGTCAGCCGAGGCAGGGAATGCGTGGACAAG

TECAACCTTCTGCAGGGTGAGCCAAGGGAGTTTGTGGAGARCTCTGAGTGCATACAGTSC

CACCCAGAGTGCCTGCCTIAGGCCATGAACATCACCTGCACAGGACGGEGACCAGACARC

TGTATCCAGTGTGCCCACTACATTGACGGCCCCCACTGCGTCAAGACCTGCCCGGTAGGA
GTCATGGGAGAARACARCACCCTGGTCTGGARGTACGCAGACGCCGGCCATGTGTGCCAC
CTGTGCCATCCARAACTGCACCTACGGATGCACTGGGECCAGETCTTGAAGGCTETCCAACG
AATGGGCCTAAGATCCCGTCCATCGCCACTEGCATGETGGGGECCCTCCTCTTGCTGCTG
GTGGTGGCCCTGGGGATCGGCCTCTTCATGCGAAGGCGCCACATCGTTCGGAAGCGCACG
CTGCGGAGGCTGCTGCAGGAGACGERAGCT TETGGAGCCTCTTACACCCAGTCGAGAAGLT
CCCAACCAAGCTCTCTTGAGGATCTTGAAGGARACTGAATTCARAARAGATCAARGTGCTG
GGCTCCGGETGCGTTCGGCACGETGTATAAGGEACTCTGCATCCCAGRAAGETGAGAAAGTT
ARAATTCCCGTCGCTATCAAGCGARTTAAGAGAAGCAACATCTCCGARAGCCAATAAGGAA
ATCCTCGATGAAGCCTACGTGATGGCCAGCGTGEGACRACCCCCACGTGTGCCECCTGCTE
GGCATCTGCCTCACCTCCACCGTGCAGCTCATCACGCAGCTCATGCCCTTCGGCTGCCTC

CTGCACTATGTCCGGGAACACAARGACANTATTGGCTCCCAGTACCTGUTCARCTGRTGT

Figura 2b
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GTGCAGATCGCAAAGGGCATGAACTACTTGGAGEACCGTCGCTTIGCTGCACCGCGACCTG
GCAGCCAGGAACGTACTGCTGARAACACCGCAGCATGTCARGATCACAGATTTTGGGCTG
GCCRAACTCECTGGGTGCCGGAAGRCAAAGRATACCATGCAGARGGAGGCAAAGTGCCTATC
ARAGTGGATGGCATTGGAATCAATTTTACACAGARTCTATACCCACCAGAGTEATGTCTGE
AGCTACGGGGETGACCGTTTGGEGAGT TGATGACCTTTGGATCCARGCCATATGACGGAATC
CCTGECCAGCGAGATCTCCTCCATCCTGGAGAARGGAGAACGCCTCCCTCAGCCACCCATA
TGTACCATCGATGTCTACATGATCATGGTCAAGTGCTGGATGATAGACGCAGATAGTCGC
CCARAGTTCCGTGAGTTGATCATCGAATTCTCCAARATGGCCCGAGACCCCCAGCGCTAC
CTTGTCATTCAGGGGGATGAMAGAATGCATTTGCCAAGT CCTACAGACTCCAACTTCTAC
CGTGCCCTEATSGATCAAGAACGACATGCGACCGACGTGCTGGATGCOCACGAGTACCTCATC
CCACAGCAGGGCTTCTTCAGCAGCCCCTCCACGTCACGGACTCCCCTCCTEAGCTCTCTG
AGTGCAACCAGCAACAATTCCACCGTGGCTTGCAT TGATAGAAATGGGCTGCALAAGETGT
CCCATCAAGGARGACAGCTTCTTGCAGCGATACAGCTCAGACCCCACAGGCGCCTTGACT
GAGGACAGCATAGACGACACCTTCCTCCCAGTGCCTGAATACATARACCAGTCCGTTCCC
AAAAGGCCCGCTGGCTCTGTGCAGAATCCTGTCTATCACARTCAGCCTCTGAACCCLGCG
CCCAGCAGAGACCCACACTACCAGGACCCCCACAGCACTGCAGTGGGCAACCCCGAGTAT
CTCAACACTGTCCAGCCCACCTGTGTCAACAGCACATTCGACAGCCCTGCCCACTGEGCC
CAGAAAGSGCAGCCACCARATTAGCCTCGACAACCCTGACTACCAGCAGGACTTCTTTCCC
AAGGBAAGCCAAGCCAAATGCGCATCTT TAAGGGCTCCACAGCTGAAARTCCAGAATACCTA
AGGETCGCGCCACARAGCAGTGAATTTATTCCAGCATGACCACGEGAGGATAGTATGAGCC
CTAAARATCCAGACTCTTTCGATACCCAGGACCAAGCCACAGCAGGTCCTCCATCCCARC
AGCCATGCCCGCATTAGCTCTTAGACCCACAGACTGETTITTGCAACGTTTACACCGACTA

GCCAGGAAGTACTTCCACCTCGGGCACATTTTGGGARGTTGCATTCCTTTETCTTCAAAC

TGTEAAGCATTTACAGAARCGCATCCAGCAARGAATATTGTCCCTTTGAGCAGAAATTTAT

Figura 2c
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CTTTCAAAGAGGTATATTTGAARAAMRRAAAANACTATATGTGACGATITTTATTGATTGG
GGATCTITGGAGTTT T TCATTIGTCEGCTATTGATTTTTACTTCAATGGGCTCTTCCAACAAG
GAAGRAGCTTGCTGGTAGCACTTGCTACCCTGAGTTCATCCAGGCCCAACTGTGAGCAAG
GAGCACAAGCCACARGYCTTCCAGAGGATGCTTGATTCCAGTGGTTCTGCTTCAAGGCTT
CCACTGCAAAACACTARAGATCCAAGAAGGCCTTCATCGCCCCAGCACGGCCGGATCGGTA
CTGTATCAAGTCATGGCAGETACAGTAGCGATAAGCCACTCTGTCCCTTCCTCGGGCARRGA
AGAAACGGAGGGEGATGGAATTCTTCCTTAGACTTACTTTTGTAAAAATGTCCCCACGGTA
CTTACTCCCCACTGATGGACCAGTGGT TTCCAGTCATGAGCGTTAGACTGACTTGTTTGT
CTTCCATTCCATTGTTTTGAAACTCAGTATGCTGCCCCTGTCTTGCTGTCATGABATCAG
CARGAGAGCGATGACACATCAAATAATAACTCGCGATTCCAGCCCACATTIGGATTCATCAGT
ATTTGGACCAATAGCCCACAGCTGAGAATGTGGAATACCTAAGGATAGCACCGCTTTTGT
TCTCGCAAAANCGTATCTCCTAATTTCGACGCTCACGATGAAATGCATCAGCTCCTTITGEEG
CATAGATCAGAARGACTACAAARATCGAAGCTGCTCTGAAATCTCCTTTAGCCATCACCCCA
ACCCCCCAARATTAGTTIGTCTTACTTATGCAAGATAGTTTTCTCCTTTTACTT CACTTC

ARRAGCTTTTTACTCAAAGAGTATATGTTCCCTCCAGGTCAGCTGCCCCCAAACCCCCTC

CTTACGCTTTGTCACACAARARARGTGTCTCTECCTTGAGTCATCTATTCAAGCACTTACAG
éTCTGGCCACAACAGGGCATTTTACAGGTGCGAATGACAGTAGCAITATGAGIAGTGTGG
AATTCAGGTAGTAARTATGAAACTAGGGTTTGAAATTGATAATGCITTCACAACATTTGC
AGATGTTTTAGAAGGAARAAAGTTCCTTCCTARAATARATTTCTCTACARTTGGAAGATTG
GAARGATTCAGCTAGTTAGGAGCCCACCTTITTTTCCTAATCTIGTGTGTGCCCTGTARCCTG
ACTGGTTAACAGCAGTCCTTTGTAAA&AGTGTTTTAAACTCTCCTAGTCAATATCCACCC

CATCCAATTTATCAAGGAAGAAATGGTTCAGARAATATTTTCAGCCTACAGTTATGTTCA

GTCACACACACATACARAATGTTCCTTTTGCTTTTAAAGTAARTTITTTGACTCCCAGATCA
GTCAGAGCCCCTACAGCATTGTTARGAAAGTATTTCATTITTGTICTCAATGARAATARAA

CTATATTCATTTCCACTCTAAARARARARAARAAAR

Figura 2d
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