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DESCRIPCION

Métodos para la prediccion del resultado clinico para inhibidores del receptor del factor de crecimiento epidérmico
para pacientes de cancer

Campo de la Invencion

[0001] La presente invencion se refiere generalmente a biomarcadores, métodos y kits de ensayo para la
identificacion de los pacientes con cancer que se espera que puedan beneficiarse de la terapia del inhibidor del
EGFR.

Antecedentes de la Invencion

[0002] La neoplasia, o un proceso de proliferacion celular rapida que da como resultado un crecimiento nuevo y
anormal, es una caracteristica de muchas enfermedades que pueden ser graves, y a veces, amenazantes para la
vida. Tipicamente, el crecimiento neoplasico de células y tejidos esta caracterizado por una proliferaciéon de células
mayor de lo normal, donde las células siguen creciendo incluso después de que el factor de instigacion (por ejemplo,
el promotor del tumor, carcinogen, virus) no esté presente. El crecimiento celular tiende a mostrar una falta de
organizacion estructural y/o coordinacién con el tejido normal y normalmente crea una masa de tejido (por ejemplo,
un tumor) que puede ser benigno o maligno. El crecimiento maligno celular, o tumores malignos (cancer), son una
causa principal de muerte por todo el mundo, y el desarrollo de una terapia eficaz para la enfermedad neoplasica es
el objeto de un gran cuerpo de investigacion. Aunque se han propuesto una diversidad de enfoques innovadores de
tratar y prevenir canceres, muchos canceres siguen causando un alto indice de mortalidad y pueden ser dificiles de
tratar o ser relativamente insensibles a terapias convencionales. Ademas, los pacientes pueden responder de
manera diferente a diversas terapias contra el cancer, haciendo algunos enfoques Utiles para algunos pacientes y no
para otros. Por lo tanto, existe una necesidad continua en la técnica de identificacion de factores de riesgo de cancer
adicionales y métodos para el diagnéstico temprano y terapia para canceres, asi como métodos para identificar a los
pacientes que se espera que se beneficien de un tipo particular de terapia.

[0003] A fin de ilustrar este punto, el cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) es la causa principal de
muerte por cancer en el mundo. Mientras la quimioterapia ha producido beneficios modestos de supervivencia en
fases avanzadas, las combinaciones de dos farmacos convencionales generan una toxicidad considerable y
requieren administracion intravenosa (Non-small Cell Lung Cancer Collaborative Group, 1995; Schiller y col., 2002;
Kelly y col., 2001). El progreso en el campo de la biologia del cancer de pulmén condujo al desarrollo de inhibidores
de moléculas pequefias de proteinas diana implicadas en la proliferacion, la apoptosis y la angiogénesis. Los
agentes diana de terapia, tales como imatinib y trastuzumab produjeron un beneficio en la supervivencia coherente
en leucemia mieloide crénica (Druker, 2001), tumores estromales gastrointestinales (GIST) (Demetri 2002) y
canceres de mama que sobreexpresan las proteinas diana (Slamon 2001). La superfamilia del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), incluyendo los cuatro receptores distintos EGFR/erbB-1, HER2/erbB-2, HER3/erbB-
3 y HER4/ERBB-4, se identificaron tempranamente como una diana terapéutica potencial en tumores sélidos.
Después de la unién al ligando, estos receptores se homodimerizan y se heterodimerizan, y el dominio de la tirosina
cinasa se activa, iniciando una cascada de eventos implicados en el desarrollo y la progresion de cancer a través de
efectos sobre la progresion del ciclo celular, la apoptosis, la angiogénesis y la metastasis (Salomon y col., 2001;
Arteaga, 2002; Hirsch y col., 2003, Lung Cancer; Ciardello y Tortora, 2001). Hirsch, y col., Epidermal Growth Factor
Receptor in Non-Small Cell Lung Carcinomas: Correlation Between Gene Copy Number and Protein Expression and
Impact on Prognosis, Journal of Clinical Oncology, 21(20): 3798-807 (2003), describen estudios del papel del
prondstico de la expresion de proteina de EGFR y el nUmero de copias del gen y descubrieron que la expresion de
la proteina de EGFR correlacionada con el aumento del nUmero de copias génicas, y que el alto nUmero de copias
génicas por célula mostré una tendencia hacia un mal pronéstico del paciente. La solicitud PCT N° PCT/JP03/06988
(documento WO 03/101491 MITSUBISHI PHARMA CORP 11 de diciembre de 2003 describe ciertos inhibidores de
Her2 y/o EGFR que se van a administrar a sujetos que muestran sobreexpresion o activacion de Her2 y/o EGFR, y
composiciones farmacéuticas que contienen los inhibidores. EGFR se sobreexpresa en muchas neoplasias
epiteliales humanas, incluyendo NSCLC (Hirsch y col., 2003, J. Clin. Oncol.; Salomon y col., 1995).

[0004] Dada la importancia bioloégica de la red molecular de EGFR en los carcinomas, se sintetizaron varias
moléculas para inhibir el dominio de la tirosina cinasa de EGFR (Levitzki y Gazit, 1995; Levitt y Koty, 1999). Entre los
mas prometedores de estos nuevos farmacos se encuentran gefitinib (ZD 1839, Iressa®, AstraZeneca, Reino Unido)
y erlotinib (OSI 774, Tarceva®, Genntech, Estados Unidos). Ambos son inhibidores de la tirosina cinasa de EGFR
selectivos activos por via oral (EGFR-TKI) que demostraron actividad antitumoral frente a una diversidad de lineas
celulares de cancer humano que expresan EGFR (Ciardiello y col., 2000). De la misma manera, ambos tienen una
actividad bien documentada como agentes individuales en estudios de fase I, incluyendo pacientes de NSCLC
resistentes a la quimioterapia que tenian tasas de respuesta de aproximadamente el 10 % (Kris y col., 2000, Lung
Cancer; Baselga y col., 2002; Herbst y col., 2002; Ranson y col., 2002; Hidalgo y col., 2001). La actividad se
confirmé en estudios de fase Il grandes que mostraban tasas de respuesta del 19-26 % en pacientes con NSCLC
avanzado no tratados previamente, y el 12-18 % en pacientes en los que no habian tenido éxito en una o mas
combinaciones de quimioterapia anteriores (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA; Perez-Soler y col., 2001,
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Miller y col., 2003). Mas recientemente, un estudio de fase Il (BR21) que comparaba erlotinib con placebo como una
terapia de segunda o tercera linea notificé un beneficio en la supervivencia para el inhibidor del EGFR (Relacién de
Riesgo: 0,73) (Shepherd y col., 2004). De forma importante, este beneficio en la supervivencia no se limité a los
respondedores objetivos, ni a un Unico género o histologia, que hace la seleccion en base a caracteristicas clinicas e
histopatoldgica dificiles.

[0005] En estudios de fase Il con gefitinib, no se detectd ninguna correlacion entre la expresion de la proteina de
EGFR y la respuesta a la terapia, aunque pocos estudios han abordado directamente esta cuestion. Los pacientes
con carcinomas de células escamosas tenian tasas de respuesta inferiores en comparacion con pacientes con
adenocarcinoma a pesar de sus mayores tasas de expresion de EGFR (Ciardiello y col., 2000; Fukuoka y col., 2003;
Kris y col.,, 2003, JAMA). Informes recientes mostraron que las mutaciones de sentido erréneo y de delecién
especificas en la dominio de la tirosina cinasa del gen EGFR (Lynch y col, 2004; Paez y col.,, 2004) estan
relacionados significativamente con la sensibilidad a gefitinib. Sin embargo, aunque se ha notificado una respuesta
objetiva en hasta el 18 % y una mejora sintomatica del 40 % de gefitinib de NSCLC tratados con gefitinib no
seleccionados (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA), la frecuencia de estas mutaciones en pacientes
estadounidenses no seleccionados es baja (Paez y col., 2004). Estas observaciones y el hallazgo de que puede
detectarse una respuesta objetiva en pacientes que llevan aparentemente un alelo de tipo salvaje del gen EGFR
(Lynch y col., Pao y col., Han y col. (JCO, 23: 2493, 2005), Mitsudomi y col., JCO 23: 2513, 2005, Kim y col., de
Clinical Cancer Res, 11: 2244, 2005) sugieren que también estan implicados otros mecanismos en la respuesta a
gefitinib. Ademas, mientras estas mutaciones de activacion identifican pacientes con altas tasas de respuesta, no
pueden considerarse para las altas tasas de enfermedad estable, que se producen en aproximadamente el 30 % de
pacientes de NSCLC tratados con gefitinib (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA).

[0006] En resumen, no hay ningun criterio de seleccion fiable para determinar que pacientes con cancer, incluyendo
pacientes de NSCLC, se beneficiaran del tratamiento con inhibidores del EGFR ilustrados por, pero sin limitacion,
gefitinib. Por lo tanto, es de gran interés identificar tanto pacientes que se beneficiarian de inhibidores del EGFR
como pacientes que no van a beneficiarse de tal terapia, asi como identificar los tratamientos que pueden mejorar la
sensibilidad de las células cancerosas que son resistentes a los inhibidores del EGFR, y desarrollar los tratamientos
adyuvantes que mejoran la respuesta.

Resumen de la Invencion

[0007] Una realizacion de la invencién se refiere a un método para seleccionar un paciente con cancer que se
espera se beneficie 0 no de la administracidn terapéutica de un inhibidor del EGFR. El método incluye las etapas de:
(a) detectar en una muestra de células tumorales de un paciente un nivel de un biomarcador seleccionado entre el
grupo gue consiste en: (b) la comparacion del nivel del biomarcador en la muestra de células tumorales con respecto
a un nivel de control del biomarcador seleccionado entre el grupo que consiste en: (i) un nivel de control del
biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR; y (ii) un nivel de control del
biomarcador que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y (c) seleccionar el paciente como
beneficiario de la administracion terapéutica del inhibidor del EGFR, si el nivel del biomarcador en las células
tumorales del paciente es estadisticamente similar a 0 mayor que el nivel de control del biomarcador que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel del biomarcador en las células tumorales del
paciente es estadisticamente mayor que el nivel del biomarcador que se ha correlacionado con la resistencia al
inhibidor del EGFR; o (d) seleccionar al paciente como no beneficiario de la administracion terapéutica del inhibidor
del EGFR, si el nivel del biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el nivel
de control del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel del
biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o menor que el nivel del
biomarcador que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR. El biomarcador se selecciona entre:
(i) un nivel de amplificacion del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); (ii) un nivel de
polisomia del gen EGFR; (iii) un nivel de amplificacion del gen del receptor de tipo receptor de tirosina cinasa
humana (HER2); y (iv) un nivel de polisomia del gen HER2. La etapa de deteccién puede incluir la deteccion de uno,
dos, tres, o los cuatro biomarcadores (i)-(iv). Las combinaciones particularmente preferidas incluyen, pero sin
limitacion: deteccion (i) y (ii), y en una realizacion, también deteccion (iii) o (iv); deteccion (iii)) y (iv), y en una
realizacién, también deteccion (i) o (ii); y deteccion (ii) y (iv).

[0008] La etapa de deteccion puede incluir, pero sin limitacion, usar una sonda nucleotidica que hibrida al gen EGFR
o el gen HER2, y/o usar una sonda nucleotidica que hibrida a las secuencias del centrémero del cromosoma 7 o las
secuencias del centromero del cromosoma 17. En un aspecto, la sonda es una sonda quimérica (por ejemplo, que
hibrida al gen EGFR y a las secuencias del centrémero del cromosoma 7 o que hibrida al gen HER2 y a las
secuencias del centromero del cromosoma 17). La etapa de deteccién puede incluir, en un aspecto, la deteccion del
namero de copias del gen EGFR o el gen HER2 por célula tumoral en una o més células tumorales en la muestra,
y/o la deteccion de amplificacion génica de EGFR o HER2 por célula tumoral en una o mas células tumorales en la
muestra. En una realizacion preferida, la etapa de deteccidn se realiza por hibridacién fluorescente in situ (FISH).

[0009] En un aspecto de esta realizacion, la etapa de comparacién comprende la comparacion del nivel de
biomarcador en las células tumorales con respecto a un nivel de control del biomarcador en una o0 mas células de
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control que son resistentes al inhibidor del EGFR, y/o en una 0 mas células de control que son sensibles al inhibidor
del EGFR. En un aspecto, se ha predeterminado el nivel de control del biomarcador que se ha correlacionado con la
sensibilidad y/o la resistencia al inhibidor del EGFR.

[0010] En un aspecto de esta realizacion, un paciente que tiene una muestra de tumor con 3 0 mas copias del gen
EGFR en menos de aproximadamente el 40 % de las células se predice que sera un mal respondedor o no
respondedor al tratamiento con el inhibidor del EGFR. En otro aspecto, un paciente que tiene una muestra de tumor
con aproximadamente 4 o mas copias del gen EGFR en mas de o igual a aproximadamente el 40 % de las células
se predice que se beneficiara del tratamiento con el inhibidor del EGFR. En otro aspecto, se predice que el paciente
se beneficiard del tratamiento con el inhibidor del EGFR, cuando el paciente tiene una muestra de tumor con
agrupamientos génicos de EGFR o: (a) una relacién de copias del gen EGFR con respecto a copias del cromosoma
7 por célula de aproximadamente 2 0 mas; o (b) un promedio de aproximadamente 15 0 mas copias del gen EGFR
por célula en méas de o igual a aproximadamente el 10 % de las células analizadas. En otro aspecto, un paciente que
tiene una muestra de tumor con 3 0 mas copias del gen HER2 en menos de aproximadamente el 40 % de las células
se predice que respondera mal o no respondera al tratamiento con el inhibidor del EGFR. En aun otro aspecto, un
paciente que tiene una muestra de tumor con aproximadamente 4 o mas copias del gen HER2 en més de o igual a
aproximadamente el 40 % de las células se predice que se beneficiara del tratamiento con el inhibidor del EGFR. En
otro aspecto, se predice que un paciente se beneficiara del tratamiento con el inhibidor del EGFR, cuando el
paciente tiene una muestra de tumor con agrupaciones del gen HER2; o (a) una relacién de copias del gen HER2
con respecto a copias del cromosoma 17 por célula de aproximadamente 2 o mas; o (b) un promedio de
aproximadamente 15 o mas copias del gen HER2 por célula en mas de o igual a aproximadamente el 10 % de las
células analizadas.

[0011] En un aspecto de esta realizacion, la seleccion del paciente en la etapa (d) en base a la amplificacion génica
de EGFR o polisomia se invierte si el paciente se selecciona como beneficiario de la administracion terapéutica del
inhibidor del EGFR en base a la amplificacion génica del HER2 o polisomia. En otro aspecto de esta realizacion, la
seleccion del paciente en la etapa (c) en base a la amplificacién génica de EGFR o polisomia y la seleccién positiva
del paciente en base a la amplificacion génica del HER2 o polisomia aumenta la probabilidad de que el paciente
responda al tratamiento con el inhibidor del EGFR en comparacion con la seleccion del paciente en la etapa (c) en
base a la amplificacion génica de EGFR o polisomia en solitario.

[0012] En otro aspecto de esta realizacion, el método incluye adicionalmente etapas adicionales de: (a) detectar un
nivel de expresion de proteina del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en la muestra de células
tumorales; (b) comparar el nivel de la expresion de la proteina de EGFR en la muestra de células tumorales con
respecto a un nivel de control de expresion de la proteina de EGFR seleccionado entre el grupo que consiste en: (i)
un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se
ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; y (c) seleccionar el paciente que se ha pronosticado que
se beneficiard de la administracién terapéutica del inhibidor de EGFR, si el nivel de la expresion de la proteina de
EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o mayor que el nivel de control de
expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de la
expresion de la proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de
expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; o (d) seleccionar
el paciente que se ha pronosticado que no se beneficiara de la administracion terapéutica del inhibidor de EGFR, si
el nivel de la expresion de la proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que
el nivel de control de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de
EGFR, o si el nivel de la expresién de la proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es
estadisticamente similar a 0 menor que el nivel de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor de EGFR. En una realizacion preferida, el nivel de expresion de proteina de EGFR se detecta
usando inmunohistoquimica (IHC).

[0013] En otro aspecto de cualquiera de las realizaciones del método anterior, el método también incluye las
siguientes etapas: (a) detectar un nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales;
(b) comparar el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales con respecto un
nivel de control de expresion de la proteina Akt fosforilada seleccionado entre el grupo que consiste en: (i) un nivel
de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se ha
correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; y (c) seleccionar el paciente que se ha pronosticado que se
beneficiara de la administracion terapéutica del inhibidor de EGFR, si el nivel de expresién de proteina Akt
fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a 0 mayor que el nivel de control de
expresion de la proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el
nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el
nivel de expresion de proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; o (d)
seleccionar el paciente que se ha pronosticado que no se beneficiara de la administracion terapéutica del inhibidor
de EGFR, si el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente menor que el nivel de control de expresion de la proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado
con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en las células
tumorales del paciente es estadisticamente similar a o0 menor que el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada
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gue se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. En una realizacién preferida, el nivel de expresion
de proteina Akt fosforilada se detecta usando inmunohistoquimica (IHC). En un aspecto, el método incluye la etapa
de deteccion que comprende detectar la polisomia de EGFR vy la expresion de la proteina AKT fosforilada.

[0014] Cualquiera de las realizaciones que se han descrito anteriormente de la invencién puede incluir
adicionalmente una etapa de detectar mutaciones en el gen EGFR, en la que la deteccién de una 0 mas mutaciones
en el gen EGFR pronostica adicionalmente que el paciente se beneficiara del tratamiento con el inhibidor de EGFR.
Por ejemplo, pueden detectarse mutaciones en uno cualquiera o0 mas de los exones 18, 19 y 21 del gen EGFR o0 en
el dominio de la tirosina cinasa del gen EGFR.

[0015] Otra realizacién de la presente invencion se refiere a un método para seleccionar un paciente de cancer que
se pronostica que se beneficiard o no de la administracién terapéutica de un inhibidor de EGFR. El método
comprende las etapas de: (a) detectar en una muestra de células tumorales de un paciente un nivel de expresion de
proteina del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); (b) comparar el nivel de la expresion de la
proteina de EGFR en la muestra de células tumorales con respecto a un nivel de control de expresion de la proteina
de EGFR seleccionado entre el grupo que consiste en: (i) un nivel de control que se ha correlacionado con la
sensibilidad al inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de
EGFR; y (c) seleccionar el paciente que se ha pronosticado que se beneficiara de la administracion terapéutica del
inhibidor de EGFR, si el nivel de la expresion de la proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es
estadisticamente similar a o mayor que el nivel de control de expresion de proteina de EGFR que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de la expresion de la proteina de EGFR en las
células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de expresiéon de proteina de EGFR que se ha
correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; o (d) seleccionar el paciente que se ha pronosticado que no
se beneficiard de la administracion terapéutica del inhibidor de EGFR, si el nivel de la expresion de la proteina de
EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el nivel de control de expresion de
proteina de EGFR que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de la expresion de
la proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o menor que el nivel de
expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. En una
realizacion preferida, el nivel de expresion de proteina de EGFR se detecta usando inmunohistoquimica (IHC).

[0016] En un aspecto de esta realizacion, el método incluye adicionalmente una etapa para detectar mutaciones en
el gen EGFR, donde la deteccion de una o mas mutaciones en el gen EGFR pronostica adicionalmente que el
paciente responderd al tratamiento con el inhibidor de EGFR. Por ejemplo, pueden detectarse mutaciones en uno
cualquiera o mas de los exones 18, 19 y 21 del gen EGFR o mutaciones en el dominio de tirosina cinasa del gen
EGFR.

[0017] En otro aspecto de esta realizacion, el método incluye las etapas adicionales de: (a) detectar un nivel de
expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales; (b) comparar el nivel de expresion de
proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales con respecto a un nivel de control de expresién de la
proteina Akt fosforilada seleccionado entre el grupo que consiste en: (i) un nivel de control que se ha correlacionado
con la sensibilidad al inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al
inhibidor de EGFR; y (c) seleccionar el paciente que se ha pronosticado que se beneficiara de la administracion
terapéutica del inhibidor de EGFR, si el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del
paciente es estadisticamente similar a o0 mayor que el nivel de control de expresion de la proteina Akt fosforilada
gue se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de expresion de proteina Akt
fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de expresion de proteina Akt
fosforilada que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR; o (d) seleccionar el paciente que se ha
pronosticado que no se beneficiar4 de la administracién terapéutica del inhibidor de EGFR, si el nivel de expresion
de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el nivel de control
de expresion de la proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el
nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o
menor que el nivel de expresion de proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor
de EGFR.

[0018] EI método en cualquiera de las realizaciones de la invencion que se ha descrito anteriormente puede usarse
con un paciente que tiene cualquier tipo de cancer. En una realizacion preferida, el paciente tiene cancer de pulmén,
incluyendo, pero sin limitacion, carcinoma de pulmoén de células no pequefias (NSCLC), carcinoma bronquialveolar
(BAC) o adenocarcinomas con rasgos BAC.

[0019] En cualquiera de las realizaciones de la invencion que se ha descrito anteriormente, puede evaluarse la
capacidad de respuesta a cualquier inhibidor de EGFR, incluyendo, pero sin limitacion, gefitinib, eroltinib y
cetuximab.

[0020] Otra realizacion mas de la invencion se refiere a un kit de ensayo para seleccionar un paciente de cancer que
se pronostica que se beneficiara o no de la administracion terapéutica de un inhibidor de EGFR. El kit de ensayo
incluye: (a) un medio para detectar en una muestra de células tumorales un nivel de un biomarcador o una
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combinacién de biomarcadores seleccionado entre: (i) un nivel de amplificacién del gen del receptor del factor del
crecimiento epidérmico (EGFR); (ii) un nivel de polisomia del gen EGFR; (iii) un nivel de amplificacion del gen del
receptor del tipo receptor de la tirosina cinasa humana (HER2); (iv) un nivel de polisomia del gen HER2; (v) un nivel
de expresion de proteina de EGFR; y/o (vi) un nivel de expresion de proteina Akt fosforilada. El kit también incluye:
(b) un control seleccionado entre: (i) una muestra de control para detectar la sensibilidad al inhibidor de EGFR; (ii)
una muestra de control para detectar la resistencia al inhibidor de EGFR,; (iii) informacién que contiene un nivel de
control predeterminado del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR; y/o (iv)
informacién que contiene un nivel de control predeterminado del biomarcador que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor de EGFR. En un aspecto, el kit puede incluir adicionalmente al menos un medio para detectar
al menos una mutacién en el gen EGFR.

[0021] En un aspecto de esta realizacion, el medio para detectar en cualquiera de (a)(i)-(a)(iv) comprende una sonda
nucleotidica que hibrida a una porcién del gen, incluyendo, pero sin limitacién: una sonda nucleotidica que hibrida a
una porcion del cromosoma humano 7 o el cromosoma humano 17; una sonda nucleotidica que hibrida a una
porcién de un gen EGFR y a una porcién del cromosoma 7 distinto del gen EGFR; y una sonda nucleotidica que
hibrida a una porcion de un gen HER2 y a una porcién del cromosoma 17 distinto del gen HER2. En una realizacion
preferida, el medio para la deteccién sirve para su uso en la hibridacién fluorescente in situ (FISH). En otro aspecto
de esta realizacion, el medio para la deteccion en (a)(v) o (a)(vi) comprende un anticuerpo o un fragmento de unién a
antigeno del mismo que se une selectivamente a la proteina. Preferiblemente, cualquiera de los medios que se han
descrito anteriormente para la deteccion comprende una etiqueta detectable y/o se inmoviliza un sustrato.

Breve Descripciéon de las Figuras de la Invenciéon

[0022]
Las figuras 1A y 1B muestran curvas de Kaplan Meyers para el tiempo hasta la progresion de la
enfermedad (A) y la supervivencia (B) en las seis categorias de FISH: Disomia, Baja Trisomia, Alta
Trisomia, Baja Polisomia, Alta polisomia y Amplificacion Génica en el Ejemplo 1.

Las figuras 2A y 2B muestran curvas de Kaplan Meyers para el tiempo hasta la progresion de la
enfermedad (A) y la supervivencia (B) en Grupos 1y 2 de FISH en el Ejemplo 1.

Las figuras 3A y 3B muestran curvas de Kaplan-Meier para el tiempo hasta la progresion de la enfermedad
(figura 3A) y la supervivencia (figura 3B), analizadas de acuerdo con el nivel de expresion de la proteina.

La figura 4A muestra curvas de supervivencia para toda la cohorte S0126 (N = 136 pacientes) en
comparacion con la subcohorte para FISH de EGFR (N = 81 pacientes).

La figura 4B muestra la supervivencia sin progresion para los grupos positivo para FISH y negativo para
FISH de EGFR.

La figura 4C muestra las curvas de supervivencia total para los grupos positivo para FISH y negativo para
FISH de EGFR.

Descripcion Detallada de la Invenciéon

[0023] En base a los resultados prometedores de los estudios clinicos de Fase I, se aprobé gefitinib por la US Food
and Drug Administration para el tratamiento de NSCLC quimiorefractario avanzado NSCLC en 2003, y erlotinib en
2004 después de que demostrase un beneficio en la supervivencia significativo en comparacién con el placebo en
pacientes con NSCLC pretratado (Shepherd y col., 2004). La eficacia clinica de estos inhibidores de tirosina cinasa
de EGFR (EGFR-TKI) es significativa, pero lamentablemente se limita a un subgrupo de los pacientes. En el estudio
BR-21 Canadiense (erlotinib frente a placebo), aproximadamente el 30 % de los pacientes muertos 3 meses
después del inicio del tratamiento, que indicé que no se consiguié ningun beneficio clinico en este subgrupo de
pacientes. Clinicamente, los pacientes que se benefician con mayor probabilidad tienen el género femenino,
histologia de adenocarcinoma y un nunca han fumado (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA; Miller y col.,
2004, J. Clin. Oncol.) . Sin embargo, los rasgos clinicos en solitario no son suficientes para la seleccién de los
pacientes porque los pacientes que carecen de rasgos individuales todavia pueden beneficiarse. Estas
observaciones han dejado la necesidad de proporcionar caracteristicas biolégicas que pueden predecir el beneficio
del paciente en NSCLC y otros cénceres relacionados con la expresion de EGFR. La presente invencion proporciona
potentes biomarcadores y protocolos que abordan este problema.

[0024] La presente invencion se refiere generalmente a la identificacion de los pacientes con cancer que se predice
que se beneficiaran de la administracion terapéutica de un inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR). La presente invencién también se refiere generalmente a métodos para identificar tratamientos que pueden
mejorar la sensibilidad de las células cancerosas resistentes al inhibidor del EGFR al tratamiento, y al desarrollo de
tratamientos adyuvante que mejoran la respuesta al inhibidor del EGFR.
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[0025] Por consiguiente, una realizacion de la presente invencidon se refiere a un método y un kit de ensayo
correspondiente para su uso en la seleccion de un paciente con cancer que se predice que se beneficiara de la
administracion terapéutica de un inhibidor del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), un agonista del
mismo, o un farmaco que tiene una actividad biol6égica sustancialmente similar que el inhibidor del EGFR de
referencia. El método incluye generalmente la deteccion en una muestra de células tumorales de un paciente de los
biomarcadores relacionados con EGFR y combinaciones de los mismos que se ha descubierto por los inventores
gue son inestimable en la deteccion de células tumorales EGFR sensibles o resistentes al inhibidor del EGFR,
prediciendo de esta manera el beneficio clinico de los pacientes con respecto al tratamiento que usa el inhibidor del
EGFR. En base al descubrimiento de los inventores, se proponen una diversidad de pruebas y combinaciones de
estrategias de deteccién de biomarcadores, y se analizaran en detalle a continuacion. Inicialmente, sin embargo, la
presente invencién incluye el uso de las siguientes estrategias para la deteccién de biomarcadores, en solitario o en
diversas combinaciones: (1) deteccién del nivel de amplificacion del gen del receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) (por ejemplo, el gen que codifica EGFR); (2) deteccion de un nivel de polisomia del gen del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); (3) deteccion de un nivel de amplificacién génica del gen
HER2; (4) deteccion del nivel de polisomia del gen HER2; (5) deteccion de mutaciones en el gen EGFR; (6)
deteccién de expresion de la proteina de EGFR; y (7) deteccion de la expresion de Akt fosforilada. La invencion
incluye el uso de estos protocolos de deteccién individualmente o en diversas combinaciones, y la invencion incluye
adicionalmente el uso de diversas combinaciones de una o méas técnicas de deteccidon de biomarcadores para
mejorar adicionalmente la capacidad del presente método para identificar tumores sensibles y resistentes al inhibidor
del EGFR, asi como predecir el beneficio clinico de los pacientes (por ejemplo, respuesta y resultado) con respecto
a inhibidores del EGFR.

[0026] Los inventores también han descubierto que las combinaciones de las pruebas descritas en el presente
documento pueden usarse para seleccionar pacientes con cancer, incluyendo NSCLC, que no tendran el beneficio
clinico de los inhibidores del EGFR (por ejemplo pacientes con tumores que son negativos para dos 0 mas pruebas).

[0027] Los presentes inventores han descubierto que los pacientes con células tumorales que muestran
amplificacion génica de EGFR y/o alta polisomia en lo que concierne al gen EGFR (también generalmente
denominado en el presente documento como un aumento del nimero de copias del gen EGFR o una ganancia en el
nimero de copias de EGFR), y/o la amplificacion génica de HER2 y/o alta polisomia (también denominada
generalmente en el presente documento como un aumento del nimero de copias del gen HER2 o una ganancia en
el niumero de copias de HER?2) en lo que concierne al gen HER2, se predice que seran especialmente sensibles al
tratamiento con inhibidores del EGFR y, por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de terapia.
Por el contrario, los pacientes que tienen tumores con poca 0 ninguna ganancia en el nimero de copias de los
genes EGFR y/o HER2 se predice que tienen un resultado deficiente con respecto al tratamiento con inhibidores del
EGFR.

[0028] De modo interesante, los presentes inventores también han descubierto que para los pacientes que son
EGFR negativos (por ejemplo, no predispuestos a no responder a inhibidores del EGFR en base a los resultados de
EGFR en solitario), si los tumores de dichos pacientes tienen amplificacién génica de HER2 y/o polisomia (por
ejemplo, alta trisomia o alta o baja polisomia) del gen HER2, el resultado del paciente se compara mejor con
pacientes sin amplificacion génica de HER2 . Ademas, para pacientes predispuestos a responder a los inhibidores
del EGFR en base a los resultados de EGFR en solitario, la amplificacién génica de HER2 y/o la alta polisomia en
los tumores de estos pacientes es profética de aun mayor sensibilidad con respecto al tratamiento con inhibidor del
EGFR que en ausencia de la amplificacion génica de HER2.

[0029] Los inventores también han descubierto que la expresion de la proteina de EGFR puede usarse para predecir
el resultado del paciente con el tratamiento de inhibidor del EGFR, en contraste con estudios previos que no
detectaron ninguna correlacion entre la expresion de la proteina de EGFR y la respuesta a la terapia.
Especificamente, los presentes inventores han usado criterios de evaluacion que consideran tanto para la intensidad
de expresion como la fraccién de células de expresidn positiva en una muestra, y ahora han demostrado que los
pacientes que tenian células tumorales por encima del 50 % del protocolo de puntuacion (es decir, representados
expresores de EGFR positivo/alto) tenian resultados mucho mejores (por ejemplo, mejores tiempos de respuesta,
tasas de progresion mas lentas y tiempos de supervivencia mayores) cuando se trataban con inhibidores del EGFR
gue aquellos en los grupos de expresion inferior. Ademas, los inventores han demostrado que la combinacién de
deteccién de expresion de la proteina de EGFR amplificacién génica de HER2 o EGFR o polisomia es
considerablemente mas predictiva del resultado del paciente al tratamiento de inhibidor del EGFR que la deteccidn
de uno o ningun marcador.

[0030] Los inventores también han descubierto encontrado que un grupo de pacientes con cancer con baja/ninguna
ganancia del gen EGFR (por ejemplo, "FISH negativa") y baja/ninguna expresion de la proteina de EGFR (por
ejemplo, "IHC negativa"), que constituyen aproximadamente el 30 % del total de la poblacion de NSCLC, parece no
tener ningun beneficio clinico (ninguna/muy baja tasa de respuesta, tiempo corto hasta la progresion y tiempo corto
de supervivencia) de los inhibidores del EGFR.
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[0031] Los inventores también han mostrado que dos otros biomarcadores, concretamente genes EGFR mutados o
expresion de Akt fosforilada, pueden combinarse con cualquiera de estos biomarcadores y protocolos que se han
analizado anteriormente para mejorar la capacidad de detectar a pacientes predispuestos a responder al
tratamiento del inhibidor del EGFR. Por ejemplo, los inventores demuestran en el presente documento que la
combinacion de deteccion de mutaciones en el gen EGFR con la expresion de proteina de EGFR, la amplificacion
génica de EGFR y/o polisomia, y/o la amplificacion génica de HER2 y/o polisomia, puede usarse para seleccionar
pacientes que tendran un beneficio clinico de la terapia de inhibidor del EGFR. Los inventores también han
demostrado en el presente documento que la combinacion de la deteccion de Akt fosforilada (es decir, Akt activada)
con la deteccion de la expresion de proteina de EGFR y/o deteccion de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia
puede usarse seleccionar pacientes que tendran un beneficio clinico de la terapia de inhibidor del EGFR.

[0032] Los presentes inventores también demuestran en el presente documento el poder de usar técnicas de
deteccidn particulares, hibridacion fluorescente in situ (FISH) e inmunohistoquimica (IHC) en los presentes métodos,
aunque los métodos de la invencién no se limitan al uso de estas técnicas.

[0033] Finalmente, aunque muchos de los ejemplos proporcionados en el presente documento se refieren al
inhibidor de EGFR, gefitinib, los métodos de la presente invencion no se limitan a la prediccion de los pacientes que
responderan o no responderan a este inhibidor del EGFR particular, sino mas bien, pueden usarse para predecir
resultado del paciente a cualquier inhibidor de EGFR, incluyendo inhibidores que son moléculas pequefas
(farmacos), péptidos, anticuerpos, &cido nucleicos, u otros tipos de inhibidores. Por ejemplo, los presentes
inventores también han demostrado el uso de los presentes métodos para predecir la resistencia del tumor o la
susceptibilidad al inhibidor de EGFR, Cetuximab (Erbitux®), que es un anticuerpo monoclonal que se une a EGFR e
impide la unién del ligando natural al receptor.

[0034] Mas especificamente, los presentes inventores han demostrado que el numero de copias del gen EGFR
(determinado por polisomia y/o amplificacion génica) detectado por FISH y la expresion de la proteina de EGFR por
IHC relacionado significativamente con la actividad de gefitinib, y los pacientes que tenian amplificacién génica de
EGFR y/o polisomia (particularmente alta polisomia) y/o alta expresién de la proteina de EGFR tenian una mejora
significativa en la respuesta, tiempo hasta la progresion y supervivencia. Los inventores también han demostrado
que la amplificaciéon génica de HER2 y/o polisomia (particularmente alta polisomia) proporciona efectos similares. El
mayor beneficio se observé en pacientes con amplificacion génica, siento particularmente fuerte la combinacién de
amplificacion génica de EGFR y la amplificacion génica de HER2. Un andlisis multivariante confirm6 que la
amplificacion génica de EGFR y la polisomia (particularmente alta polisomia) y la expresion de la proteina de EGFR
redujeron significativamente el riesgo de muerte en pacientes que recibieron gefitinib. Entre las caracteristicas
clinicas (sexo, historial como fumador, estado funcional e histologia), Unicamente la histologia y el PS estuvieron
relacionados significativamente con el riesgo de muerte cuando el modelo se ajusté para el estado de EGFR. El
riesgo de muerte fue significativamente inferior en pacientes con adenocarcinoma o carcinoma bronquioloalveolar y
significativamente mayor para aquellos con un estado funcional 2.

[0035] Anterior a la presente invencién, el papel pronéstico de la expresion de la proteina de EGFR o el estado del
gen en NSCLC ha sido confuso en el mejor de los casos, como han ido variando los informes en la bibliografia. Los
inventores han estudiado el papel pronéstico de la expresion de la proteina de EGFR y el nimero de copias de
genes y descubrieron que la expresion de la proteina de EGFR relacionada con un aumento del nimero de copias
de genes, y que un elevado nimero de copias de genes por célula mostré una tendencia hacia un mal prondéstico
(Hirsch y col., 2003 JCO). Asimismo, los inventores estudiaron el nimero de copias del gen HER2 y la expresion de
proteina en 238 pacientes con NSCLC y descubrieron que una elevada expresion de proteina de HER2 mostrada
una tendencia hacia una supervivencia mas corta (Hirsch y col., BJC, 2002). Sin embargo, los niveles de expresion
de la proteina de EGFR evaluados por ensayos inmunohistoquimicos no han demostrado previamente una relacion
con la respuesta a la terapia en estudios preclinicos (Sirotnak y col., Clin Cancer Res 2000; 6: 4885-92) y clinicos
(Kris y col., 2003, JAMA; Giaccone y col., 2004). Gefitinib ejerce su accién a nivel proteico, por lo tanto, no se
esperaba que el nimero de copias del gen EGFR por célula pudiera ser un indicador de una respuesta clinica, dada
la falta de correlacion con los estudios inmunohistoquimicos.

[0036] En el estudio ilustrado en el Ejemplo 1, se observé una mejor respuesta en la cohorte con amplificacion o alta
polisomia para el gen EGFR, confirmando, por lo tanto, el impacto positivo del farmaco en este grupo de pacientes.
Ademas, la supervivencia a 1 afio de los pacientes en pacientes positivos para FISH (Grupo 2 en el Ejemplo 1 que
se indica a continuacion) fue notablemente mayor en el estudio de los presentes inventores que notificaron sobre los
ensayos de fase Il anteriores con.

[0037] Un inconveniente principal para los estudios clinicos con gefitinib ha sido la falta de relacion entre el nivel de
expresion de la proteina de EGFR vy la respuesta al tratamiento. Otros estudios centrados en HER2 y la respuesta a
trastuzumab en cancer de mama confirmaron que los andlisis genémicos se relacionaban mejor con la respuesta
gue la expresion de proteina puntuada como 2+ en el HerceptTest (Vogel y col., 2002; Bartlett y col., 2003). La
identificacion de mutaciones del gen EGFR especificas en pacientes sensibles a gefitinib confirmaron la validez de
los analisis a nivel genémico (Lynch y col., 2004; Paez y col., 2004). Sin embargo, estos estudios implicaban
tecnologia para el analisis completamente diferente del propuesto en la presente invencion.
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[0038] En los estudios presentados en el presente documento, se estudiaron los nimeros de copias de los genes
EGFR y HER2 por FISH ya que este método presenta varias ventajas, aunque la practica de la presente invencion
no se limita a esta técnica. El analisis por FISH se basa en el ADN y puede realizarse con éxito en muestras
tumorales embebidas en parafina frescas o conservadas. La tecnologia esta bien establecida, tiene un plazo corto
en la citogenética clinica y laboratorios de patologia molecular, y ya esta disponible en el mercado la sonsa FISH de
EGFR. Ademas, para pacientes con enfermedad avanzada, y especialmente para aquellos que progresan después
de las terapias convencionales, la estabilizacion de la enfermedad y la mejora sintomatica con parametros
importantes, y gefitinib alcanza su meta en aproximadamente el 40 % de los casos (Fukuoka y col., 2003; Kris y col.,
2003, JAMA). Los resultados demostraron que los pacientes con amplificacion génica de EGFR vy alta polisomia
tuvieron ventajas significativas no solo sobre la respuesta, sino también en la tasa de control de la enfermedad.
Estos hallazgos, junto con la simplicidad del ensayo y la reproducibilidad del resultado, sostienen el uso rutinario de
andlisis por FISH de EGFR y estan relacionados con técnicas para seleccionar pacientes con pacientes con NSCLC
para la terapia de gefitinib.

[0039] Las caracteristicas clinicas de la poblacion evaluadas en el estudio descritas en los Ejemplos 1 y 3 reflejan lo
gue se observa generalmente en Italia en la practica clinica, y el resultado de esta cohorte esta en el mismo intervalo
de los estudios IDEAL 1y 2 (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA). El estado del EGFR apenas se ha
estudiado en cancer de pulmoén. En el estudio actual, el 12,7 % de los tumores tenia amplificacién génica y el 19,7 %
tenia un alto nivel de polisomia. Se ha indicado amplificacién génica en el 6,2 % de 286 especimenes usando
andlisis de transferencia de Southern (Reissmann y col., 1999), mientras que se ha observado respectivamente
polisomia y amplificacion en el 13 % y el 9 % de 183 NSCLC investigados en una micromatriz de tumor (Hirsch y
col., 2003 JCO). Otros estudios de poblacién verificaron si esta variabilidad representa la heterogeneidad real en los
pacientes con NSCLC.

[0040] También se evaluaron los niveles de expresion de proteina de EGFR por inmunohistoquimica y los elevados
niveles se relacionaron estadisticamente de forma significativa con una mejor respuesta, tasa de control de la
enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia como se describe a continuacion en los Ejemplos. En los
estudios presentados en el presente documento, la sensibilidad a gefitinib se asocié con una alta expresion de la
proteina de EGFR; los resultados en pacientes con bajas puntuaciones de la expresion de EGFR (<200) fueron tan
deficientes como en los pacientes con bajos nimeros de copias de genes o que carecen de mutaciones. Las
razones para la diferencia en los resultados de esta invencién en comparacién con informes anteriores pueden ser
multiples. Por ejemplo, los presentes inventores han usado un sistema de puntuacion diferente al de los
investigadores anteriores, teniendo en cuenta tanto la fraccion de células que expresan EGFR (0-100 %) como la
intensidad de la expresién (1-4), que puede haber mejorado la capacidad de los inventores para detectar y analizar
diferencias en la expresién. Sin embargo, la aplicacién de esta invencién no se limita a estos criterios de puntuacion,
y pueden ser Utiles otros métodos de evaluacion en la practica de la invencion. Los analisis inmunohistoquimicos
para la expresion de la proteina de EGFR es un ensayo facilmente aplicable clinicamente y el anticuerpo usado en
esta invencion se basa en un anticuerpo disponible en el mercado (Zymed; véanse los Ejemplos). Sin embargo, la
aplicacion de esta invencién no se limita a un anticuerpo especifico.

[0041] Otro importante hallazgo de los estudios descritos en el presente documento fue la ausencia virtual de
mutaciones de EGFR en pacientes con enfermedad estable. Entre los 21 pacientes con enfermedad estable que se
evaluaron para comprobar las mutaciones de EGFR, Unicamente un paciente tenia una mutacion de EGFR. El
pequefio nimero de mutaciones en pacientes con enfermedad estable tiene relevancia clinica ya que los datos de
un estudio clinico mostraron que el beneficio en la supervivencia de gefitinib no se limita a los pacientes que
respondieron al tratamiento (Shepherd y col., 2004). Es posible que la mejora en la supervivencia en los pacientes
tratados con gefitinib, como un conjunto, se deba a la presencia de un grupo de pacientes con un beneficio
intermedio del tratamiento, tal como aquellos con enfermedad estable, que se excluirian del tratamiento con inhibidor
de tirosina cinasa si el analisis de mutacion se establecié como la prueba de eleccion para la seleccion de pacientes.
Ademas, aunque estudios previos sugirieron que las mutaciones de EGFR estan presentes en la gran mayoria de
los pacientes que responden al tratamiento (Lynch y col., 2004; Paez y col., 2004; Pao y col., 2004), en este estudio,
los inventores observaron que el 40 % de los pacientes con mutaciones en EGFR tenian enfermedad progresiva.

[0042] En los estudios presentados en el presente documento, los inventores también descubrieron una relacion
entre la ruta de Akt activada (por ejemplo, la expresion de Akt fosforilada) y sensibilidad a gefitinib, una relacion que
también se habia descrito y analizado por otros (Sordella y col., 2004; Cappuzzo y col., 2004, J. Natl Cancer Inst.).
El analisis combinado del estado de EGFR y P-Akt indicé que, independiente del método de evaluacion de EGFR,
cuando el estado de EGFR fue positivo, la presencia de fosforilacion de Akt estaba relacionada significativamente
con una mejor respuesta, tasa de control de la enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia. De manera
importante, se observd un mejor resultado no sélo cuando el subconjunto de pacientes EGFR+/P-Akt+ se compard
con todos los demés grupos combinados pero también cuando este subconjunto se compar6 con pacientes positivos
para EGFR pero negativos para P-Akt. Estos hallazgos sostienen la hipétesis de que, cuando la diana de gefitinib
esta presente pero la ruta anti-apoptotica no esta activada, el paciente no es sensible a los efectos inhibidores de
gefitinib. Como se espera, el grupo EGFR+/P-Akt+ también tubo un resultado significativamente mejor en
comparacién con el grupo EGFR negativo y P-Akt positivo, confirmando los datos preclinicos que indican que la
activacion de Akt independiente de EGFR aberrante puede conducir a una resistencia a gefitinib (Bianco y col.,
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2003; Janmaat y col., 2003). Estos datos indican que el estado P-Akt positivo es relevante en pacientes EGFR
positivo para la identificacion de un subgrupo de pacientes particularmente sensibles al farmaco. En pacientes EGFR
negativo, el estado P-Akt positivo puede identificar un grupo de pacientes con una posibilidad muy baja de
beneficiarse del tratamiento con gefitinib.

[0043] La informacién concerniente a la relacion entre la expresion de la proteina de EGFR y la activacién de la ruta
de Akt promovera en gran medida la compresién del mecanismo de sensibilidad a gefitinib. Los inventores
compararon la expresion de la proteina de EGFR y P-Akt en un subgrupo de pacientes y, en general, los inventores
encontraron la expresion de las proteinas de EGFR y P-Akt en las mismas poblaciones celulares (datos no
mostrados), sugiriendo que la P-Akt observado era resultado de la actividad de EGFR.

[0044] Los métodos y kits de ensayo proporcionados por la presente invencidon son extremadamente Utiles para
pacientes con cualquier cancer que puedan tratarse con inhibidores del EGFR, tal como NSCLC. Dichos pacientes,
como resultado de los métodos proporcionados en el presente documento, podrian evitar los efectos secundarios y
los costes financieros de una terapia ineficaz en el caso de que no tengan una ganancia gendémica que afecte al
locus de EGFR y tengan una baja o ninguna expresion de la proteina de EGFR. En segundo lugar, es util para los
médicos, que pueden recomendar, 0 no, este tratamiento especifico (es decir, terapia con inhibidor de EGFR) a
pacientes particulares en base a la informacion sobre las caracteristicas moleculares de sus tumores. En tercer
lugar, aumentara la demanda para el ensayo por FISH con sondas EGFR disponibles y aun por desarrollar.

[0045] Se describen mas realizaciones especificas de la invencibn como se indica a continuacion. En una
realizacién, el método incluye la deteccién en una muestra de células tumorales de un paciente de un nivel de
amplificacion (descrito en detalle a continuacion) del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)
(es decir, el gen que codifica EGFR). Los pacientes con células tumorales que muestran amplificacion génica de
EGFR estan predispuestos a responder al tratamiento con inhibidores del EGFR, y, por lo tanto, son los mejores
candidatos para el uso de esta linea de terapia. Por el contrario, los pacientes que tienen tumores con poca o
ninguna ganancia en la amplificacion génica de EGFR estan predispuestos para responder mal o no responder al
tratamiento con inhibidores del EGFR y, por lo tanto, pueden usarse diferentes tratamientos terapéuticos con dichos
pacientes. En otra realizacidn relacionada, el método incluye la deteccién en una muestra de células tumorales de
un paciente de un nivel de polisomia (descrito en detalle a continuaciéon) del gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR). En esta realizacion, los pacientes con células tumorales que muestran mayor
polisomia con respecto al gen EGFR estan predispuestos a responder al tratamiento con inhibidores del EGFR, v,
por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de terapia. Por el contrario, los pacientes que
tienen tumores con un bajo nimero de copias con respecto al gen EGFR estan predispuestos para responder mal o
no responder al tratamiento con inhibidores del EGFR. En una realizacion, este método de deteccion de la polisomia
puede combinarse con la deteccion de amplificacion génica de EGFR en las células tumorales. Comunmente, la
amplificacion génica y la polisomia pueden denominarse como una ganancia en el nimero de copias del gen EGFR
0 un aumento del nimero de copias del gen EGFR. Ademas, los presentes inventores demuestran en el presente
documento que el aumento del niumero de copias del gen EGFR detectado por FISH esta relacionado con una
mejora en la supervivencia después de la terapia de gefitinib en pacientes con carcinoma bronquioloalveolar (BAC) y
adenocarcinoma con rasgos de BAC en fase avanzada, un subconjunto de NSCLC que puede servir como un
modelo para el estudio de rutas de EGFR debido a sus caracteristicas biol6gicas subyacentes.

[0046] En otra realizacion de la invencion, el método incluye la deteccion en una muestra de células tumorales de un
paciente de un nivel de amplificacion génica del gen HER2 (es decir, el gen que codifica HER2). Los pacientes con
células tumorales que muestran amplificacion génica de HER2 estan predispuestos a responder al tratamiento con
inhibidores del EGFR, y, por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de terapia. Por el
contrario, los pacientes que tienen tumores con baja o ninguna amplificacion génica de HER2 estan predispuestos
para responder mal o no responder al tratamiento con inhibidores del EGFR vy, por lo tanto, pueden usarse diferentes
tratamientos terapéuticos con dichos pacientes. En otra realizacion, el método incluye la deteccién en una muestra
de células tumorales de un paciente de un nivel de polisomia del gen HER2. En esta realizacion, los pacientes con
células tumorales que muestran mayor polisomia con respecto al gen HER2 estan predispuestos a responder al
tratamiento con inhibidores del EGFR, y, por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de
terapia. Por el contrario, los pacientes que tienen tumores con un bajo nimero de copias con respecto al gen HER2
estan predispuestos para responder mal o no responder al tratamiento con inhibidores del EGFR. En una
realizacion, este método de deteccion de la polisomia puede combinarse con la deteccién de amplificacién génica de
HER2 en las células tumorales. Comunmente, la amplificacion génica y la polisomia pueden denominarse como una
ganancia en el nimero de copias del gen HER2 o un aumento del nimero de copias del gen HER2. Estos métodos
también pueden combinarse con la deteccion de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia de EGFR. Los
pacientes que tienen tumores que muestran tanto un aumento del niumero de copias del gen EGFR y un aumento
del nimero de copias del gen HER2 estan predispuestos incluso para ser mejores candidatos para responder al
tratamiento con inhibidores del EGFR que pacientes con tumores que muestran aumentos del nimero de copias del
gen EGFR en solitario. Ademas, los pacientes que tienen tumores que muestran baja o ninguna ganancia en el
nimero de copias del gen EGFR pero que tienen un aumento del nimero de copias del gen HER2 estan
predispuestos para responder mejor al tratamiento con inhibidores del EGFR que los pacientes que tienen tumores
con baja o ninguna ganancia en el nimero de copias del gen HER2.
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[0047] En otra realizacién de la invencién, el método incluye la deteccidon en una muestra de células tumorales de un
paciente de un nivel de expresién de la proteina de EGFR (por ejemplo, usando técnicas inmunohistoquimicas). Los
pacientes con células tumorales que muestran mayores niveles de proteina EGFR estan predispuestos a responder
al tratamiento con inhibidores del EGFR, vy, por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de
terapia. En particular, los pacientes con células tumorales que tienen tanto una mayor fraccién células que expresan
EGFR como una mayor intensidad de expresion de EGFR por las células estan predispuestos a responder al
tratamiento con inhibidores del EGFR. En una realizaciéon que usa un sistema de puntuacion de 0-400 en base a la
fraccién y las puntuaciones de intensidad (descrito en detalle a continuacion), los pacientes con células tumorales
que reciben puntuaciones de expresion de la proteina de EGFR de mas de 200 estan predispuestos a tener un buen
resultado del tratamiento con inhibidores del EGFR. En realizaciones adicionales, este método puede combinarse
con la deteccién de amplificacién génica de HER2 y/o polisomia; la deteccion de amplificacion génica de EGFR y/o
polisomia; la deteccién de mutaciones en EGFR (descrita mas adelante) y/o la deteccién de niveles de proteina Akt
fosforilada (descrita méas adelante). Los pacientes que tienen tumores con alta expresion de la proteina de EGFR en
combinacion con: amplificacion génica de HER2 y/o polisomia de HER2, con amplificacion génica de EGFR y/o
polisomia de EGFR, mutaciones en el gen EGFR, y/o expresion de Akt fosforilada, estan predispuestos a responder
al tratamiento con inhibidores del EGFR.

[0048] En una realizaciéon de la invencion, el método incluye la deteccion de mutaciones en el gen EGFR en una
muestra de células tumorales de un paciente. Los pacientes con células tumorales que muestran mutaciones en el
gen EGFR estan predispuestos a responder al tratamiento con inhibidores del EGFR, y, por lo tanto, son los mejores
candidatos para el uso de esta linea de terapia. Las mutaciones de activacion causa actividad independiente del
ligando de las tirosina cinasas del receptor, e informes recipientes muestran en las mutaciones de sentido errébneo y
delecién especificas en el dominio de tirosina cinasa del gen EGFR (Lynch y col., 2004; Paez y col., 2004; Pao y
col., 2004) estan relacionadas con la sensibilidad al inhibidor de tirosina cinasa de EGFR, y también con el sexo
femenino, histologia de adenocarcinoma, y el estado de no fumador, todas caracteristicas clinicas que se sabe que
estan relacionadas con la sensibilidad al inhibidor de la tirosina cinasa (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003,
JAMA; Perez-Soler y col., 2001; Miller y col., 2003, Proc. Am Soc Clin Oncol.; Miller y col., 2004, J. Clin. Oncol.).
Aunque estas mutaciones en EGFR pueden explicar la gran mayoria de respuestas objetivas obtenidas con los
inhibidores de tirosina cinasa, el beneficio clinico observado con estos farmacos y el beneficio en la supervivencia
identificado en un ensayo clinico anterior no pueden explicarse Unicamente por la presencia de mutaciones.

[0049] Mientras que puede detectarse cualquier mutacién en EGFR, ya se sabe que se producen mdultiples
mutaciones en seres humanos, particularmente en los exones 18, 19 y 21. Como se ha analizado anteriormente,
este método puede combinarse con la deteccién de expresion de la proteina de EGFR; la deteccion de amplificacion
génica de EGFR y/o polisomia; la deteccion de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia; y/o la deteccion de
niveles de proteina Akt fosforilada (descrita mas adelante). Los pacientes que tienen tumores con una o mas
mutaciones en el gen EGFR en combinacion con: alta expresion de la proteina de EGFR, amplificacién génica de
HER2 y/o polisomia de HER2, amplificacion génica de EGFR y/o polisomia de EGFR, y/o expresion de Akt
fosforilada, estan predispuestos a responder al tratamiento con inhibidores del EGFR.

[0050] En otra realizacién de la invencién, el método incluye la deteccidon en una muestra de células tumorales de un
paciente de niveles de proteina Akt fosforilada. El estado de activacion de la proteina Akt se ha destacado como un
importante protagonista en la sensibilidad al inhibidor de tirosina cinasa de EGFR en estudios preclinicos y clinicos
(Sordella y col., 2004; Cappuzzo y col., 2004, J. Natl. Cancer Inst.). Akt es una serina/treonina cinasa que actta
corriente abajo de EGFR para regular muchos procesos celulares, incluyendo la supervivencia, la proliferacion y el
crecimiento celular, y se activa por fosforilacién en los aminoacidos Thr308 y Ser473 (Datta y col., 1999). Sordella y
col., anteriormente, mostraron que las mutaciones en EGFR de sensibilizacion a gefitinib activan rutas anti-
apoptéticas que implican Akt en lineas celulares de cancer de pulmén, y Cappuzzo y col., anteriormente, han
mostrado que el estado de activacion de Akt esta relacionado con la sensibilidad a gefitinib de los pacientes con
NSCLC, cuando a la respuesta y tiempo hasta la progresion, pero no en cuanto a supervivencia. La falta de
asociacion con la supervivencia podria explicarse por la presencia de un subconjunto de pacientes positivos para
(P)-Akt fosforilada que son resistentes a la terapia de gefitinib como consecuencia de la activacion de Akt por un
mecanismo no dependiente de EGFR.

[0051] Los pacientes con células tumorales que expresan proteina Akt fosforilada estan predispuestos a responder
al tratamiento con inhibidores del EGFR, vy, por lo tanto, son los mejores candidatos para el uso de esta linea de
terapia. Como se ha analizado anteriormente, este método esta disefiado para combinarse con una cualquiera de: la
deteccién de expresion de la proteina de EGFR; la deteccion de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia; la
deteccién de amplificacién génica de HER2 y/o polisomia; y/o la deteccién de mutaciones en el gen EGFR, con el fin
de mejorar la capacidad de identificar pacientes que tengan tumores que estén predispuestos a responder a la
terapia con el inhibidor de EGFR. Los pacientes que tienen tumores que expresan Akt fosforilada en combinacién
con: una 0 mas mutaciones en el gen EGFR, alta expresion de la proteina de EGFR, amplificacién génica de HER2
y/o polisomia de HER2, y/o amplificacion génica de EGFR y/o polisomia de EGFR, estan predispuestos a responder
al tratamiento con inhibidores del EGFR.
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[0052] En una realizacién de la invencion, el método incluye la deteccién de amplificacion génica de HER2 y EGFR
y/o polisomia usando hibridacion fluorescente in situ (FISH).

[0053] En una realizacién de la invencion, el método incluye la deteccidon de proteina de EGFR o proteina Akt
fosforilada usando técnicas inmunohistoquimicas (IHC).

[0054] Sera evidente para los expertos en la técnica a partir de la descripcién de la invencién en el presente
documento que una diversidad de combinaciones de los biomarcadores y protocolos de deteccidon que se han
descrito anteriormente pueden potenciar 0 mejorar la capacidad de identificar pacientes que estan predispuestos a
responder a la terapia inhibidores del EGFR (y que pacientes que estan predispuestos a responder mal al
tratamiento). Por lo tanto, se incluye en la invencién cualquier combinacion del uso de los biomarcadores, protocolos
de deteccion y técnicas de deteccion. Ademas, la invencion no se limita a las técnicas de deteccién que se describen
en el presente documento (por ejemplo, FISH e IHC), ya que pueden usarse otras técnicas para conseguir el mismo
resultado. A modo de ejemplo, las siguientes combinaciones particulares han demostrado ser particularmente Utiles
por los inventores en la prediccion de la capacidad de respuesta a los inhibidores del EGFR: (1) combinacion de la
deteccién de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia usando FISH y la deteccion de amplificacién génica de
HER?2 y/o polisomia usando FISH; (2) combinacién de la deteccién de expresion de la proteina de EGFR usando
IHC y la deteccion de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia usando FISH; (3) combinacién de la deteccion de
mutaciones en el gen EGFR y la deteccién de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia usando FISH; (4)
combinacion de la deteccion de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia usando FISH y la deteccion de
expresion de la proteina de EGFR usando IHC; (5) combinacion de la deteccion de expresion de la proteina de
EGFR usando IHC y la deteccién de mutaciones en el gen EGFR; (6) combinacién de la deteccién de expresion de
la proteina de EGFR vy la deteccion de proteina Akt fosforilada usando IHC; (7) la deteccién de amplificacién génica
de EGFR y/o polisomia y la deteccién de mutaciones en el gen EGFR; (8) la deteccién de amplificacion génica de
EGFR y/o polisomia, la deteccion de expresién de la proteina de EGFR usando IHC, y la detecciéon de mutaciones
en el gen EGFR; y (9) la deteccion de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia, la deteccion de expresion de la
proteina de EGFR usando IHC, y la deteccion de expresion de proteina Akt fosforilada usando IHC.

[0055] Los métodos de la presente invencidon pueden usarse para predecir eficazmente la capacidad de respuesta
de tumores de pacientes y el resultado clinico al tratamiento con cualquier inhibidor de EGFR. Aunque la mayor
parte de los datos proporcionados en el presente documento se gener6 en pacientes que recibieron el inhibidor de
EGFR bien conocido, gefitinib (ZD 1839, Iressa®, AstraZeneca, Reino Unido), se entendera que la evaluacion de la
capacidad de respuesta del tumor de los pacientes a cualquier inhibidor de EGFR de cualquier tipo se incluye por la
presente invencion.

[0056] De acuerdo con la presente invencion, un inhibidor de EGFR es cualquier agente que inhibe (bloquea,
reduce, antagoniza, disminuye, invierte) la expresion y/o la actividad biolégica de un receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), incluyendo cualquier EGFR. Por lo tanto, un inhibidor puede incluir, pero sin
limitacion, un producto de disefio o seleccién de farmaco/compuesto/péptido, un fragmento de unién a anticuerpo o
antigeno del mismo, una proteina, un péptido, un acido nucleico (incluyendo ribozimas, antisentido, ARNi y
aptameros), o cualquier otro agente que inhibe la expresion y/o la actividad bioldgica de un EGFR. Por ejemplo, los
inhibidores conocidos de EGFR incluyen los farmacos, gefitinib (ZD 1839, Iressa®, AstraZeneca, Reino Unido) y
erlotinib (OSI 774, Tarceva®, Genentech, Estados Unidos), y el anticuerpo monoclonal, Cetuximab (Erbitux®,
Imclone, Bristol-Myers Squibb). Sin embargo, la invencion no se limita a estos agentes especificos, y puede incluir
un agonista (descrito mas adelante) de dichos agentes o agentes que tengan una actividad biologica
sustancialmente similar a la de estos agentes. La actividad biolégica o la accién biol6gica de una proteina, tal como
un EGFR, se refiere a cualquier funcién o funciones mostradas o realizadas por una forma de origen natural de la
proteina segun se mide o se observa in vivo (es decir, en el entorno fisiol6gico natural de la proteina) o in vitro (es
decir, en condiciones de laboratorio). Las actividades bioldgicas de EGFR incluyen, pero sin limitacion, la unién a
EGF, la homo o heterodimerizacion del receptor, la actividad de la tirosina cinasa, y actividades corriente abajo
relacionadas con la homeostasis y el desarrollo celular.

[0057] A continuacion se describiran diversas definiciones y aspectos de la invencion, pero la invencién no se limita
a ninguna realizacién especifica que pueda usarse con fines ilustrativos o ejemplares. En la medida en que gefitinib
se describe en el presente documento, es un inhibidor de EGFR ejemplar y, como se ha analizado anteriormente, los
métodos de la invencion pueden aplicarse a la evaluacion de la sensibilidad o la resistencia del tumor de un paciente
a cualquier inhibidor de EGFR.

[0058] Los métodos de la presente invencion incluyen detectar en una muestra de células tumorales de un paciente
gue se va a ensayar, una cualquiera o cualquier combinacion de 2, 3, 4, 5, 6 o 7 de los siguientes biomarcadores y
tipos de deteccion de dichos biomarcadores: (1) un nivel de amplificacion del gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) (es decir, el gen que codifica EGFR); (2) un nivel de polisomia del gen del receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR); (3) un nivel de amplificacion génica del gen HER2; (4) un nivel de
polisomia del gen HER2; (5) mutaciones en el gen EGFR; (6) expresion de la proteina de EGFR; y/o (7) expresion
de Akt fosforilada. La deteccion de (1) y (2) juntas y/o la deteccion de (3) y (4) juntas pueden referirse generalmente
a detectar una ganancia o un aumento en el nimero de copias de genes. De acuerdo con la presente invencion, un
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biomarcador incluye cualquier gen o proteina o porcion de los mismos que pueda detectarse, medirse o evaluarse
de otro modo y se usa para identificar, medir o predecir un efecto particular, que en la presente invencion es la
capacidad de respuesta del tumor de un paciente (o de no respuesta) a un inhibidor de EGFR. Los biomarcadores
utiles en la presente invencion incluyen el gen EGFR, proteina de EGFR, gen HER2 y proteina Akt fosforilada. El
uso de un biomarcador de acuerdo con la invencién puede incluir también el uso de un protocolo o técnica particular
para detectar o medir el biomarcador (tipos de deteccion, por ejemplo, FISH o IHC) o la identificacion de una
caracteristica particular asociada al biomarcador, tal como la amplificacion génica, polisomia génica, nivel de
expresion del gen o la proteina, identificacion de una mutacion, etc. Las combinaciones particularmente preferidas
incluyen combinaciones de los siguientes biomarcadores y tipos de deteccion de los mismos como se ha descrito
anteriormente: (1) y (2); 3) y (4); (1), (2), 3) y (4); (2) y (4); (1) y/o (2) y (6); (1) y/o (2) y (7); y (6) y (7). La invencion
no se limita a estas combinaciones.

[0059] Se conocen métodos adecuados para obtener una muestra de un paciente por un experto en la técnica. Una
muestra de paciente puede incluir cualquier fluido corporal o tejido de un paciente que pueda contener células
tumorales o proteinas de las células tumorales. Mas especificamente, de acuerdo con la presente invencion, la
expresion "muestra de ensayo” o "muestra de paciente" puede usarse generalmente para referirse a una muestra de
cualquier tipo que contenga células o productos que se han secretado de las células que se van a evaluar por el
presente método, incluyendo, pero sin limitacion, una muestra de células aisladas, una muestra tisular y/o una
muestra de fluido corporal. Mucho mas tipicamente en la presente invencion, la muestra es una muestra de tejido.
De acuerdo con la presente invencién, una muestra de células aisladas es un especimen de células tipicamente en
suspensién o separadas del tejido conectivo que pueden tener conectadas las células en un tejido in vivo, que se
han recogido de un dérgano, tejido o fluido mediante cualquier método adecuado que dé como resultado la
recolecciéon de un nuamero adecuado de células para su evaluacion por el método de la presente invencién. Las
células en la muestra celular no son necesariamente del mismo tipo, aunque pueden usarse métodos de purificacion
para enriquecer el tipo de células que se evaltan preferiblemente. Las células pueden obtenerse, por ejemplo,
raspando un tejido, procesando una muestra tisular para liberar células individuales, por aislamiento de un fluido
corporal.

[0060] Una muestra tisular, aunque similar a una muestra de células aisladas, se define en el presente documento
como una seccion de un érgano o tejido del cuerpo que tipicamente incluye varios tipos celulares y/o una estructura
citoesquelética que mantiene las células juntas. Un experto en la técnica apreciara que puede usarse la expresion
"muestra tisular", en algunos casos, de forma intercambiable con una "muestra celular”, aunque se usa
preferiblemente para designar una estructura mas compleja que una muestra celular. Una muestra tisular puede
obtenerse mediante una biopsia, por ejemplo, incluyendo mediante corte, rebanado o punzonado.

[0061] Una muestra de fluido corporal, como la muestra tisular, contiene las células que se van a evaluar, y es un
fluido obtenido mediante cualquier método adecuado para el fluido corporal particular a muestrear. Los fluidos
corporales adecuados para el muestreo incluyen, pero sin limitacion, pero sin limitacién, sangre, moco, liquido
seminal, saliva, esputo, lavado bronquial, leche materna, bilis y orina.

[0062] En general, el tipo de muestra (es decir, célula, tejido o fluido corporal) se selecciona en base a la
accesibilidad y la estructura del érgano o tejido a evaluar para el crecimiento de células tumorales y/o en base a qué
tipo de cancer se va a evaluar. Por ejemplo, si el érgano/tejido a evaluar es el pecho, la muestra puede ser una
muestra de células epiteliales de una biopsia (es decir, una muestra celular) o una muestra de tejido mamario de una
biopsia (una muestra tisular). La presente invencion es particularmente Util para evaluar pacientes con cancer de
pulmén y particularmente, carcinoma de pulmon de células no pequefias, y en este caso, una muestra tipica es una
seccién de un tumor del pulmén del paciente.

[0063] El numero de copias de genes en células tumorales de acuerdo con la invencién puede medirse, por ejemplo,
en ensayos por FISH, en los nlcleos, y la expresion de proteina puede medirse, por ejemplo, en ensayos de
inmunohistoquimica, en el ndcleo de las células tumorales, citoplasma y/o membranas. Ambos ensayos, por
ejemplo, FISH e inmunohistoquimica, asi como otros medios de deteccion, pueden realizarse en tumores primarios,
tumores metastésicos, tumores recurrentes localmente, esputo, lavado bronquial, ascitis, liquido cefalorraquideo, u
otras configuraciones tumorales. Los marcadores pueden medirse en especimenes de tumor que estén frescos,
congelados, fijados o conservados de otro modo.

[0064] Una vez que se obtiene una muestra del paciente, la muestra se evalla para la deteccién de uno o mas de
cualquiera de los biomarcadores descritos en el presente documento. En algunas realizaciones de la presente
invencién, un tejido, una célula o una porcion de los mismos (por ejemplo, una seccion de tejido, un componente de
una célula, tal como acidos nucleicos, etc.) se ponen en contacto con uno o mas acidos nucleicos. Dichos protocolos
se usan para detectar la expresion génica, la amplificacion génica y/o la polisomia génica, por ejemplo. Dichos
procedimientos pueden incluir ensayos basados en células o ensayos no basados en células. El tejido o célula que
expresa un gen diana se pone en contacto tipicamente con un agente de deteccidon (por ejemplo, una sonda,
cebador, u otro marcador detectable), mediante cualquier método adecuado, tal como mezcla, hibridacion o
combinacion de manera que permita la deteccion del gen diana mediante una técnica adecuada.
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[0065] La muestra del paciente se prepara mediante cualquier método adecuado para la técnica de deteccion
utilizada. En una realizacién, la muestra del paciente puede usarse fresca, congelada, fijada o conservada de otro
modo. Por ejemplo, las células del tumor del paciente pueden prepararse inmovilizando el tejido del paciente, por
ejemplo, en parafina. El tejido inmovilizado puede seccionarse y después ponerse en contacto con una sonda para
la deteccion de la hibridacién de la sonda a un gen diana (por ejemplo, EGFR o HER2).

[0066] En una realizacion preferida, la deteccion de un gen de acuerdo con la presente invencién se realiza usando
ensayos de hibridacion. La hibridacion de acidos nucleicos simplemente implica poner en contacto una sonda (por
ejemplo, un oligonucle6tido o un polinucledtido mayor) y acido nucleico diana en condiciones en las que la sonda y
su diana complementaria puedan formar diplex hibridos estables a través de emparejamiento complementario de
bases. Como se usa en el presente documento, las condiciones de hibridacién se refieren a condiciones de
hibridacion convencionales bajo las que se usan moléculas de &cido nucleico para identificar moléculas de acido
nucleico similares. Se desvelan dichas condiciones convencionales, por ejemplo, en Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labs Press, 1989. Sambrook y col., ibid.,. Ademas, las formulas
para calcular la hibridacion apropiada y las condiciones de lavado para conseguir una hibridacion que permita
grados variables de apareamiento erroneo de nucle6tidos se desvelan, por ejemplo, en Meinkoth y col., 1984, Anal.
Biochem. 138, 267-284; Meinkoth y col., ibid.. Los acidos nucleicos que no forman ddplex hibridos se eliminan por
lavado de los acidos nucleidos hibridados y los acidos nucleicos hibridados pueden entonces detectarse, tipicamente
a través de la deteccion de una etiqueta detectable adjunta. Se reconoce generalmente que los acidos nucleicos se
desnaturalizan aumentando la temperatura o disminuyendo la concentracién de sal del tampdn que contiene los
acidos nucleicos. En condiciones de baja rigurosidad (por ejemplo, baja temperatura y/o alto contenido en sal) se
formaran duplex hibridos (por ejemplo, ADN:ADN, ARN:ARN o ARN:ADN) incluso cuando las secuencias hibridadas
no son perfectamente complementarias. Por lo tanto, la especificidad de la hibridaciéon se reduce a rigurosidad
inferior. Por el contrario en condiciones de mayor rigurosidad (por ejemplo, mayor temperatura 0 menor contenido en
sal), una hibridacion exitosa requiere menos apareamientos erréneos.

[0067] Las condiciones de lavado e hibridacion de rigurosidad alta, tal como se les hace referencia en el presente
documento, se refieren a condiciones que permiten el aislamiento de moléculas de &cido nucleico que presentan una
identidad de secuencia de &cido nucleico de al menos aproximadamente el 90 % con la molécula de acido nucleico
gue esta utilizandose para estudiar con sonda en la reaccion de hibridacion (es decir, condiciones que permiten un
apareamiento erroneo de nucledtidos de aproximadamente el 10 % o inferior). Un experto en la técnica puede utilizar
las férmulas en Meinkoth y col., 1984, Anal. Biochem. 138, 267-284 para calcular las condiciones de lavado e
hibridacion apropiadas para lograr estos niveles particulares de apareamiento errbneo de nucleétidos. Tales
condiciones variaran, dependiendo de si estan formandose hibridos de ADN:ARN o ADN:ADN. Las temperaturas de
fusion calculadas para hibridos de ADN:ADN son 10EC inferiores que para hibridos de ADN:ARN. En realizaciones
particulares, las condiciones de hibridacién rigurosas para hibridos de ADN:ADN incluyen hibridacion a una fuerza
ionica de 6X SSC (Na' 0,9 M) a una temperatura de entre aproximadamente 20EC y aproximadamente 35EC, mas
preferiblemente, entre aproximadamente 28EC y aproximadamente 40EC, e incluso méas preferiblemente, entre
aproximadamente 35EC y aproximadamente 45EC. En realizaciones particulares, las condiciones de hibridacion
rigurosas para hibridos de ADN:ARN incluyen hibridacion a una fuerza iénica de 6X SSC (Na' 0,9 M) a una
temperatura de entre aproximadamente 30EC y aproximadamente 45EC, mas preferiblemente, entre
aproximadamente 38EC y aproximadamente 50EC, e incluso mas preferiblemente, entre aproximadamente 45EC y
aproximadamente 55EC. Estos valores se basan en calculos de una temperatura de fusién para moléculas mayores
de aproximadamente 100 nucleétidos, 0 % de formamida y un contenido en G + C de aproximadamente el 40 %.
Como alternativa, T, puede calcularse empiricamente tal como se expone en Sambrook y col., anteriormente,
paginas 9.31 a 9.62.

[0068] Los &cidos nucleicos hibridados se detectan detectando una o mas etiquetas fijadas a los &cidos nucleicos de
muestra. Las etiquetas pueden incorporarse por un namero cualquiera de medios bien conocidos por los expertos en
la técnica. Las etiquetas detectable adecuadas para su uso en la presente invencion incluyen cualquier composicion
detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, épticos o quimicos.
Las etiquetas Utiles en la presente invencion incluyen tintes fluorescentes (por ejemplo, fluoresceina, rojo texas,
rodamina, Alexa flior, tintes Spectrum, y similares), puntos cuanticos, radioetiquetas (por ejemplo, *H I, **s, **C, o
32P), y etiquetas colorimétricas. Los medios de deteccidn de dichas etiquetas se conocen bien por los expertos en la
técnica. Por lo tanto, por ejemplo, pueden detectarse radioetiquetas usando pelicula fotografica o contadores de
centelleo, los marcadores fluorescentes pueden detectarse usando un fotodetector para detectar la luz emitida y
microscopios de fluorescencia. Las etiquetas colorimétricas se detectan visualizando simplemente la etiqueta
coloreada. Preferiblemente, los acidos nucleicos de hibridacion se detectan mediante etiquetas fluorescentes vy,
mucho mas preferiblemente, en el contexto de un ensayo de hibridacion fluorescente in situ (FISH). Los ensayos por
FISH se conocen bien en la técnica y se describen, por ejemplo, en la seccién de Ejemplos.

[0069] De acuerdo con la presente invencion, un polinucleétido aislado, o una molécula de acido nucleico aislada, es
una molécula de acido nucleico que se ha retirado de su medio natural (es decir, que se ha sometido a manipulacion
humana), siendo su medio natural el genoma o el cromosoma en el que la molécula de acido nucleico se encuentra
en la naturaleza. Como tal, "aislado" no refleja el grado hasta el que la molécula de acido nucleico se ha purificado,
pero indica que la molécula no incluye un genoma en su totalidad o un cromosoma en su totalidad en el que la
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molécula de acido nucleico se encuentra en la naturaleza. Los polinucleétidos tales como los usados en un método
de la presente invencion para detectar genes (por ejemplo, por hibridacion a un gen) son tipicamente una porcién del
gen diana que es adecuado para su uso como una sonda de hibridacién o cebador PCR para la identificacion de un
gen de longitud completa (o porcidon del mismo) en una muestra dada (por ejemplo, una muestra de células). Una
molécula de &cido nucleico aislada puede incluir un gen o una porcién de un gen (por ejemplo, la regién reguladora o
promotor). Una molécula de acido nucleico aislada que incluye un gen no es un fragmento de un cromosoma que
incluye tal gen, en su lugar incluye la regién codificante y regiones reguladoras asociadas al gen, pero ningin gen
adicional de origen natural en el mismo cromosoma. Una molécula de &cido nucleico aislada también puede incluir
una secuencia de &cidos nucleicos especifica flanqueada por (es decir, en el extremo 5' y/o el extremo 3' de la
secuencia) acidos nucleicos adicionales que no flanquean normalmente la secuencia de &cidos nucleicos
especificados en la naturaleza (es decir, secuencias heterdlogas). La molécula de acido nucleico aislada puede
incluir ADN, ARN (por ejemplo, ARNm), o derivados de ADN o ARN (por ejemplo, ADNc). Aunque la expresion
"molécula de &cido nucleico" se refiere principalmente a la molécula de &cido nucleico fisica y la expresion
"secuencia de acidos nucleicos" se refiere principalmente a la secuencia de nucleétidos de la molécula de acido
nucleico, las dos fases pueden usarse de forma intercambiable, especialmente con respecto a una molécula de
acido nucleico, o una secuencia de acido nucleico, que es capaz de codificar una proteina. Preferiblemente, una
molécula de acido nucleico aislada de la presente invencion se produce usando tecnologia de ADN recombinante
(por ejemplo, amplificacién por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), clonacion) o sintesis quimica.

[0070] De acuerdo con la presente invencion, una sonda (sonda de oligonucleétidos) es una molécula de &cido
nucleico que varia tipicamente de tamafio de aproximadamente 50-100 nucledtidos a varios cientos de nucleétidos a
varios miles de nucleétidos de longitud. Por lo tanto, una sonda puede ser cualquier longitud adecuada para su uso
en un ensayo descrito en el presente documento, incluyendo cualquier longitud en el intervalo de 50 a varios miles
de nucledtidos, en aumentos de nimeros enteros. Tal molécula se usa tipicamente para identificar una secuencia de
acido nucleico diana en una muestra hibridando a dicha secuencia de &cido nucleico diana en condiciones de
hibridacion rigurosas. Las condiciones de hibridacion se han descrito en detalle anteriormente.

[0071] Los cebadores PCR también son secuencias de acidos nucleicos, aunque los cebadores PCR son
tipicamente oligonucleétidos de una longitud bastante corta (por ejemplo, 8-30 nucledtidos) que se usan en
reacciones en cadena de la polimerasa. Los cebadores PCR y las sondas de hibridacion pueden desarrollarse y
producirse selectivamente por los expertos en la técnica, usando la informacion de secuencia de la secuencia diana.
(Véase, por ejemplo, Sambrook y col., anteriormente o Glick y col., anteriormente).

[0072] La secuencia nucleotidica del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se conoce en la
técnica y puede encontrarse bajo el N° de Acceso al GenBank AY588246, por ejemplo. La secuencia nucleotidica
del gen del receptor del tipo receptor de la tirosina cinasa humana (HER2) también se conoce en la técnica y puede
encontrarse, por ejemplo, bajo los N° de Acceso al GenBank M16789, M16790, M16791, M16792 y M11730.
También se conocen en la técnica sondas nucleotidicas y estan disponibles para su uso como sondas para detectar
genes EGFR o genes HER2. Por ejemplo, esta disponible tal sonda para detectar ambas secuencias de EGFR y el
centromero del cromosoma 7 (por ejemplo, sonda LSI EGFR SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen (Vysis, Abbott
Laboratories).

[0073] En el método de la invencion, el nivel de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia en la muestra de
células tumorales se compara con un nivel de control de la amplificacion génica de EGFR y/o polisomia
seleccionado entre: (i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad a un inhibidor de EGFR; y (ii)
un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. Un paciente se selecciona
como predispuesto a beneficiarse de la administracion terapéutica de un inhibidor de EGFR, un agonista del mismo,
0 un farmaco que tiene una actividad biolégica sustancialmente similar que el inhibidor de EGFR, si el nivel de
amplificacion génica de EGFR y/o polisomia en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o
mayor que el nivel de control de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia que se ha correlacionado con la
sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia en las células
tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia que
se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. Un paciente se selecciona como predispuesto a no
beneficiarse de la administracion terapéutica de un inhibidor de EGFR, un agonista del mismo, o un farmaco que
tiene una actividad bioldgica sustancialmente similar que el inhibidor de EGFR, si el nivel de amplificacién génica de
EGFR y/o polisomia en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el nivel de control de
amplificacion génica de EGFR y/o polisomia que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, 0 si
el nivel de amplificacién génica de EGFR y/o polisomia en las células tumorales del paciente es estadisticamente
similar a 0 menor que el nivel de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor de EGFR.

[0074] De forma anéloga, en el caso en el que se evalUa la amplificacién génica de HER2 y/o la polisomia, el nivel
de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia en la muestra de células tumorales se compara con un nivel de
control de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia seleccionado entre: (i) un nivel de control que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor de EGFR. Un paciente se selecciona como predispuesto a beneficiarse de la administracion
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terapéutica del inhibidor de EGFR, un agonista del mismo, o un farmaco que tiene una actividad biolégica
sustancialmente similar que el inhibidor de EGFR, si el nivel de amplificacién génica de HER2 y/o polisomia en las
células tumorales del paciente es estadisticamente similar a 0 mayor que el nivel de control de amplificaciéon génica
de HER2 y/o polisomia que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de
amplificacion génica de HER2 y/o polisomia en las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el
nivel de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de
EGFR. Un paciente se selecciona como predispuesto a no beneficiarse de la administracion terapéutica de un
inhibidor de EGFR, un agonista del mismo, o un farmaco que tiene una actividad bioldgica sustancialmente similar
que el inhibidor de EGFR, si el nivel de amplificacion génica de HER2 y/o polisomia en las células tumorales del
paciente es estadisticamente menor que el nivel de control de amplificacién génica de HER2 y/o polisomia que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de amplificacién génica de HER2 y/o polisomia
en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o menor que el nivel de amplificacion génica de
HER?2 y/o polisomia que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR.

[0075] Mas especificamente, de acuerdo con la presente invencion, un "nivel de control" es un nivel de control de la
amplificacion génica y/o la polisomia, que puede incluir un nivel que se correlaciona con la sensibilidad al inhibidor
de EGFR o un nivel que se correlaciona con la resistencia al inhibidor de EGFR. Por lo tanto, puede determinarse,
en comparacion con el nivel de control o basal de la amplificacién génica y/o polisomia, si una muestra de paciente
tiene mas probabilidad de ser sensible o resistencia a la terapia con el inhibidor de EGFR (por ejemplo, un buen
respondedor o respondedor (que se beneficiara de la terapia), o un mal respondedor o no respondedor (que no se
beneficiara o se beneficiara poco de la terapia)).

[0076] En una realizacién de la invencidon en la que se evalla el nimero de copias de genes (es decir, por
amplificacion génica y/o polisomia génica), los pacientes se clasificaron en seis categorias con un ndmero
ascendente de copias por célula: (1) Disomia (<2 copias de ambas dianas en >90 % de las células); (2) Baja trisomia
(<2 copias del gen en >40 % de las células y 3 copias en el 10-40 % de las células); (3) Alta trisomia (<2 copias del
gen en >40 % de las células y 3 copias en >40 % de las células); (4) Baja polisomia (>4 copias del gen en 10-40 %
de las células); (5) Alta polisomia (>4 copias del gen en >40 % de las células); y (6) Amplificacion Génica (GA),
definida por la presencia de estrechos agrupamientos del gen EGFR y una relacion gen/cromosoma por célula >2, o
un promedio de >15 copias de EGFR por célula en >10 % de las células analizadas. Los presentes inventores han
descubierto que los pacientes con elevados nimeros de copias de genes o una ganancia en el nimero de copias
(por ejemplo, amplificacion génica y/o polisomia, incluyendo alta trisomia, baja polisomia o alta polisomia) de EGFR
y/o HER2 tienen més probabilidad de tener una mayor tasa de respuesta a la terapia con el inhibidor de EGFR, una
menor tasa de enfermedad progresiva, un mayor tiempo hasta la progresion, y una mayor tasa de supervivientes a
largo plazo. Cuanto mayor es la polisomia o la ganancia total en el nimero de copias de genes, mejor sera el
resultado pronosticado. Los presentes inventores descubrieron que la presencia de amplificacién génica de HER2
y/o polisomia en células de tumor de los pacientes confiere un fenotipo méas sensible para los pacientes EGFR
positivo (por ejemplo, pacientes que muestran una ganancia en el nimero de copias del gen EGFR) y un mejor
resultado para los pacientes EGFR negativo (por ejemplo, pacientes que tienen poca o0 ninguna ganancia en el
ndmero de copias del gen EGFR).

[0077] El método para establecer un nivel de control de la amplificacion génica o polisomia se selecciona en base al
tipo de muestra, el tejido u érgano del que se obtiene la muestra, y el estado del paciente a evaluar. Preferiblemente,
el método es el mismo método que se usara para evaluar la muestra en el paciente. En una realizacién preferida, el
nivel de control se establece usando el mismo tipo de célula que la célula a evaluar. En una realizacion preferida, el
nivel de control se establece a partir de muestras de control que son de pacientes o lineas celulares que se sabe
que son resistentes o sensibles a gefitinib. En un aspecto, las muestras de control se obtuvieron de una poblaciéon de
individuos emparejados. De acuerdo con la presente invencion, la expresion "individuos emparejados” se refiere a un
emparejamiento de los individuos de control en base a una o mas caracteristicas que son adecuadas para el tipo de
crecimiento celular o tumoral a evaluar. Por ejemplo, los individuos de control pueden emparejarse con el paciente a
evaluar en base al sexo, edad, raza o cualquier factor biolégico o sociolégico relevante que puedan afectar a la linea
basal de los individuos de control y el paciente (por ejemplo, condiciones preexistentes, consumo de sustancias
particulares, niveles de otros factores biolégicos o fisioldgicos). Para establecer un nivel de control, se obtienen
muestras de varios individuos emparejados y se evalian de la misma manera que para las muestras de ensayo. El
nuamero de individuos emparejados de los que deben obtenerse muestras de control para establecer un nivel de
control adecuado (por ejemplo, una poblacion) puede determinarse por los expertos en la técnica, pero debe ser
estadisticamente apropiado para establecer una linea basal adecuada para la comparacién con el paciente a evaluar
(es decir, el paciente de ensayo). Los valores obtenidos de las muestras de control se procesan estadisticamente
usando cualquier método adecuado de analisis estadistico para establecer un nivel inicial adecuado usando
métodos convencionales en la técnica para establecer dichos valores. La seccién de Ejemplos describe dichos
métodos estadisticos.

[0078] Se apreciara por los expertos en la técnica que no es necesario establecer un nivel de control para cada
ensayo segln se realiza el ensayo sino que en su lugar puede establecerse una linea basal o control haciendo
referencia a una forma de informacion almacenada con respecto a un nivel de control previamente determinado para
pacientes sensibles y resistentes (respondedores y no respondedores), tal como un nivel de control establecido por
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cualquiera de los métodos que se han descrito anteriormente. Tan forma de informaciéon almacenada puede incluir,
por ejemplo, pero sin limitacién, un gréafico de referencia, un listado o un archivo electrénico de la poblacion o datos
individuales relativos a tumores/pacientes sensibles y resistentes, o cualquier otra fuente de datos relacionados con
el nivel de control de la amplificacion génica o la polisomia que es Util para el paciente a evaluar. Por ejemplo, se
pueden usar las directrices que se han establecido anteriormente y se describen adicionalmente en los Ejemplos
para establecer la polisomia y para detectar la amplificacién génica, que ya se han correlacionado con la capacidad
de respuesta a un inhibidor de EGFR, para valorar una muestra de paciente determinada.

[0079] En una realizacion de la presente invencion, el método incluye una etapa para detectar la expresion de una
proteina, incluyendo EGFR o Akt fosforilada. La expresion de la proteina puede detectarse en los tejidos adecuados,
tales como un tejido tumoral y material celular obtenido por biopsia. Por ejemplo, la muestra de la biopsia del tumor
del paciente, que puede inmovilizarse, puede ponerse en contacto con un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, o
un aptdmero, que se une selectivamente a la proteina que se va a detectar, y determinando si el anticuerpo, el
fragmento del mismo o el aptdmero se ha unido a la proteina. La expresién de la proteina puede medirse usando
una diversidad de métodos convencionales en la técnica, incluyendo, pero sin limitacion: transferencia Western,
inmunotransferencia, ensayo inmunoabsorbente ligando a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA),
inmunoprecipitacién, resonancia de plasmon superficial, quimioluminiscencia, polarizacion fluorescente,
fosforescencia, analisis inmunohistoquimico, desorcién/ionizacion laser asistida por matriz-tiempo de vuelo (MALDI-
TOF), espectrometria de masas, microcitometria, microarray, microscopia, clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS) y citometria de flujo. En una realizacion preferida, se usa un ensayo inmunohistoquimico (IHC)
para detectar la expresion de la proteina. Se describen en detalle métodos IHC y los criterios de evaluacion
preferidos para la deteccion de la expresion de la proteina, por ejemplo, en Hirsch y col., J. Clin. Oncol. 2003,
21:3798-3807, y también se describen en los Ejemplos.

[0080] En un método preferido, pero no limitante, para evaluar la expresion de proteinas, el siguiente protocolo se
usa como una evaluacion de los resultados por inmunohistoquimica. La expresion de P-Akt y la expresion de EGFR
pueden puntuarse, en un aspecto de la invencion, en base a la intensidad y la fraccion de células positivas, aunque
seran evidentes para los expertos en la técnica otros sistemas de puntuacion, dadas las directrices proporcionadas
en el presente documento. La puntuacion de intensidad se define como se indica a continuaciéon: 0 = sin tincion
apreciable en las células tumorales, 1 = tincién apenas detectable en el citoplasma y/o el nicleo en comparacion con
los elementos estromales, 2 = tinciébn marrén facilmente apreciable marcada claramente en el citoplasma de las
células tumorales y/o el ndcleo, 3 = tinciébn marrén oscuro en células tumorales que oscurecen el citoplasma y/o el
nacleo, o 4 = tincibn muy fuerte del nicleo y/o el citoplasma. La puntuacion se basa en la fraccion de células
positivas (0 %-100 %). La puntuacion total se calcula multiplicando la puntuacion de intensidad y la puntuacion de la
fraccién que produce un intervalo total de 0 a 400. Para los andlisis estadisticos, las puntuaciones de 0-200 se
consideran como una expresion negativa/baja, y las puntuaciones de 201-400 se consideran como una expresion
positiva/alta. Este nivel de corte se basa en estudios anteriores de los inventores, en los que descubrieron una
correlacion entre el aumento en la expresion de la proteina de EGFR y el aumento del nimero de copias de genes
(Hirsch y col., J. Clin. Oncol. 2003, 21: 3798-3807). Estos niveles de corte son niveles convenientes para realizar el
ensayo, pero no niveles absolutos. Se contempla que, por ejemplo, este sistema de puntuacién puede revisarse y
manipularse, tal como reduciendo o elevando la puntuacién de corte en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 0 mas puntos.

[0081] En el método de la invencidn, el nivel de expresion de la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada
en la muestra de células tumorales se compara con un nivel de control de expresion de la proteina de EGFR y/o
expresion de Akt fosforilada seleccionado entre: (i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad a
un inhibidor de EGFR; y (ii) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. Un
paciente se selecciona como predispuesto a beneficiarse de la administracion terapéutica de un inhibidor de EGFR,
un agonista del mismo, o un farmaco que tiene una actividad bioldgica sustancialmente similar que el inhibidor de
EGFR, si el nivel de expresion de la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada en las células tumorales del
paciente es estadisticamente similar a 0 mayor que el nivel de control de expresion de la proteina de EGFR y/o
expresion de Akt fosforilada que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de
expresion de la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente mayor que el nivel de expresion de la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada que se ha
correlacionado con la resistencia al inhibidor de EGFR. Un paciente se selecciona como predispuesto a no
beneficiarse de la administracién terapéutica de un inhibidor de EGFR, un agonista del mismo, o un farmaco que
tiene una actividad bioldgica sustancialmente similar que el inhibidor de EGFR, si el nivel de expresién de la proteina
de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el
nivel de control de expresion de la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada que se ha correlacionado con
la sensibilidad al inhibidor de EGFR, o si el nivel de expresion de la proteina de EGFR y/o expresién de Akt
fosforilada en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o menor que el nivel de expresion de
la proteina de EGFR y/o expresion de Akt fosforilada que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor de
EGFR.

[0082] Los controles apropiados se han analizado anteriormente con respecto a la deteccion de la amplificacion
génica y la polisomia, y tal analisis puede extrapolarse facilmente a controles para la expresion de proteinas. Como
se ha analizado anteriormente, un nivel de control para la comparacion puede ser cualquier tipo de control,
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incluyendo un control establecido previamente que se proporciona como una forma de informacién. Por ejemplo, con
respecto a la expresion de la proteina de EGFR, usando el sistema de puntuacion para la expresion de EGFR que
se ha descrito anteriormente y en los Ejemplos, una puntuacion de mas de aproximadamente 200 (201-400) se
considerara que serd un paciente con alta expresion (positivo para la expresion de EGFR) y una puntuacion de
aproximadamente 0-200 se considerara que serd un paciente con baja expresion (negativo para la expresion de
EGFR). Pueden preverse otros sistemas de puntuacion en base a comparaciones con controles, y los pacientes que
estan cerca del corte, pueden evaluarse por otros criterios, biomarcadores, o técnicas para confirmar un diagnoéstico.
Ademas, el corte puede variarse segun se desee por el médico o investigador de acuerdo con las poblaciones de
pacientes. Los niveles de corte que se han descrito anteriormente son niveles convenientes para realizar el ensayo y
se optimizan por los presentes inventores dados los datos actuales, pero no son niveles absolutos. Por ejemplo, se
contempla que este sistema de puntuacion puede revisarse o0 manipularse, tal como reduciendo o elevando la
puntuacion de corte en 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 o mas puntos. Con respecto a la Akt fosforilada, se us6 una
metodologia similar.

[0083] En una realizacion de la presente invencién, el método incluye una etapa adicional de detecciéon de una
mutacion en el dominio de tirosina cinasa del gen EGFR. En particular, los exones 18, 19 y 21 del gen EGFR son
buenas dianas para la evaluacion de mutaciones, ya que estos exones contienen aproximadamente el 98 % de las
56 mutaciones en EGFR en NSCLC notificados hasta la fecha. En Lynch y col. o Paez y col. (26, 27), se identificaron
mutaciones somaticas en el dominio de tirosina cinasa del gen EGFR en la mayoria de los pacientes con cancer de
pulmén con respuesta a gefitinib, en comparacién con ninglin de los pacientes sin respuesta (P<0,001). Las
mutaciones fueron deleciones pequefias dentro del marco de lectura o sustituciones aminoacidicas agrupadas
alrededor del sitio de unién a ATP del dominio de tirosina cinasa. Se detectaron mutaciones similares en tumores del
8 % de los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias primario que no se habian expuesto a gefitinib.
Todas las mutaciones fueron heterocigotas, y se observaron mutaciones idénticas en multiples pacientes, lo que
sugeria una ganancia especifica aditiva de la funcion. In vitro, los mutantes en EGFR demostraron una mejora en la
actividad de tirosina cinasa en respuesta al factor del crecimiento epidérmico y el aumento de la sensibilidad a la
inhibicion por gefitinib. Por lo tanto, la presente invencion contempla la deteccién de dichas mutaciones en las
muestras de células tumorales para su uso en combinacién con o como una deteccidon secundaria posterior a la
deteccién de la amplificacion génica de EGFR y/o polisomia y/o la amplificacion génica de HER2. La deteccion de
una o mas mutaciones en el gen EGFR pronostica que es mas probable que un paciente responda o se beneficie de
la terapia con el inhibidor de EGFR. La falta de deteccién de mutaciones pronostica que es probable que un paciente
responda o se beneficie de la terapia con el inhibidor de EGFR. Se conocen bien en la técnica métodos para
detectar mutaciones génicas, se describen en Lynch y col. y Paez y col., e incluyen, pero sin limitacién, hibridacion,
reaccion en cadena de la polimerasa, analisis en gel de poliacrilamida, cromatografia o espectroscopia, y pueden
incluir adicionalmente deteccion de un producto de proteina alterado codificado por el gen (por ejemplo, a través de
inmunotransferencia (por ejemplo, transferencia Western), ensayo inmunoabsorbente vinculado a enzimas (ELISA),
radioinmunoensayo  (RIA), inmunoprecipitacion, inmunohistoquimica, inmunofluorescencia, clasificacion
inmunofluorescencia, clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) y microscopia por
inmunofluorescencia).

[0084] Como se usa en el presente documento, la expresion "se une selectivamente a" se refiere a la union
especifica de una proteina a otra (por ejemplo, un anticuerpo, fragmento del mismo, o compafiero de unién a una
proteina), donde el nivel de unién, como se mide por cualquier ensayo convencional (por ejemplo, un
inmunoensayo), es estadisticamente mayor de forma significativa que el control de fondo para el ensayo. Por
ejemplo, al realizar un inmunoensayo, los controles incluyen tipicamente un pocillo/tubo de reaccién que contienen
un fragmento de unién a anticuerpo o antigeno en solitario (es decir, en ausencia de antigeno), donde una cantidad
de reactividad (por ejemplo, unién no especifica al pocillo) por el fragmento de unién a anticuerpo o antigeno del
mismo en ausencia del antigeno se considera que es el fondo.

[0085] Las etapas de deteccion de los biomarcadores de acuerdo con la presente invencion pueden combinarse en
muchas combinaciones diferentes como se describe en el presente documento, y las etapas pueden realizarse en
cualquier orden, o posteriormente simultdneamente. El analisis estadistico para determinar las diferencias entre los
controles y las muestras de pacientes pude realizarse usando cualquier método conocido en la técnica, incluyendo,
pero sin limitacion, test exacto de Fisher de prueba chi cuadrado de Pearson para variables cualitativas, y usando la
prueba t de Student o el analisis de la variacion para variables continuas. El significado estadistico se define
tipicamente como p<0,05. Se describen métodos estadisticos en mas detalle en los Ejemplos.

[0086] ElI método de la presente invencién es Util para determinar o pronosticar los pacientes que tienen mas
probabilidad de responder (por ejemplo, con un beneficio terapéutico) a la terapia que usa un inhibidor de EGFR, un
agonista del mismo, o un farmaco que tiene una actividad bioldgica sustancialmente similar que el inhibidor de
EGFR, asi como para determinar o pronosticar los pacientes con mucha méas probabilidad de no responder a la
terapia usando un inhibidor de EGFR. Un agonista, como se usa en el presente documento, es un compuesto que
esta caracterizado por la capacidad de agonizar (por ejemplo, estimular, inducir, aumentar, potenciar o imitar) la
actividad biolégica de una proteina o compuesto de origen natural o de referencia. Mas particularmente, un agonista
puede incluir, pero sin limitacién, un compuesto, proteina, péptido, anticuerpo o &cido nucleico que imita o potencia
la actividad del compuesto natural o de referencia, e incluye cualquier homdélogo, mimético o cualquier producto
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adecuado de disefio o seleccién de farmaco/compuesto/péptido adecuado que se caracteriza por su capacidad para
agonizar (por ejemplo, estimular, inducir, aumentar, potenciar) la actividad biolégica de un compuesto de origen
natural o de referencia. Por el contrario, un antagonista se refiere a cualquier compuesto que inhibe (por ejemplo,
antagoniza, reduce, disminuye, bloquea, invierte o altera) el efecto de un compuesto de origen natural o de
referencia como se ha descrito anteriormente. Mas particularmente, un antagonista es capaz de actuar de manera
relativa a la actividad del compuesto de referencia, de tal forma que la actividad bioldgica del compuesto natural o de
referencia, se disminuya de una manera que sea antagdnica (por ejemplo, contra, una inversién, contraria a) a la
accion natural del compuesto de referencia. Dichos antagonistas pueden incluir, pero sin limitacion, cualquier
compuesto, proteina, péptido o &cido nucleico (incluyendo ribozimas y antisentido) o producto de disefio o seleccion
de farmaco/compuesto/péptido que proporciona el efecto antagonico.

[0087] Los agonistas y antagonistas que son productos de disefio de farmaco pueden producirse usando diversos
métodos conocidos en la técnica. Se desvelan diversos métodos de disefio de farmaco, Utiles para los miméticos de
disefio u otros compuestos Utiles en la presente invencion en Maulik y col., 1997, Molecular Biotechnology:
Therapeutic Applications and Strategies, Wiley-Liss, Inc. Un agonista o antagonista puede obtenerse, por ejemplo, a
partir de estrategias de diversidad molecular (una combinacién de estrategias relacionadas que permiten la rapida
construccion grandes bibliotecas de moléculas quimicamente diversas), bibliotecas de compuestos naturales o
sintéticos, en particular se bibliotecas quimicas o de combinacién (es decir, bibliotecas de compuestos que difieren
de secuencia o tamafio pero que tienen los componentes basicos similares) por disefio de farmaco racional, dirigido
o0 aleatorio. Véase, por ejemplo, Maulik y col., anteriormente.

[0088] En una estrategia de diversidad molecular, se sintetizan grandes bibliotecas de compuestos, por ejemplo, a
partir de péptidos, oligonucleétidos, compuestos esteroideos naturales o sintéticos, carbohidratos y/o moléculas
organicas y no esteroideas naturales o sintéticas, usando enfoques biol6gicos, enziméticos y/o quimicos. Los
parametros criticos en el desarrollo de una estrategia de diversidad molecular incluyen diversidad entre
subunidades, tamafio molecular y diversidad en la biblioteca. La meta general de deteccion de dichas bibliotecas es
utilizar aplicaciéon secuencial de la seccion de combinacién para obtener ligandos de alta afinidad para una diana
deseada, y después para optimizar las moléculas principales por estrategias de disefio aleatorio o dirigido. Se
describen en detalle métodos de diversidad molecular en Maulik, y col., ibid.

[0089] Un farmaco que tiene actividad bioldgica sustancialmente similar como gefitinib se refiere a un farmaco que
tiene sustancialmente cualquier funcién mostrada o realizada por el compuesto de referencia que se atribuye al
compuesto de referencia que se mide o ser observa in vivo (es decir, en condiciones fisiologicas) o in vitro (es decir,
en condiciones de laboratorio).

[0090] Otros tipos de inhibidores del EGFR pueden incluir, pero sin limitacion, aptameros, ARNi y ribozimas. Los
aptameros son hebras cortas de &cidos nucleicos sintéticos (normalmente ARN pero también ADN) seleccionados
entre bibliotecas de acidos nucleicos de combinacién aleatorizados en virtud de su capacidad para unirse a una
molécula diana especifica predeterminada con alta afinidad y especificidad. Los aptameros asumen una estructura
tridimensional definida y son capaces de discriminar entre los compuestos con diferencias muy pequefias en la
estructura. La interferencia por ARN (ARNi) es un proceso por el que se usa ARN bicatenario, y en sistemas de
mamiferos, ARN de interferencia corta (ARNSsi), para inhibir o silenciar la expresion de genes complementarios. En la
célula diana, los ARNsi se desenrollan y se asocian con un complejo silenciador inducido por ARN (RISC), que
después se guia a las secuencias de ARNm que son complementarias al ARNSsi, por lo que el RISC escinde el
ARNm. Una ribozima es un segmento de ARN que es capaz de realizar una catdlisis bioldgica (por ejemplo, ruptura
o formacion de enlaces covalentes). Mas especificamente, las ribozimas son moléculas de ARN antisentido que
funcionan uniéndose al resto de ARN diana y lo inactivan escindiendo la estructura fosfodiéster en un sitio de corte
especifico.

[0091] Otro tipo de inhibidor de EGFR puede incluir un anticuerpo, un fragmento de unién a antigeno del mismo, o
un péptido de unién a antigeno o "compafiero de unién". Los anticuerpos se caracterizan por que comprenden
dominios de inmunoglobulinas y como tal, son miembros de la superfamilia de proteinas de las inmunoglobulinas. Un
anticuerpo puede incluir anticuerpos policlonales y monoclonales, anticuerpos divalentes y monovalentes,
anticuerpos bi o multi-especificos, suero que contiene dichos anticuerpos, anticuerpos que se han purificado a
grados variables, y cualquier equivalente funcional de anticuerpos completos. Los anticuerpos aislados Utiles como
inhibidores del EGFR pueden incluir suero que contiene dichos anticuerpos, o anticuerpos que se han purificado a
grados variables. Los anticuerpos completos de la presente invencion pueden ser policlonales o monoclonales.
Como alternativa, los equivalentes funcionales de anticuerpos completos, tales como fragmentos de unién a
antigeno en los que uno o mas dominios de anticuerpo estan truncados o ausentes (por ejemplo, fragmentos Fv,
Fab, Fab' o F(ab)), asi como anticuerpos creados por ingenieria genética o fragmentos de unién a antigeno de los
mismos, que incluyen anticuerpos monocatenarios o anticuerpos que pueden unirse a mas de un epitopo (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos), o anticuerpos que pueden unirse a uno o mas antigenos diferentes (por
ejemplo, anticuerpos bi o multi-especificos), también pueden emplearse como inhibidores del EGFR. También
pueden evaluarse compaifieros de unién que estan disefiados para unirse especificamente a y para inhibir un EGFR.
Se dan ejemplos del disefio de dichos polipéptidos, que poseen una especificidad de ligando prescrita en Beste y
col. (Proc. Natl. Acad. Sci. 96: 1898-1903, 1999).
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[0092] Otra realizacion de la invencion incluye un kit de ensayo para realizar cualquiera de los métodos de la
presente invencion. El kit de ensayo puede incluir uno cualquiera o0 mas de los siguientes componentes: (a) un
medio para detectar en una muestra de células tumorales un nivel de amplificacion del gen del receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) y/o un nivel de polisomia del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR); (b) un medio para detectar en una muestra de células tumorales un nivel de amplificacién del gen HER2; (c)
un medio para detectar en una muestra de células tumorales la expresién de la proteina de EGFR; (d) un medio para
detectar en una muestra de células tumorales la expresion de la proteina Akt fosforilada; y/o (e) un medio para
detectar en una muestra de células tumorales al menos una (pero puede incluir mas de una) mutaciones en el gen
EGFR. El kit de ensayo también incluye preferiblemente uno o mas controles. Los controles pueden incluir: (i) una
muestra de control para detectar la sensibilidad al inhibidor de EGFR que se evalla para su uso en un paciente; (ii)
una muestra de control para detectar la resistencia al inhibidor de EGFR; (iii) informacién que contiene un nivel de
control predeterminado de biomarcador particular que se va a medir con respecto a la sensibilidad o resistencia al
inhibidor de EGFR (por ejemplo, un nivel de control predeterminado de amplificacion génica de EGFR y/o polisomia
que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor de EGFR o la resistencia al inhibidor de EGFR).

[0093] En una realizacién, un medio para detectar la amplificacion génica de EGFR o HER2 y/o polisomia puede ser
generalmente cualquier tipo de reactivo que puede usarse en un método de la presente invencion. Tales medios
para la deteccion incluyen, pero sin limitacion: una sonda o un cebador o cebadores que hibridan en condiciones de
hibridacion rigurosas a un gen EGFR o un gen HER2 o una porcion del cromosoma 7 (cromosoma en el que se
localiza EGFR) o el cromosoma 17 (cromosoma en el que se localiza HER2). Se conocen en la técnica secuencias
de &cidos nucleicos para los genes EGFR y HER2 y pueden usarse para producir dichos reactivos para la deteccion.
También pueden incluirse reactivos adicionales Utiles para realizar un ensayo usando dichos medios para la
deteccién, tales como reactivos para realizar hibridacion in situ, reactivos para detectar marcadores fluorescentes,
reactivos para realizar la reaccion en cadena de la polimerasa, etc.

[0094] En otra realizacion, un medio para detectar la expresion de la proteina de EGFR o Akt fosforilada puede ser
generalmente cualquier tipo de reactivo que pueda usarse en un método de la presente invencion. Tal para la
deteccioén incluye, pero sin limitacion, anticuerpos y fragmentos de union a antigeno de los mismos, péptidos,
comparfieros de unidn aptameros, enzimas y moléculas pequefias. También pueden incluirse reactivos adicionales
Utiles para realizar un ensayo que usa dichos medios para la deteccion, tales como reactivos para realizar
inmunohistoquimica u otro ensayo de union.

[0095] Los medios para la deteccion del kit de ensayo de la presente invencién pueden conjugarse para un marcador
detectable o etiqueta detectable. Tal etiqueta puede ser cualquier etiqueta adecuada que permita la deteccion de los
reactivos usados para detectar el gen o proteina de interés e incluye, pero sin limitacion, cualquier composiciéon o
etiqueta detectable por medios espectroscépicos, fotoquimicos, eléctricos, Opticos o quimicos. Las etiquetas Utiles
en la presente invencidn incluyen: biotina para la tincion con conjugado de estreptavidina marcado, perlas
magnéticas (por ejemplo, Dynabeads™), tintes fluorescentes (por ejemJoIo, fluoresceina, rojo texas, rodamina,
proteina verde fluorescente, y similares), radioetiquetas (por ejemplo, *H, **°I, **S, **C o %P), enzimas (por ejemplo,
peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina y otras usadas habitualmente en un ensayo ELISA), y etiquetas
colorimétricas, tales como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico de color (por ejemplo, poliestireno, polipropileno,
latex, etc.).

[0096] Ademas, los medios para la deteccion del kit de ensayo de la presente invenciéon pueden inmovilizarse sobre
el sustrato. Tal sustrato puede incluir cualquier sustrato para la inmovilizacion de un reactivo de deteccion, tal como
se usara en cualquiera de los métodos de deteccion que se han descrito previamente. En resumen, un sustrato
adecuado para la inmovilizacién de un medio para la deteccion incluye cualquier soporte sélido, tal como cualquier
soporte orgénico sélido, biopolimero o inorganico que pueda formar un enlace con los medios para la deteccidn sin
afectar significativamente a la actividad y/o la capacidad de los medios de deteccidn para detectar la molécula diana
deseada. Los soportes solidos organicos ejemplares incluyen polimeros, tales como poliestireno, nylon, resinas de
fenolformaldehido y copolimeros acrilicos (por ejemplo, poliacrilamida). El kit también puede incluir reactivos
adecuados para la deteccion del reactivo y/o para el marcado de controles positivos o negativos, soluciones de
lavado, tampones de dilucién y similares. El kit también puede incluir un conjunto de instrucciones escritas para usar
el kit e interpretar los resultados.

[0097] El kit también puede incluir un medio para detectar un marcador de control que es caracteristico del tipo de
células que se muestra que se muestra que puede ser generalmente cualquier tipo de reactivo que puede usarse en
un método de deteccion de la presencia de un marcador conocido (al nivel del acido nucleico o de la proteina) en
una muestra, tal como por un método para detectar la presencia de un biomarcador descrito previamente en el
presente documento. Especificamente, el medio esté caracterizado por que identifica un marcador especifico del tipo
de célula que se analiza que identifica positivamente el tipo de célula. Por ejemplo, en un ensayo de tumor de
pulmén, es deseable detectar células epiteliales de pulmoén para el nivel de la expresion del biomarcador y/o la
actividad biologica. Por lo tanto, el medio para detectar un marcador de control identifica un marcador que es
caracteristico de una célula epitelial y preferiblemente, una célula epitelial de pulmén, de manera que la célula se
distinga de otros tipos de células, tales como un tejido conectivo o una célula inflamatoria. Tal medio aumenta la
precision y la especificidad del ensayo de la presente invencién. Tal medios para detectar un marcador de control
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incluyen, pero sin limitacion: una sonda que hibrida en condiciones de hibridacion rigurosas a una molécula de &cido
nucleico que codifica un marcador de proteina; cebadores PCR que amplifican tal molécula de acido nucleico; un
aptamero que se une especificamente a un sitio distinto de forma conformacional en la molécula diana; y/o un
anticuerpo, fragmento de unién a antigeno del mismo, o péptido de unién a antigeno que se une selectivamente al
marcador de control en la muestra. Se conocen en la técnica secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos para
muchos marcadores celulares y pueden usarse para producir dichos reactivos para la deteccion.

[0098] Los kits de ensayo y los métodos de la presente invencion pueden usarse no solo para identificar pacientes
gue estan predispuestos a responder a un inhibidor de EGFR particular, sino también para identificar tratamientos
gue puedan mejorar la capacidad de respuesta de las células de cancer que son resistentes a los inhibidores del
EGFR, y para desarrollar tratamientos adyuvantes que potencian la respuesta de los inhibidores del EGFR.

[0099] Los Ejemplos, que se indican a continuacion, son ilustrativos de realizaciones especificas de la invencion, y
diversos usos de los mismos. Se exponen Unicamente para fines explicativos, y no interpretaran como limitantes de
la invencion.

Ejemplos

Ejemplo 1

[0100] EI siguiente ejemplo demuestra el uso de deteccion de amplificacion génica de EGFR y polisomia para
predecir el resultado del tratamiento de tumores NSCLC con respecto a inhibidores del EGFR (en base al estudio de
una cohorte Italiana).

METODOS
SELECCION DE PACIENTES Y DISENO DE ESTUDIO

[0101] Los pacientes para este estudio prevenian de tres instituciones ltalianas: el Hospital Bellaria, (Bolonia), el
Scientific Institute University Hospital San Raffaele (Milan), y el Policlinico Monteluce (Perugia). La elegibilidad
incluia pacientes de NSCLC histolégicamente confirmados con enfermedad medible, localmente avanzada o
metastasica, que habian evolucionado o recaido después de la quimioterapia, y pacientes inelegibles para la
quimioterapia porque eran ancianos, tenian un estado funcional deficiente, o una afeccion médica comoérbida. Antes
de la inclusién en el ensayo, se evalud el estatus de fumadores y los pacientes se clasificaron como nunca,
exfumador (cese de fumador >6 meses antes de la inclusion en el ensayo), o fumadores actuales (cese <6 meses
antes de la inclusién en la ensayo o fumador activo). El estudio fue aprobado por la junta de supervision ética a
apropiada y se obtuvo el consentimiento escrito informado de cada paciente antes de la entrada en el estudio.

[0102] De mayo de 2001 a enero de 2004, 108 pacientes recibieron gefitinib en la dosis diaria oral de 250 mg hasta
una progresion de la enfermedad, toxicidad inaceptable o rechazo. Los resultados de eficacia para algunos de los
pacientes se notificaron previamente (28, 29). Se evalu6 la respuesta de los pacientes de acuerdo con los criterios
RECIST (30). La respuesta tumoral se evalué por exploracidon de tomografia computerizada cada dos meses, con
una evaluacion confirmatoria a repetir en pacientes que responden al menos 4 semanas después de la
determinacion inicial de respuesta. El tiempo hasta la progresion de la enfermedad (TTP) se calculé desde la fecha
de inicio del tratamiento con gefitinib hasta la fecha de deteccion de enfermedad progresiva o el Ultimo contacto. La
supervivencia (OS) se calculd desde la fecha de inicio de la terapia hasta la fecha de muerte o el Gltimo contacto.

PREPARACION DEL TEJIDO Y ANALISIS POR FISH

[0103] Los especimenes de tumor se obtuvieron en el momento del diagndéstico antes de cualquier terapia frente al
cancer. Para cada paciente, se cortaron secciones de tejido de 5 um de grueso seriadas de bloques embebidos en
parafina que contienen células malignas representativas. La clasificacion histopatolégica se realizé sobre una
seccion tefiida con hematoxilina-eosina (HE) en base a los criterios de la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
(31). Se realizaron ensayos por FISH en color dual de doble diana usando la sonda LSI EGFR
SpectrumOrange/CEP 7 de SpectrumGreen (Vysis, Abbott Laboratories) de acuerdo con un protocolo descrito en
otra parte (10). Usando el corte tefiido con HE de referencia de la seccion adyacente donde se identificaron los focos
tumorales dominantes, los nimeros de copias del gen EGFR y las sondas del cromosoma 7 se evaluaron y se
registraron independientemente en al menos 100 nicleos no solapantes con morfologia intacta. Se realizd un
andlisis independientemente por dos observadores (FC, MVG) sin que supieran las caracteristicas clinicas de los
pacientes, siguiendo directrices de clasificacion estrictas. Habia una alta correlacion (r = 0,96; p <0,01) entre los
patrones de FISH identificados por los dos observadores lo que sugeria que los criterios seleccionados para la
clasificacion podrian reproducirse. Los patrones de FISH discordantes se evaluaron de nuevo y se alcanz6 un
consenso por los dos investigadores.

[0104] De acuerdo con la frecuencia de las células tumorales con el nimero especifico de las copias del gen EGFR
y el centromero del cromosoma 7, los pacientes se clasificaron en seis categorias de FISH con nimero ascendente
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de copias por célula: (1) Disomia (<2 copias de ambas dianas en >el 90 % de las células); (2) Baja trisomia (<2
copias del gen en el 240 % de las células y 3 copias en el 10-40 % de las células); (3) Alta trisomia (<2 copias del
gen en el >40 % de las células y 3 copias en >40 % de las células); (4) baja polisomia (>4 copias del gen en el 10-40
% de las células); (5) Alta polisomia (>4 copias del gen en el >40 % de las células); y (6) Amplificacion Génica,
definida por la presencia de estrechos agrupamientos de genes EGFR y una relacién gen/cromosoma por célula de
>2, 0 un promedio de >15 copias de EGFR por célula en >10 % de las células analizadas.

EXTRACCION DE ARN Y RT-PCR CUANTITATIVA

[0105] ElI ARN se aislé, el ADNc se transcribié y las reacciones en cadena de la polimerasa en tiempo real
cuantitativa se realizaron como se ha descrito previamente (Rosell y col. Clin Cancer Res 2004; 10: 1318-25). La
microdiseccion de células tumorales se realizé manualmente o por la técnica de captura laser que usa el instrumento
PALM (P.A.L.M. Microlaser Technologies AG Inc., Bernried, Alemania), de acuerdo con las directrices del fabricante.
Los cebadores y las sondas son como se describen a continuacion: cebador EGFR directo: 5'-
TCCGTCTCTTGCCGGGAAT-3' (SEQ ID NO: 1); cebador EGFR inverso: 5'-GGCTCACCCTCCAGAACCTT-3' (SEQ
ID NO: 2); sonda Tagman EGFR: 5-ACGCATTCCCTGCCTCGGCTG-3' (Acceso al Gen Bank: NM_005228).

ANALISIS ESTADISTICO

[0106] Las diferencias entre los grupos de FISH se compararon por la prueba exacta de Fisher o prueba xz para
variables cualitativas y por la prueba t de student o ANOVA para variables continuas. La normalidad de la
distribucién se evalu6 por la prueba de Kolmogorov-Smirnov. El tiempo hasta la progresion), la supervivencia total
(OS) y los intervalos de confianza al 95 % se evaluaron por el método de Kaplan-Meier (32), comparando los grupos
de FISH por la prueba de rango logaritmico. Los factores de riesgo asociados con la supervivencia se evaluaron
usando el modelo de regresion de riesgos proporcionales de Cox con un procedimiento de disminucién gradual (33).
Soélo aquellas variables con resultados significativos en el analisis univariante se incluyeron en el analisis
multivariante. Los criterios para la retirada de variable fueron la relacién de probabilidad estadistica en base a la
probabilidad parcial maxima estimada (valor p valor por defecto = 0,10 para la retirada del modelo).

RESULTADOS
CARACTERISTICAS CLINICAS

[0107] Un total de 108 pacientes entraron en el estudio y 102 se analizaron completamente. Se perdieron tres
pacientes para el seguimiento y no se obtuvieron resultados por FISH en 3 especimenes debido a necrosis tumoral o
una conservacion tisular deficiente. Nueve pacientes (8,8 %) recibieron gefitinib como terapia de primera linea: un
paciente de edad >80 afios, uno para rechazo a quimioterapia, y 7 pacientes para comorbilidades contraindicadas
con la quimioterapia. Los pacientes restantes recibieron quimioterapia antes de gefitinib, y el 78,4 % de estos habia
recibido un agente de platino. La duracién media del tratamiento de gefitinib fue de 2,8 meses (intervalo 0,6-20). En
el momento de la inclusién del estudio, la mayoria de los pacientes era fumador actual (52,9 %) o exfumador (32,4
%).

[0108] Se observo una respuesta completa (CR: 1 %), 13 respuestas parciales (PR: 12,7 %) y 26 enfermedades
estables (SD: 25,5 %), para una tasa de respuesta objetiva (OR = CR + PR) del 13,7 %, y una tasa de control de
enfermedad total (DCR: CR+PR+SD) del 39,2 %. Los analisis finales para TTP y OS se realizaron en abril de 2004,
cuando habian transcurrido al menos 3 meses desde la inclusion del dltimo paciente. Con un seguimiento medio de
7,0 meses, el TTP medio para toda la poblacion fue 2,9 meses (desviacion estandar: 5,1 meses), la OS media fue
7,0 meses (desviacion estandar: 7,2 meses), y supervivencia de 1 afio fue del 45,1 %.

[0109] La tabla 1 muestra la relacion entre las caracteristicas de los pacientes y la respuesta, tiempo hasta la
progresion y supervivencia. Las mujeres tuvieron una mayor tasa de respuesta (28,6 % frente al 6,0 %, p = 0,004),
mayor TTP (4,5 de media frente a 2,7 meses, p = 0,02), y una supervivencia ligeramente mayor (9,0 de media frente
a 6,9 meses, p = 0,059) en comparacién con los hombres. Se observé una mejor tasa de respuesta en pacientes
que nunca habian fumado (40,0 % frente al 20,8 %, p = 0,006) en comparacion con exfumadores y fumadores
actuales, sin ninguna diferencia en el TTP y la supervivencia. En pacientes con adenocarcinoma y carcinoma
bronquioloalveolar, aunque las diferencias en las tasas de respuesta y TTP no fueron significativas, la supervivencia
media fue mas alta (p = 0,02) en comparacién con las demas histologias. También se observd una mejor
supervivencia en pacientes con PS 0y 1 (p = 0,01) en comparacién con pacientes con PS 2. La edad y la fase de la
enfermedad no tenian ninguna relacion con la actividad de gefitinib.

TABLA 1. Caracteristicas de los pacientes con "canceres pulmonares de células no pequefas” y resultado
gefitinib *

Caracteristicas* de | No de Respuesta | Enfermedad | Tiempo Supervivencia | % de 1 afio
Objetiva Progresiva Medio Media en Supervivencia
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los Pacientes Pacientes/% | Total / %t | Total/% hasta la meses Acumulativa +
Progresion %SD
en meses

Total 102/100 14/14 62/60 2.9 9.4 41+5

Sexo

Hombre 67/66 4/6 46/69 2.7 8.3 37+6
Mujer 35/34 10/29 16/46 5.2 11.3 48+ 9

P .0049 .03l .0048 .038 22 §

Etapa

] 14/13 1/7 6/43 6.0 8.3 36+13

v 88/87 13/15 56/64 2.7 9.5 42 +5

P Al .15l .38 .98 T78

Histologia

Adenocarcinoma” | 54/53 8/15 34/63 3.2 11.3 45+7

Bronquioloalveolar® | 9/9 3/33 5/56 3.0 16.5 67 + 16

Células ® 26/25 2/8 14/54 2.2 6.5 22+9

Escamosas

Células ® grandes 2/2 0 2/100 0.8 0.8 0+0

Indiferenciadas ® 11/11 1/9 7/64 21 9.0 45+ 15

P (" versus ®) 21 70 .38 .03§ 048

Estado de

rendimiento 1

0 49/48. 5/10 32/65 2.6 10.1 40+7

1 41/40 7117 22/54 4.2 10.9 47+ 8

2 12/12 2/17 8/67 2.1 2.7 22+13

P (0+1 contra 2) 71 Tl .28 .0048 .007 §

Historial de

fumador

Nunca ha fumado 15/15 6/40 6/40 5.3 10.9 47 + 14

Antiguo fumador 33/32 5/15 17/51 3.6 13.8 55+9

Fumador habitual 54/53 3/6 39/72 23 4.5 306

P (Nunca contra .0061 Tl .078 .258 358

otros)

*Caracteristicas de 102 pacientes con histologia confirmé el cancer pulmonar de células no pequefias " con la
enfermedad mensurable, en localmente avanzada o metastésicos, progresando o recayendo después de la
quimioterapia, o contraindicaciones médicas para la quimioterapia que posteriormente fueron tratados con 250 mg
gefitinib diariamente.
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+ Respuesta Objetivo = respuesta Parcial y completa

T el estado de rendimiento fue definido como 0 = Totalmente activo, capaz de continuar todo el funcionamiento de
preenfermedad sin restriccion;

1 = restringido en la actividad fisicamente vigorosa pero ambulatorio y capaz de realizar el trabajo de una naturaleza
ligera o sedentaria, por ejemplo, el trabajo ligero de casa, el trabajo de oficina; y 2 =Ambulatorio y capaz de cualquier
cuidado de si mismo, pero incapaz de realizar cualquier actividad de trabajo, y por encima de y sobre mas del 50 %
de tiempo despierto (criterios de Grupo Eastern 31 Cooperative Oncology, 34)

8P valores (bilateral) calculados usando la prueba de rango logaritmico.

IIP valores (bilateral) calculados usando la prueba chi-cuadrada de Pearson.

FISH Y RT-PCR CUANTITATIVA

[0110] La expresién génica de EGFR también se evalud por la reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
cuantitativa en 63 especimenes. La expresion génica relativa era de 2,90 (intervalo = 0,17 a 28,0) en 40
especimenes con bajos nimeros de copia del gen EGFR (disomia a baja polisomia) y 7,15 (intervalo = 0,19 a 28,3)
en 23 especimenes con altos nimeros de copias del gen EGFR (alta polisomia y amplificacion génica), y fue
particularmente alta entre nueve tumores con amplificacion génica (promedio = 8,46, intervalo = 1,7 a 21,5). Hubo
una correlacién positiva significativa entre la expresion relativa y el nimero de copias de gen (r de Pearson = 0,33; P
= 0,007), indicando que los especimenes con ganancia en los numeros de copia tenian mayores niveles de
expresion génica.

FISH Y VARIABLES CLINICAS

[0111] La disomia estaba presente en el 35,3 % de casos, la baja trisomia en el 16,7 %, la alta trisomia en el 2 %, la
baja polisomia en el 13,7 %, la alta polisomia en el 19,6 % y la amplificacion génica en el 12,7 %.

[0112] La relacion entre los resultados de FISH, la respuesta a gefitinib, tiempo hasta la progresion de la enfermedad
después de gefitinib y supervivencia después de gefitinib se muestra en la Tabla 2. En la categoria de disomia, no
hubo respondedores, el 75 % progreso, y el TTP medio y la tasa de supervivencia a un afio fue baja (figura 1). De
modo similar, se apreciaron resultados deficientes en los grupos con baja trisomia y baja polisomia, donde no hubo
ningdn respondedor, el 71 % y el 86 % con enfermedad progresiva, corto tiempo hasta la progresion, y pocos
sobrevivientes a largo plazo. Por el contrario, en pacientes con alta trisomia y alta polisomia se identificaron
respondedores, menos pacientes con enfermedad progresiva, mayor tiempo hasta la progresion y mayor
supervivencia. Los pacientes con amplificaciéon génica tuvieron un alto indice de respuesta (53,8 %), una baja tasa
de enfermedad progresiva (23,1 %), mucho tiempo hasta la progresion, y una alto indice de supervivientes a largo
plazo (Tabla 2; figura 1).

[0113] Los pacientes con altos nimeros de copia del gen EGFR debido a la amplificacién génica o alta polisomia se
combinaron (Grupo 2) y se compararon con las categorias de FISH combinadas que tenian 2 o 3 copias génicas
(Grupo 1), como se muestra en la Tabla 2. Entre los pacientes con respuesta objetiva, el 85,7 % (12/14) estaba en el
Grupo 2. Ademas, entre los pacientes con estabilizacion de la enfermedad, el 38,5 % (10/26) estaba en el Grupo 2.
Las tasas de OR fueron del 25 % en la categoria de alta polisomia, 54 % en la categoria de amplificacion, y 36 % en
el Grupo 2 combinado, que fue significativamente mayor en comparacién con el Grupo 1 (2,9 %, p <0,001). Las
tasas de control de la enfermedad también fueron significativamente mayores en el Grupo 2 en comparacion con el
Grupo 1 (66,7 % frente al 26,1 %; p <0,001). Cabe apreciarse que el grupo con alta trisomia contenia sélo a dos
pacientes, ambos con un buen resultado. Si estos pacientes se combinasen con los pacientes del Grupo 2, las
diferencias serian hasta mas llamativas. Sin embargo, desde el punto de vista molecular, estos pacientes con menos
copias génicas de EGFR parecian mas estrechamente relacionados con aquellos con disomia y baja trisomia.

TABLA 2 . Tasa de respuesta objetiva. Tasa de control de enfermedad, tiempo hasta la progresion y analisis de
supervivencia segun los grupos de pacientes NSCLC con numero ascendiente de las copias del gen del receptor de
factor de crecimiento epidérmico

Caracteristicas Total Modelo FISH
Pacientes Grupo 1 Grupo 2
Disomia | Baja Alta Baja Total | Alta Amplificacién | Total
Trisomia | Trisomia | Polisomia Polisomia | de Gen
Total No. 102 36 17 2 14 69 20 13 33
% 100 35.3 16.7 2.0 13.7 67.6 | 19.6 12.7 324
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Respuesta total | No. 14 2 2 5 7 12
y parcial % 13.7 100 2.9 25 53.8 36.4
Enfermedad No. 26 9 5 2 16 7 3 10
estable % 25.5 25.0 29.4 14.3 23.2 [ 35 23.1 30.3
No. 62 27 12 12 51 8 3 11
Enfermedad % 60.8 | 75.0 70.6 85.7 73.9 |40 23.1 33.3
progresiva 39.2 25.0 29.4 100 14.3 26.1 | 60.0 76.9 66.7

Tasa de control
de enfermedad

Tiempo medio 2.9 25 3.6 9.3 21 25 6.6 6.0 6.3
de progresion

(meses)

% Pacientes sin 18.6 8.3 5.9 100 0 8.7 35.0 46.2 39.4

progresion de
enfermedad a
los 12 meses

Media total de
supervivencia 7.0 6.9 10.2 13.7 3.0 6.5 8.3 9.0 9.0
(meses) 45.1 38.9 41.2 100 14.3 36.2 | 65.0 61.5 63.6
Tasa Media total
de
supervivencia
de masde 1
afio

[0114] En lo que concierne al tiempo hasta la progresion, los pacientes del Grupo 2 también obtuvieron mas éxito
gue el Grupo 1. A los 12 meses, el 91 % de los pacientes del Grupo 1 habia progresado en comparacion con el 61 %
del Grupo 2. La diferencia en el TTP por la prueba de rango logaritmico fue significativa (p <0,001) (figura 2A). La
supervivencia también fue superior en los pacientes del Grupo 2 en comparacion con el Grupo 1 (figura 2B). La tasa
de supervivencia de uno a dos afios fue del 63,6 % y el 40 % para el Grupo 2 en comparacion con el 36,2 % y el 17
% para el Grupo 1. Mediante la prueba de rango logaritmico, la diferencia entre estos grupos fue estadisticamente
significativa (p = 0,03).

[0115] La tabla 3 muestra la relacién entre el estado del gen EGFR vy las caracteristicas de los pacientes. Los
pacientes con amplificacion génica de EGFR y alta polisomia fueron con mayor probabilidad mujeres (p = 0,037) y
nunca fumadoras (p = 0,001), mientras la asociacién con la histologia no fue significativa. El analisis multivariante
mostré que el riesgo de muerte era considerablemente inferior en pacientes del Grupo 2 (HR: 0,40, 95 % CI: 0,21-
0,76, p = 0,005) y en pacientes con adenocarcinoma o carcinoma bronquioloalveolar (HR: 0,58, 95 % CI 0,35-0,97, p
= 0,03). Por el contrario, el riesgo de muerte era considerablemente mas alto para pacientes con el estado funcional
deficiente (PS 2) (HR 3,86, 95 % CI: 1,76-8,46, p = 0,001).

TABLA 3 — Estado de gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico determinado por FISH y las
caracteristicas de los pacientes.

Caracteristicas NUmero de Modelos FISH * Valor P
pacientes Grupo 1 Grupo 2
Total de pacientes evaluados por FISH No. | 102 69 33
% 100 67.6 32.4
No. | 67 50 17
Hombre % 100 74.6 25.4
Género No. | 35 19 16 0.037*
Mujer % 100 54.3 45,7
Adenocarcinoma No. | 54 36 18
No. | 100 66.7 33.3
Bronquioloalveolar No. | 9 6 3
Carcinoma % 100 66.7 33.3
Histologia Carcinoma de célula No. | 26 17 9
escamosa % 100 65.4 34.6 0.7882
No. | 2 1 1
. 3 % 100 50.0 50.0
Carcinoma de célula No. | 11 9 2
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grande % 100 81.8 18.2
Carcinoma indiferenciado
No fumador No. | 15 4 11
% 100 26.7 73.3
Hitorial de Antiguo fumador No. | 33 25 8
fumador % | 100 75.8 24.2 0.001*°
Fumador actual No. | 54 40 14
% | 100 74.1 25.9

* estadisticamente significante.

El Grupo 1 'FISH incluye tumores con disomia, baja trisomia, alta trisomia y baja polisomia; El Grupo 2
FISH incluye tumores con alta polisomia y amplificacién del gen.

2 Adenocarcinoma + Carcinoma Bronquioloalveolar vs. otros.

® No fumador vs. antiguo fumador + fumador actual.

[0116] En resumen, estos estudios examinaron la correlacion entre el nUmero de copias por célula del gen EGFR y
la actividad de gefitinib en NSCLC en 102 pacientes de NSCLC que habian progresado o habian recaido con la
guimioterapia y se trataron con gefitinib en una dosis diaria de 250 mg. La mayoria de estos pacientes eran hombres
(67 %), con el estado funcional segiin ECOG de 0/1 (88 %) y la edad de media era 62 afios (intervalo 25-83).
Adenocarcinoma fue la histologia principal (52 %), seguida del carcinoma de células escamosas (26 %), carcinoma
indiferenciado (11 %) y el carcinoma bronquioloalveolar (9 %). La mayoria de pacientes eran fumadores (53 %) o
exfumadores (32 %). Los inventores observaron una respuesta completa (CR) y 13 respuestas parciales (PR) y 26
estabilizaciones de la enfermedad (SD), para una tasa de respuesta objetiva (OR = CR+PR) del 14 %, y una tasa de
control de la enfermedad (DCR = CR+PR+SD) del 39 %. Para la poblacién entera, el tiempo medio hasta la
progresion (TTP) fue de 2,9 meses, y supervivencia media 7,0 meses. Los especimenes de tejido tumoral recogidos
al diagnosticar la enfermedad antes de cualquier terapia de cancer se usaron para la determinacion del nimero de
copias del gen EGFR por célula por hibridacion de fluorescencia in situ (FISH). Se us6 sonda de color dual LSI
EGFR SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen (Vysis/Abbott) se usé y se puntuaron aproximadamente 100 células
tumorales por espécimen. De acuerdo con el nimero de copias por célula del gen EGFR y el centromero del
cromosoma 7, los pacientes se clasificaron en dos grupos principales: El grupo 1 incluia 69 pacientes (68 %) sin
ninguna o muy baja ganancia genémica (disomia, trisomia, baja polisomia); el Grupo 2 incluia 33 pacientes (32 %)
con alta polisomia y amplificacion génica. Los pacientes del Grupo 2 tenian considerablemente mejores tasas de
respuesta objetiva (OR) y control de enfermedad (DCR) (OR = 36,4 %, DCR = 66,7 %) que los pacientes en el
Grupo 1 (OR = 2,9 %, DCR = 26,1 %; p <0,001 para ambas comparaciones). En pacientes con amplificacion génica,
la respuesta objetiva se observé en el 53,8 % y el 76 % tuvo un control de la enfermedad. El tiempo medio hasta la
progresion y la supervivencia total fueron significativamente mayores en el Grupo 2 (6,3 y 9,0 meses) que en el
Grupo 1 (2,5y 6,5 meses; p <0,001 y 0,03, respectivamente). En el andlisis multivariante, el Grupo 2 tuvo un riesgo
considerablemente inferior de muerte (Proporcién de Riesgo: 0,44, 95 % Cl = 0,23 a 0,82). En conclusion, la
amplificacion génica de EGFR y la alta polisomia identificada por FISH son indicadores moleculares sumamente
eficaces para la actividad de gefitinib en NSCLC avanzado.

[0117] Los resultados de los estudios descritos en el presente documento demuestran que gefitinib es sumamente
activo en pacientes con NSCLC avanzado con amplificacion génica de EGFR o alto nivel de polisomia y sostiene el
empleo del ensayo de EGFR-FISH para la seleccion de pacientes de NSCLC para la terapia de inhibidor tirosina
cinasa. Se espera que la fuerte relacion entre la respuesta a gefitinib y la ganancia genémica de EGFR que se
detecta por FISH sea un factor poderoso para definir la elegibilidad del paciente para este farmaco. Una relacion
positiva entre el resultado clinico y polisomia cromosémica también sugiere que la evaluacion de las secuencias
centroméricas del cromosoma 7 pueden contribuir a un panel de multiples pruebas para la prediccion de la
respuesta. La carencia de correlacién entre pacientes con ninguna o baja ganancia gendmica indica que el
tratamiento no es eficaz en este conjunto de pacientes en particular, por lo tanto minimizando posiblemente la carga
clinica y seguramente financiera de este enfoque terapéutico.

[0118] Los inventores también demostraron que las ganancias gendémicas en el gen EGFR pueden identificarse por
otras técnicas moleculares, tal como PCR cuantitativo en tiempo real, cuyos resultados se relacionan en una patron
significativo positivo con los resultados por FISH.

[0119] La cuestion puede plantearse si el aumento del nimero de copias de EGFR per se tiene un impacto positivo
sobre el pronéstico, independiente del tratamiento. Sin embargo, parece ser el caso lo opuesto. Los inventores han
indicado previamente que los pacientes con NSCLC con tumores extirpados que llevan un alto numero de copias del
gen EGFR tienen una tendencia a una supervivencia mas corta (Hirsch y col., 2003, J. Clin. Oncol.). Asi, de forma
analoga a los hallazgos en el cancer de mama para HER2 y trastuzumab (Herceptin®, Genentech/Roche), el
aumento del nimero de copias del gen EGFR en NSCLC parece ser un rasgo de prondstico deficiente, pero un buen
indicador de la sensibilidad a inhibidores del EGFR.

Ejemplo 2
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[0120] EI siguiente ejemplo demuestra el uso de deteccién de amplificacion génica de EGFR y polisomia para
predecir el resultado del tratamiento de pacientes con tumores BAC con respecto a inhibidores del EGFR (en base a
la cohorte SWOG).

[0121] Los subtipos del carcinoma bronquioloalveolar (BAC) de NSCLC se caracterizan por caracteristicas
patolégicas, radiogréaficas y clinicas Unicas (Travis y col., 1999), y parece aumentar la incidencia, en particular en
mujeres no fumadoras mas jovenes (Barsky y col., 1994; Furak y col., 2003). Se ha indicado que BAC y el
adenocarcinoma con rasgos BAC son particularmente sensibles a los inhibidores de la tirosina cinasa de EGFR, con
tasas de respuesta del 25-30 % (Miller y col., 2003) y una supervivencia prolongada en un subconjunto de pacientes.
Los inventores y colegas han indicado previamente la eficacia de gefitinib en una cohorte grande de pacientes BAC
en fase avanzada tratados en un ensayo clinico prospectivo del Southwest Oncology Group (S0126) (Gandara y col.,
2004). Puesto que el tejido tumoral de archivo se recogio de la gran mayoria de pacientes incluidos en el ensayo, el
estudio S0126 representa un recurso patoldgico Unico para el estudio de rutas de EGFR. En base a la experiencia
previa de los inventores con pacientes de NSCLC tratados con gefitinib, se especuld que el aumento del nimero de
copias de los genes EGFR y/o HER2 detectado por FISH estaba asociado al aumento de la eficacia de gefitinib en el
subconjunto de los pacientes con NSCLC que tenian BAC o adenocarcinoma con rasgos de BAC. Este ejemplo
indica los resultados de este analisis en el tejido tumoral de los pacientes del estudio S0126, relacionado con el
resultado clinico.

MATERIAL Y METODOS

[0122] Era necesario que todos los pacientes incluidos en el estudio tuvieran BAC o0 adenocarcinoma con rasgos de
BAC en fase IlIB (por efusion pleural) o IV histolégicamente demostrado. La elegibilidad patol6gica se bas6 en una
definicion institucional de BAC, aunque se realizd posteriormente una revision central usando la World Health
Classification (Travis y col., 1999). Los subtipos histopatologicos de este informe se basan en esta revision de
patologia central. No se aceptaron especimenes citolégicos para el diagnéstico de BAC, y los no fueron elegibles
pacientes con Unicamente un diagndstico citolégico para S0126.

[0123] Era necesario que los pacientes tuvieran un estado funcional segun SWOG de 0-2. La evaluacion previa al
estudio incluia: historia y examen fisico; recuento sanguineo completo con calculo diferencial y plaquetas, quimicas
séricas de fosfatasa alcalina, SGOT o SGPT, LDH y albamina; radiografia de térax; TC de térax, higado y glandulas
suprarrenales. Fue necesaria una gammagrafia 6sea y/o TC del cerebro o MRI Unicamente si se indico clinicamente
en base a los sintomas y al criterio médico. Los pacientes con una historia de metastasis cerebral no eran elegibles
para el presente estudio. Las mujeres embarazadas o lactantes no eran elegibles, y las mujeres y hombres de
potencial reproductor estaban incapacitados para participar a menos que aceptasen usar método anticonceptivo
eficaz. Los pacientes elegibles no tenian ninguna otra neoplasia previa excepto cancer de piel de células basales o
células escamosas tratado adecuadamente, cancer cervical in situ, cancer en estadio | o |l tratado adecuadamente
del cual el paciente estaba en remisién completa, o cualquier otro cancer que no habia aparecido en el paciente
durante al menos cinco afios.

[0124] Todos los pacientes fueron informados de la naturaleza investigacional de este estudio y firmaron un
consentimiento escrito informado conforme al comité de revision institucional local y las directrices federales. Todos
los pacientes tenian la enfermedad mensurable o evaluable.

[0125] El estudio consistié en 137 pacientes elegibles divididos en dos cohortes: pacientes que no habian recibido
guimioterapia (N = 101), y aquellos con tratamiento de quimioterapia previo (N = 36); un paciente murié antes del
inicio del tratamiento. Los pacientes se trataron con gefitinib diario oral a una dosis de 500 mg/dia hasta la
progresion o toxicidad prohibitiva. Las caracteristicas de los pacientes fueron edad media de 68 afios (rango 34-88),
distribucién masculina/femenina 45 %-51 %, estado funcional 0-1/2 al 89 % 11 %, y estadio llIB/IV el 11 %/89 %.

[0126] EI diagndstico histopatoldgico y la subtipificacion de BAC se realizaron en secciones tefiidas por hematoxilina-
eosina por lectura de consenso por dos de los autores (WAF y FRH) usando los criterios conformes con la WHO
(Travis y col., 1999). Para cada paciente, se cortaron secciones de tejido embebido en parafina de 4 um seriadas
gue contenian células malignas representativas. El nimero de copias celular se investigé por FISH usando la sonda
LSI EGFR SpectrumOrange/CEP 7 SpectrumGreen de acuerdo con los protocolos descritos en otra parte (Hirsch y
col., 2003, J. Clin. Oncol.; Hirsch y col., 2002, Br. J. Cancer). Usando el corte tefiido por HE de referencia de la
seccion adyacente donde se identificaron los focos tumorales dominantes, los nimeros de copias de los genes
EGFR y HER2 y las sondas de los cromosomas 7 y 17 se evaluaron y se registraron independientemente en al
menos 100 nucleos no solapantes con morfologia intacta. El analisis por FISH se realiz6 independientemente por
dos observadores (MVG, ACX) que no sabian nada de las caracteristicas clinicas de los pacientes. De acuerdo con
la frecuencia de las células tumorales con el nimero especifico de copias de los genes EGFR o HER2 y los
centromeros de los cromosomas 7 y 17, los pacientes se clasificaron en dos estratos: FISH negativo, con ninguna o
baja ganancia gendmica (<4 copias del gen en >40 % de las células) y FISH positivo, con alto nivel de polisomia (>4
copias del gen en >40 % de las células) o amplificacién génica, que se define por la presencia de estrechos
agrupamientos génicos y una relacion gen/cromosoma por célula de >2, o >15 copias de los genes por célula en >10
% de las células analizadas.
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Métodos Estadisticos:

Definiciones de los Resultados

[0127] La evaluacion de la respuesta se realizo por criterios convencionales (RECIST) (Therasse y col., 2000). Sélo
los pacientes con enfermedad mensurable se incluyeron en la evaluacion de la respuesta, mientras que el andlisis
de supervivencia incluy6 a todos los pacientes. Los datos de supervivencia se analizaron desde el dia en el que el
paciente comenzd el tratamiento de gefitinib hasta la muerte. La supervivencia total (OS) se calcul6 como el tiempo
desde el registro al estudio S0126 hasta la muerte por cualquier causa o Ultimo contacto. La supervivencia sin
progresion (PFS) se calculé como el tiempo desde el registro al estudio S0126 a la progresién de enfermedad o
hasta la muerte por cualquier causa o Ultimo contacto.

Métodos de Analisis

[0128] Las curvas de supervivencia se estimaron por el método de limite de producto (Kaplan y Meier; 1958) y se
compar6 usando la prueba de rango logaritmico (Mantel, 1966). Se usoé la regresion de riesgo proporcional de Cox
para evaluar la influencia de FISH de EGFR y factores de prondstico convencionales sobre los resultados de
supervivencia y para estimar proporciones de riesgo (Cox, 1972). Se incluyeron todos los modelos multivariante
usando métodos de regresion gradual retrégrada. Todas las covariables univariadas significativas se incluyeron en la
seleccioén gradual.

RESULTADOS

[0129] EI Protocolo S0126 incluia 145 pacientes, de los cuales 8 no eran elegibles y uno no recibi6 el tratamiento de
protocolo, dejando 136 pacientes elegibles para el analisis. Entre estos, 81 pacientes tenian tejido tumoral disponible
para el analisis génico de EGFR mediante analisis por FISH (Tabla 4) y 56 tenian tejido disponible para el analisis
génico de HER2 por FISH.

TABLA 4 — Datos Demogréficos de la Cohorte de FISH en comparacion con la Cohorte total de S0126 segun
SWOG.

Caracteristicas Grupo S0126 EGFR/FISH (N=81)
(N=136) Positivo Negativo Total

Mujeres 69 (51%) 13 (50%) 28 (51%) 41 (51%)
Hombres 67 (49%) 13 (50%) 27 (49%) 40 (49%)
Fumadores 97 (71%) 20 (77%) 39 (71%) 59 (73%)
No fumadores 39 (29%) 6 (27%) 16 (29%) 22 (27%)
PS=0 62 (46%) 13 (50%) 22 (40%) 35 (43%)
PS=1 59 (43%) 11 (42%) 23 (42%) 34 (42%)
PS=2 15 (11%) 2 (8%) 10 (18%) 12 (15%)
ADC 11 (11%) 5 (20%) 2 (4%) 7 (9%)
ADC con BAC 34 (34%) 8 (32%) 16 (29%) 24 (30%)
BAC Mucinas 17 (17%) 1 (4%) 13 (24%) 14 (18%)
BAC no- Mucinas 37 (37%) 11 (44%) 24 (44%) 35 (44%)

[0130] No hubo ninguna diferencia estadistica del género, condicion de fumador, el estado funcional y la histologia
entre la cohorte total de S0126 y la subcohorte de 81 pacientes que se sometieron al andlisis por FISH de EGFR
(Tabla 4). De forma analoga, no se observé ninguna diferencia estadistica se observd en el resultado de
supervivencia entre la poblacion total de S0126 y la subcohorte de FISH de EGFR (figura 4A). Por lo tanto, la
subcohorte de FISH de EGFR parecia representativa de la poblacion total de S0126.

[0131] Se muestra el numero de pacientes en cada categoria de FISH de EGFR en la Tabla 5. Todos, 26/81
pacientes (32 %) dieron positivo para el FISH de EGFR, y no hubo ninguna diferencia significativas entre los grupos
positivos y negativos de FISH de EGFR en cuando a género, histologia, condicion de fumador o estado funcional
(Tabla 4). Para el analisis de respuesta, 55 de los 81 pacientes de FISH de EGFR tenia una enfermedad
mensurable. En el grupo positivo de FISH, 5 de 19 pacientes (26 %) tenian una respuesta objetiva y 12 pacientes
(63 %) tenian control de la enfermedad (respuesta objetiva o enfermedad estable), mientras que en el grupo
negativo por FISH, 4 de 36 pacientes (11 %) tenian respuesta objetiva (p = 0,14) y 14 pacientes (39 %) tenian
control de la enfermedad (p = 0,087) (Tabla 5).
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TABLA 5. Resultado del tratamiento de acuerdo con los estratos por FISH de EGFR.

Resultado No. TTP (mo) Supervivencia | 1l-afio de
EGFR FISH pts. RSP (%) DCR (%)" | (95% CI) Media (mo) supervivencia
(%)
FISH negativo | 55 4/36 (11%) 14/36 4 (2-5) 4 (2-5) 42%
(39%) (29%-55%)
FISH positivo 26 5/19 (26%)* | 12/19 9 (3-20) >18%% 81%
(63%)**
(65%-96%)
TOTAL 81 9/55 (16%) 26/55 4 (2-6) 14 (8-19) 54%
(47%) (43%-65%)

"Limitado al subgrupo de pacientes con enfermedad mesurable.
*p=0.15, ** p= 0.087
*** Supervivencia Media aun no alcanzada.

[0132] Los 81 pacientes elegibles con tejido tumoral evaluable para el andlisis por FISH de EGFR se incluyeron en el
andlisis de supervivencia. Las curvas de supervivencia sin progresion y de supervivencia total para pacientes con
tumores positivos y negativos por FISH se muestran en las figuras 4B y 4C, respectivamente. El tiempo de
supervivencia sin progresion medio para pacientes con FISH negativa era 4 meses (95 % C.1.: 2, 5) frente a 9 meses
(95 % C.1.: 3, 20) para pacientes con FISH positiva con una proporcion de riesgo de 1,67 (p = 0,072) (95 % ClI: 0,96,
2,91, p = 0,072) (figura 4B). El tiempo de supervivencia medio para pacientes con FISH negativa era de 8 meses (95
% C.l.: 6, 15). Mientras la supervivencia media para pacientes con FISH positiva ain no se ha alcanzado, se acerca
a los 18 meses, con una proporcion de riesgo de 2,02 (95 % ClI: 1,03, 3,99, p = 0,042) (figura 4C).

[0133] Las tasas de respuesta y la supervivencia también se analizaron en lo que respecta a subtipos histolégicos.
Entre los 8 pacientes con adenocarcinoma, se observaron pacientes que no respondieron al tratamiento, pero 2
pacientes tenian la enfermedad estable (DCR 2/8 = 25 %). Sin embargo, entre 27 pacientes con adenocarcinoma
con rasgos de BAC, 5 pacientes (19 %) consiguieron respuesta y 12 pacientes (44 %) la enfermedad estable (DCR
17/27 = 63 %). En el grupo BAC no mucinoso, 6 de 20 pacientes (30 %) tuvo respuesta y 8 pacientes (40 %) tuvieron
enfermedad estable (DCR 14/20 = 70 %), mientras en el grupo BAC mucinoso ninguno de los 11 pacientes tuvo
respuesta ni enfermedad estable (chi cuadrado p = 0,0004).

[0134] Se us6 un modelo de regresion de Cox multivariante (Tabla 6) para evaluar la posibilidad de que el efecto del
nimero de copias de EGFR por FISH sobre la supervivencia podia explicarse por otros factores de prondstico
convencionales. El nimero de copias de EGFR por FISH dejé un factor de prondéstico significativo tanto para la
supervivencia total (p = 0,0261) como para la supervivencia sin progresién (p = 0,034) después de contar con la
condicion de fumador, sexo, histologia y estado funcional.

TABLA 6 — Andlisis Multivariante para la supervivencia total en pacientes con datos para todas las variables (N=80
pacientes)

Variable N°. Pacientes (%) | Tasa de riesgo (95% Valor-P
Ch
Fumadores Antiguos/Actuales | 58 (73%) 3.72 (1.67-8.30) 0.0013
Adenocarcinoma 7 (9%) 4.86 (1.69-14.01) 0.0034
Estado de rendimiento 12 (15%) 4.24 (1.95-9.25) 0.0003
BAC Mucinas 14 (18%) 2.86 (1.43-5.73) 0.0030
EGFR FISH negativo 55 (69%) 2.50 (1.12-5.62) 0.0261
DISCUSION

[0135] Este estudio demuestra que el aumento del nimero de copias del gen EGFR detectado por FISH esta
relacionado con una mejora de la supervivencia después de la terapia de gefitinib en pacientes con BAC en fase
avanzada y adenocarcinoma con rasgos BAC, un subconjunto de NSCLC que puede servir como modelo para el
estudio de rutas de EGFR debido a sus caracteristicas bioldgicas subyacentes (Gandara y col., 2004). En el estudio
actual, aproximadamente un tercio de los pacientes tuvo un aumento del nimero de copias del gen EGFR, y estos
pacientes también tuvieron una tendencia a mayores tasas de respuesta y un tiempo mas largo hasta la progresion
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después de la terapia de gefitinib. Mientras que la evaluacion de la respuesta RECIST no puede aplicarse
comunmente en pacientes con BAC porque la infiltracién pulmonar difusa no puede medirse, sin desear quedar
ligado a teoria alguna, los inventores creen que la diferencia significativa en la supervivencia entre pacientes con
tumores positivos y negativos a FISH de EGFR apoyan fuertemente la hipétesis de que el aumento de nimero de
copias de genes esta relacionado con el aumento de la eficacia de gefitinib. Hay muy poca informacion en la
bibliografia en cuanto a la supervivencia para pacientes con BAC avanzado. En un estudio de Breathnach y col.
(Breathnach y col., 1999), se analizaron 28 pacientes con BAC avanzado tratados con quimioterapia o radioterapia.
El tiempo de supervivencia medio desde el principio del tratamiento inicial era de 11,7 meses (95CI 8,7-16,7). En un
estudio segun SWOG anterior (S9714) que evalud paclitaxel en BAC avanzado, la supervivencia media fue de 12
meses (West y col., 2005). En el estudio actual, el tiempo de supervivencia medio para el grupo positivo para FISH
aln no se ha alcanzado, pero se aproxima a 18 meses frente a 8 meses para el grupo negativo para FISH. Los
inventores y colegas han notificado previamente que el aumento del nimero de copias del gen EFGR estaba
relacionado con un prondstico deficiente en pacientes con NSCLC extirpado quirdrgicamente (Hirsch y col., 2003, J.
Clin. Oncol.). En este estudio, los inventores verifican que el aumento del nimero de copias del gen EFGR es un
marcador positivo predictivo para una mejor supervivencia bajo la influencia de terapia de gefitinib. Estas
observaciones son similares a los datos indicados para pacientes de cancer de mama con amplificacién génica de
HER2, que tienen un mal prondstico, pero una mayor probabilidad de beneficiarse de trastuzumab (Herceptin®)
(Slamony col., 2001).

[0136] Los datos demograficos y de supervivencia se compararon entre la poblacion positiva para FISH de EGFR y
la poblacion total del estudio, y no se observo ninguna diferencia en cuanto a factores de prondstico conocidos, tales
como el género, condicién de fumador, estado funcional o histologia. Ademas, no hubo ninguna diferencia en la
supervivencia total entre la poblacion total y la cohorte del ensayo por FISH.

[0137] El foco de este ejemplo es el valor profético de FISH de EGFR para la supervivencia en pacientes con BAC
en fase avanzada. La correlacién con otros métodos de evaluacion de la viabilidad biolégica de EGFR y rutas de
transduccion de sefial asociadas, tales como niveles de proteina de EGFR, andlisis de mutacién de EGFR y medida
de marcadores corriente abajo como AKT Y MAPK se analiza en otra parte en el presente documento y puede
describirse adicionalmente con respecto a BAC avanzado. Los niveles MAPK, como se evalu6 por
inmunohistoquimica (IHC), predicen la sensibilidad frente a gefitinib en tumores BAC (Gandara y col., 2004) y
pueden incluirse como un biomarcador adicional en los métodos del presente documento.

[0138] Las implicaciones clinicas de estos hallazgos son considerables con respecto a la seleccion del paciente para
la terapia con inhibidores de la tirosina cinasa de EGFR (EGFR TKI). BAC es una entidad de enfermedad que
parece estar aumentando de incidencia (Barsky y col., 1994; Furak y col., 2003). Mientras que estudios preliminares
han demostrado tasas de respuesta relativamente altas para inhibidores del EGFR en pacientes con BAC y sus
subtipos histoldgicos (West y col., 2005; Patel y col., 2003; Miller y col., 2004), ningun estudio ha demostrado aun el
beneficio en la supervivencia de estos agentes en esta poblacidon de pacientes. El estudio actual demostré un
beneficio de supervivencia significativa en pacientes positivos para FISH de EGFR lo que indica que puede usarse
un aumento del nimero de copias del gen EGFR detectado por FISH como un marcador para evaluar el potencial de
supervivencia en pacientes para ser tratados con EGFR-TKI. La tecnologia por FISH es aplicable para uso clinico,
ya que el analisis se realiza en un material embebido en parafina habitual.

Ejemplo 3

[0139] El siguiente ejemplo demuestra el uso de expresion de proteina de EGFR, la expresion de Akt fosforilada y la
combinacién de estos marcadores con niumeros de copias del gen EGFR y la mutacion de EGFR para predecir el
resultado a la terapia del inhibidor del EGFR en pacientes con NSCLC (cohorte Italiana).

METODOS
SELECCION DE PACIENTES Y DISENO DEL ESTUDIO

[0140] Los pacientes incluidos .en este estudio provenian de un estudio prospectivo de gefitinib (Cappuzzo y col.,
2004, J Natl. Cancer Inst.) y el Estudio de Acceso Expandido de gefitinib realizando en el Bellaria Hospital (Bolonia),
el Scientific Institute University Hospital San Raffaele (Mildn) y el Policlinico Monteluce (Perugia). Estuvieron
disponibles informacion clinica completa y bloques tisulares de 80 de 106 pacientes incluidos en el ensayo clinico de
Akt (Cappuzzo y col., ibid.), y de 22 pacientes mas en el Estudio de Acceso Expandido que se trataron
consecutivamente al final del estudio Akt y se sigui6é del mismo modo que para los pacientes en el estudio de Akt.
Estos estudios se aprobaron por la junta de supervision ética institucional del Bellaria Hospital, y se obtuvo el
consentimiento informado por escrito de cada paciente antes de la inclusion en el estudio. En el subgrupo de
pacientes que particip6é en el Estudio de Acceso Expandido de gefitinib, se obtuvo la aprobacién de la junta de
supervisién institucional de acuerdo con la buena préactica médica, y se obtuvo el consentimiento informacion por
escrito especifico de cada paciente (formulario de consentimiento para el Estudio de Acceso Expandido, version en
italiano).
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[0141] La elegibilidad para ambos estudios incluia NSCLC histolégicamente confirmado con enfermedad medible
localmente avanzada o metastasica, progreso o recaida después de la quimioterapia o con contraindicaciones
médicas para la quimioterapia. Los pacientes tenian un estado funcional que variaba de grado 0 a 2. El estado
funcional se defini6 de acuerdo con el Eastern Cooperative Oncology Group (Oken y col., 1982) y se consider6 de
grado O cuando el paciente estaba completamente activo y era capaz de realizar todas las actividades previas a la
enfermedad sin restriccion, grado 1 cuando el paciente estaba limitado por una actividad extenuante fisicamente
pero ambulatorio y capaz de realizar un trabajo de naturaleza suave o sedentaria, y grado 2 cuando el paciente era
ambulatorio y era capaz de cuidar de si mismo pero incapaz de realizar ninguna actividad laboral.

[0142] Los pacientes recibieron gefitinib (250 mg por dia) y se evaluaron para determinar la respuesta de acuerdo
con los criterios de Response Evaluation Criteria in Solid Tumors (Therasse y col., 2000). La respuesta tumoral se
evalué por tomografia computerizada después de 2 meses, con una evaluacién confirmatoria a repetir en los
pacientes que respondieron al tratamiento y en pacientes con enfermedad estable al menos 4 semanas después de
la determinacion inicial de la respuesta. El tiempo hasta la progresion de la enfermedad se calculé desde la fecha de
inicio del tratamiento de gefitinib a la fecha de deteccion de la enfermedad progresiva o hasta la fecha del ultimo
contacto. La supervivencia se calculé desde la fecha del inicio de la terapia hasta la fecha de la muerte o hasta la
fecha del dltimo contacto.

PREPARACION DEL TEJIDO Y ANALISIS DE PROTEINAS

[0143] Se obtuvieron especimenes de tumor antes de cualquier terapia para el cdncer y se embebieron en parafina.
Las secciones seriadas (4 um) que contenian células malignas representativas se tifieron con hematoxilina y eosina
y se clasificaron en base a los criterios de la World Health Organization (Travis y col., 1999).

[0144] La expresion de la proteina de EGFR se evalué por inmunohistoquimica usando los métodos y criterios de
valoracién descritos en otra parte en este documento (Hirsch y col., 2003, J. Clin. Oncol.) con el anticuerpo
monoclonal clon 31G7 de EGFR anti-humano de ratdén (Zymed Laboratories, Inc., San Francisco, CA). P-Akt también
se detectd por inmunohistoquimica usando el anticuerpo monoclonal P-Akt anti-ratén de conejo (Ser 473) (Cell
Signaling Technology, Beverly, MA, Estados Unidos), de acuerdo con el protocolo del fabricante. La expresién de P-
Akt y la expresion de EGFR se puntuaron en base a la intensidad y la fraccién de células positivas. La puntuacion de
la intensidad se defini6 como se indica a continuacién: 0 = tincion no apreciable en las células tumorales, 1 = tincion
apenas detectable en el citoplasma y/o el nicleo en comparacién con los elementos estromales, 2 = tincién de color
marrén facilmente apreciable marcando claramente el citoplasma de la células del tumor y/o el nucleo, 3 = tincion de
color marron oscuro en las células tumorales oscureciendo el citoplasma y/o el nucleo, o 4 = tincion muy fuerte del
nucleo y/o el citoplasma. La puntuacion se basé en la fraccion de células positivas (0 %-100 %). La puntuacion total
se calculé multiplicando la puntuacién de la intensidad y la puntuacién de la fraccion produciendo un intervalo total
de 0 a 400. Para los analisis estadisticos, las puntuaciones de 0-200 se consideraron como expresion negativa/baja,
y las puntuaciones de 201-400 se consideraron como expresion positiva/alta. Este nivel de corte se basé en la
concordancia con los estudios anteriores de nuestro grupos, en los que se descubrié una correlacion entre el
aumento de la expresion de la proteina de EGFR y el aumento del nimero de copias de genes (Hirsch y col., 2003,
ibid.). Los ensayos inmunohistoquimicos se puntuaron conjuntamente por dos investigadores que desconocian los
resultados clinicos, FISH y de la mutacién en EGFR, y si se produjeron discrepancias, se hizo una puntuacién de
consenso por los rectores después del analisis del portaobjetos.

ANALISIS ESTADISTICO:

[0145] Las diferentes entre los grupos se compararon usando el test exacto de Fisher o el la prueba chi cuadrado de
Pearson para las variables cualitativas y usando la prueba t de Student o andlisis de la variacién para variables
continuas. La normalidad de la distribucion se evalué usando la prueba de Kolmogorov-Smirnov (Curiel y col., 1990).
El tiempo hasta la progresion, la supervivencia total y los intervalos de confianza al 95 % se calcularon y se
evaluaron por el método de Kaplan-Meier (Don y col., 1991); los diferentes grupos se compararon usando la prueba
de rango logaritmico. La asociacion de los factores de riesgo relacionados con la supervivencia se evalu6 usando el
modelo de regresion del riesgo proporcional de Cox con un procedimiento de reduccién gradual (Armitage y Berry,
1994). Unicamente se incluyeron en el analisis multivariable las variables con resultados significativos en el analisis
univariante. El criterio para la retirada de variables fue la relacién estadistica de probabilidad, en base a los célculos
de probabilidad parcial maxima (valor P por defecto de 0,10 para la retirada del modelo). El disefio del estudio
garantiza la independencia de las observaciones. La suposicion de riesgo proporcional se probd por el andlisis de la
funcién de supervivencia logaritmica y se descubrié que se mantuvo. Todas las pruebas estadisticas fueron dobles y
el significado estadistico se defini6 como P <0,05. Todos los analisis se realizaron usando el paquete estadistico
SPSS version 11.5 (SPSS ltalia srl, Bolonia, Italia).

RESULTADOS

CARACTERISTICAS CLINICAS
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El resultado clinico en base al sexo, fase, histologia, estado funcional y condicién de fumador, la mayor parte de los
cuales se indica en la publicacion anterior (Cappuzzo y col., INCI, 2004), se muestra en la Tabla 1 (véase el Ejemplo
1). Para todo el grupo, la tasa de respuesta objetiva fue del 14 %, la tasa de progresion fue del 60 %, el tiempo
medio hasta la progresion fue de 2,9 meses, la supervivencia media fue de 9,4 meses, y la supervivencia a 1 afio fue
del 40,7 %. El sexo femenino (diferencia media del 22.6%, 95 % CI: 6,6 a 38,6, P = 0,004) y la condiciéon de no
fumador (diferencia media del 30,8 %, 95 % CI: 5,3 a 56,3, P = 0,006) se asociaron estadisticamente de forma
significativa a una mejor respuesta, y el sexo femenino (diferencia media de 3,0 meses, 95 % CI: 4,5 a 10,5 meses,
P = 0,03,), histologia adenocarcinoma y bronquialveolar (diferencia media de 5,0 meses, 95 % CI: 2,8 a 7,2 meses,
P = 0,03), y un estado funcional 0-1 (diferencia media de 7,4 meses, 95 % CI: 5,6 a 9,1 meses, P = 0,004) se
asociaron estadisticamente de forma significativa a una mayor supervivencia.

El tiempo hasta la progresion de la enfermedad se calculd desde la fecha de inicio del tratamiento con gefitinib hasta
la fecha de deteccién de la enfermedad progresiva o hasta la fecha del ultimo contacto. La supervivencia se calcul
desde la fecha del inicio de la terapia hasta la fecha de la muerte o hasta la fecha del Gltimo contacto. El significado
estadistico y las diferencias entre los grupos se evaluaron con la prueba de rango logaritmico.

EXPRESION DE PROTEINA DE EGFR Y RESULTADO CLINICO

La expresion de la proteina de EGFR se evalué por inmunohistoquimica en 98 pacientes (datos no mostrados) y el
resultado de pacientes de acuerdo con la puntuacion para proteina se muestra en la Tabla 7a y la figura 3A-3B. Los
pacientes con puntuaciones mas bajas (0-99) no tuvieron respuesta alguna, y so6lo uno tuvo enfermedad estable.
Estos pacientes tenian un corto tiempo hasta la progresion (media de 2,1 meses) y una corta supervivencia media
(4,5 meses) y el 27 % tuvo supervivencia a 1 afio. Los pacientes con puntuaciones de 100-199 también tuvieron un
resultado deficiente, con una tasa del 65 % de enfermedad progresiva, corto tiempo hasta la progresion (media de
2,3 meses), y mala supervivencia (Unicamente el 35 % de los pacientes vivos al afio 1). Puesto que sus resultados
fueron igualmente malos, los 40 pacientes (41 %) con puntuaciones por debajo de 100 y 100-199 se combinaron
(EGFR IHC-). Los pacientes con puntuaciones por inmunchistoquimica de EGFR de 200-299 y de 300-399 tuvieron
resultados mucho mejores que los pacientes del grupo EGFR IHC-, y dado que tuvieron similares tasas de
respuesta, tiempos de progresion y supervivencia, también se agruparon juntos (EGFR IHC+). Los pacientes EGFR
IHC+, en comparacion con los pacientes IHC-, tuvieron una tasa de respuesta objetiva significativamente mayor
(21 % frente al 5 %, P = 0,03), menor tasa de progresion (44,8 % frente al 80 %, P <0,001), mayor tiempo hasta la
progresion (5,2 frente a 2,3 meses, P = 0,001) y mayor supervivencia (11,5 frente a 5,0 meses, P = 0,01). El estado
proteico no se asocio a las caracteristicas clinicas (Tabla 8) pero estaba estadisticamente correlacionado de forma
significativa con el nimero de copias de genes (Pearson r = 0,28, P = 0,006).

TABLA 7A. Expresion de la proteina de EGFR y el Resultado Clinico en 98 pacientes con NSCLC avanzado tratados
con gefitininb

Puntuacién IHC N OR PD TTP MS (mo) 1-afio
(mo)
Total: 98 (100%) | 14 (14%) | 58 (59%) 2.9 9.5 4145
0-99 20 (20%) [ 0 (0%) 19 (95%) 2.1 4.5 27+10
100-199 20 (20%) | 2 (10%) 13 (65%) 2.3 5.3 35+10
200-299 15 (15%) | 4 (26%) 5 (33%) 8.6 15.2 71+12
300-400 43 (44%) | 8 (19%) 21 (49%) |45 11.3 4118
EGFR IHC + (<200) | 40 (41%) | 2 (5%) 32 (80%) 2.3 5.0 31+7
EGFR IHC + (2200) | 58 (59%) 12 (21%) 26 (45%) 5.2 11.5 48+7
P (IHC =vs. IHC+) | [ 0.03 | <0.001 [0.001 [o0.01 [ 0.01

*Caracteristicas de 102 pacientes con histologia confirmada de cancer de célula no pequefia con
enfermedad mesurable, localmente avanzada o metastatico progresando o recayendo después de
quimioterapia, o contraindicaciones médicas para quimioterapia que fueron tratados posteriormente con
250 mg de gefitinib diariamente. OR=respuesta objetiva, PD= enfermedad progresiva, TTP=tiempo de
progresion MS= media total de supervivencia. La condicion de proteina por inmunohistoquimica (IHC) se
definié en base a la fraccion de células positivas; 0-100% e intensidad de mancha en una escala de 1-4.
El recuento total se calculé multiplicando la valoraciéon de intensidad y la valoracién de fraccién, haciendo
una gama total de 0-400.

TP valores (bilateral) calculados usando la prueba de rango logaritmico

1P valores (bilateral) calculados usando la prueba chi-cuadrado de Pearson

8P valores (bilateral) calculados usando la prueba exacta de Fisher
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MUTACION EN EGFR Y RESULTADO CLINICO

[0149] El andlisis de mutacién para los exones EGFR 18, 19 y 21 se realizé en un total de 89 casos de pacientes (60
especimenes con microdiseccion y 29 sin microdiseccion). Las mutaciones en EGFR se descubrieron en 15
pacientes (mutacién positiva para EGFR = 17 %), 12 de especimenes de microdiseccion y tres de especimenes sin
microdiseccién (P = 0,30), y consistieron en mutaciones de sentido erréneo en el exén 21 (n = 8) o deleciones
pequefias en el marco de lectura en los codones 746-753 en el exén 19 (n = 7) (Tablas 7b y 9). Todas estas
mutaciones se habian descrito previamente (11-13), con la excepcion de la mutacion de sentido erroneo en el exon
21 (valina 851 a isoleucina, V851l), que se produjo en un paciente varén que experimentaba enfermedad progresiva.
La presencia de mutaciones en EGFR se asoci6 con historial como no fumador (P = 0,007). Las asociaciones con el
sexto y la histologia no fueron estadisticamente significativas (P = 0,10 para ambas), aunque las mutaciones fueron
mas frecuentes en mujeres y en pacientes con adenocarcinoma (Tabla 8).

TABLA 7B. Mutacion en EGFR y Resultado Clinico en 89 pacientes con NSCLC avanzado tratados con gefitininb.

Mutaciones EGFR N OR PD TTP (mo) | MS (mo) 1-afio
Total: 89 (100%) | 12 (13%) 56 (63%) 2.9 9.4 4145
Mutacién Ausente 74 (83%) 4 (5%) 50 (68%) 2.6 8.4 386
Mutacién Presente | 15 (17%) 8 (53%) 6 (40%) 9.9 20.8 57+13
P (Mutacién Ausente vs. Presente | 0.001 [ 0.04 | 0.02 | 0.09 [ 0.22

TABLA 8 - Receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y caracteristicas de los pacientes con “cancer de
pulmén de células no pequefias” segun FISH, proteina y estado de la mutacion génica*

Estado EGFR FISH Estado proteina EGFR Mutacion gen EGFR

Caracteristicas del Positivo, Negativo, Positivo, Negativo, Presente, Ausente,
Paciente N/% N/% N/% N/% N/% N/%
Total 33/32 69/68 58/59 40/41 15/17 74/83
Sexo

Hombre 17/51 50/72 37/64 27/67 7147 51/69

Mujer 16/48 19/28 21/36 13132 8/53 23/31

P .04t 70t A0t
Histologia

Adenocarcinoma’ 18/54 36/52 29/50 22/55 10/67 40/54

Bronquioloalveolar® 3/9 6/9 417 5/12 2/13 6/8

Célula escamosa” 9/27 17/25 18/31 8/20 1/7 20/27

Célula grande® 1/3 1/1 Y Y 0 11

Indiferenciado® 2/6 9/13 6/10 4/10 2/13 7/9

P (“versus®) .78t .29t .10t
Estado de rendimiento

0 13/39 36/52 27147 20/50 8/53 35/47

1 13/39 28/40 27147 12/30 5/33 31/42

2 7/21 5/7 417 8/20 2/13 8/11

P (0+1 versus 2) .053% .06% .60%
Historial de fumador

No fumador 11/33 4/6 10/17 5/12 6/40 719

Antiguo fumador 8/24 25/36 21/36 11/27 5/33 24/32

Fumador actual 14/42 40/58 27147 24/60 4/26 43/58

P (No versus otros) .001% 521 .007%
*Caracteristicas de 102 pacientes con histologia confirmada de cancer de célula no pequefia con
enfermedad mesurable, localmente avanzada o metastatico progresando o recayendo después de
quimioterapia, o contraindicaciones médicas para quimioterapia que fueron tratados posteriormente con
250 mg de gefitinib diariamente. El estado de rendimiento se defini6 como 0 = Completamente activo,
capaz de continuar con todo el rendimiento previo a la enfermedad sin ninguna restriccion; 1 = restringido
en la actividad fisicamente vigorosa pero ambulatorio y capaz de realizar el trabajo de una naturaleza
ligera o sedentaria, por ejemplo, el trabajo ligero de casa, el trabajo de oficina ; y 2 =Ambulatorio y capaz
de cualquier cuidado de si mismo, pero incapaz de realizar cualquier actividad de trabajo, y por encima de
y sobre mas del 50 % de tiempo despierto (criterios de Grupo Eastern 31 Cooperative Oncology, 34)
FISH = Hibridacion fluorescente in situ.
T P valores (bilateral) calculados usando la prueba chi-cuadrado de Pearson
¥ P valores (bilateral) calculados usando la prueba exacta de Fisher
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Deleciones Exén 19

Proteina EGFR

739 K | P V A I K E L R E A T S P K A N
756 SEQ ID NO:4

Gen EGFR 2215 AAA ATT CCC GTC GCT ATC AAG GAA TTA AGA GAA GCA ACA TCT CCG AAA GCC AAC
2268 SEQ ID NO:5

Paciente 15 AAA ATT CCC GTC GCT ATC AAG - - - = -=- TCT CCG AAA GCC AAC
SEQ ID NO:6

Pacientes 19, 30, 41y 53 AAA ATTCCC GTCGCTATCAA. - - --—- --— A ACATCTCCGAAAGCC
AAC SEQ ID NO:7

Paciente 57 AAA ATT CCC GTC GCT ATCAAGGAA T.. --- -- - - .CTCCGAAAGCCAAC
SEQ ID NO:8

Paciente 75t AAA ATT CCC GTC GCT ATC AAG --- - - - - ACATCT CCG AAAGCC AAC
SEQ ID NO:9

Notas

. Similar al paciente 1 en (11)

T Similar a la Del-1b (12)

Mutaciones Ex6n 21

Proteina EGFR

850 H \% K | T D F G L A K L L G 863
SEQ ID NO:10

Gen EGFR

2538 CAT GTC AAG ATC ACA GAT TTT GGG CTG GCC AAA CTG CTG GGT 2589
SEQ ID NO:11

Pacientes 1,2, 16, 26, 31,
38, 100

(sustitucién 2573 T>G)

H Vv K I T D F G L A K L L G
SEQ ID NO:12

CAT GTC AAG ATC ACA GAT TTT GGG CTG GCC AAA CTG CTG GGT
SEQ ID NO:13

Paciente 3 (Sustitucion H | K | T D F G L A K L L G
2541 G>A)# SEQ ID NO:14
CAT ATC AAG ATC ACA GAT TTT GGG CTG GCC AAA CTG CTG GGT
SEQ ID NO:15
Notas } Paciente 38 predominantemente mutante

# Mutacioén del Paciente 3 no se ha informado en la base de datos SNP

Marcadores utilizados para Analisis de Mutaciones

Exon 18 hacia delante

GACCCTTGTCTCTGTGTTCTTGT
SEQ ID NO:16

Exén 18 opuesto hacia

TATACAGCTTGCAAGGACTCTGG

fuera SEQ ID NO:17
Exén 18 opuesto hacia CCAGACCATGAGAGGCCCTG
dentro SEQ ID NO:18

Ex6n 19 hacia delante

CACAATTGCCAGTTAACGTCTTC

SEQ ID NO:19
Exén 19 opuesto hacia AGGGTCTAGAGCAGAGCAGC
fuera SEQ ID NO:20
Exén 19 opuesto hacia GCCTGAGGTTCAGAGCCAT
dentro SEQ ID NO:21
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Exén 21 hacia delante CATGATGATCTGTCCCTCACAG
SEQ ID NO:22

Exén 21 opuesto hacia CTGGTCCCTGGTGTCAGGAA

fuera SEQ ID NO:23

Exén 21 opuesto hacia GCTGGCTACCTAAAGCCACC

dentro SEQ ID NO:24

[0150] Los inventores también compararon asociaciones entre estado de la mutacién en EGFR, estado FISH, y nivel
de expresion proteica en cada tumor con el resultado del paciente. Las mutaciones en EGFR se asociaron
estadisticamente de forma significativa al estado FISH+ (P = 0,01), pero no con una alta expresion de proteina (P =
0,10). Las mutaciones génicas se asociaron estadisticamente de forma significativa a una mejor respuesta (54 %
frente al 5 %, diferencia media del 47,9 %, 95 %ClI: 22,2 a 73,7, P <0,001) y una mayor tiempo hasta la progresion
(9,9 frente a 2,6 meses, diferencia media de 7,3 meses, 95 %Cl: 2,1 a 16,7 meses, P = 0,02) (Tabla 7). Los
pacientes con mutaciones en EGFR tuvieron una mejor supervivencia, aunque no fue estadisticamente significativo
(media de 20,8 frente a 8,4 meses, diferencia media de 12,4 meses, 95 %Cl: 1,7 a 26,4 meses, P = 0,09). Sin
embargo, seis de los 15 pacientes con mutaciones (40 %), cinco de los cuales llevaban mutaciones puntuales en el
exon 21 (pacientes 1, 2, 3, 16 y 100; Tablas 9 y 10) y uno de los cuales tuvo una delecién del exén 19 (paciente 41,
Tablas 9 y 10) tuvieron enfermedad progresiva. Entre los ocho pacientes con mutaciones en EGFR que
respondieron al tratamiento, siete eran también FISH+, mientras que cuatro de seis pacientes con mutaciones que
progresaron fueron FISH- (disomia, Tabla 10). Ademas, entre los 21 pacientes con enfermedad estable, sélo uno
presentd mutaciones en EGFR.

TABLA 10- Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y niveles de proteina (P)-Akt fosforilada y
resultado para pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias que presentan mutacion en EGFR o
ampliacion génica*

Paciente Amplificacién Mutacion EGFR IHC P-Akt | Respuesta Tiempo de Supervivencia
gen EGFR gen EGFR progresion, total, meses
meses

1 - L858R - + PD 2.11 2.11
2 - L858R + - PD 2.18 +5.3
3 - V852l + + PD 4.05 4.05
4 + ND - + PD 2.2 2.73
12 + Ninguna - + SD 5.99 8.32
15 + Exon 19 del + + PR +5.33 +5.33
16 - L858R + - PD 1.61 3.16
19 + Exon 19 del - + PR 9.18 +18.9
26 - L858R + + PR 13.6 +26.2
30 - Exon 19 del + + SD 9.87 11.5
31 + L858R + + PR +17.4 +17.4
37 + Ninguna + + PD 2.66 4.05
38 + L858R + + CR 19.7 20.8
41 - Exon 19 del - + PD 2.89 5.72
51 + ND + + SD 7.7 +8.75
53 + Exon 19 del + + PR +20.7 +20.7
57 - Exon 19 del + + PR 11.3 +12.2
75 + Exon 19 del + + PR 15.6 +30.2
91 + ND + + SD 5.16 8.098
100 - L858R - ND PD 1.55 2.86
101 + ND + + PR 9.05 10.3
102 + Ninguna + + PD 3.22 3.95

*Caracteristicas de 102 pacientes con histologia confirmada de cancer de célula no pequefia con enfermedad
mesurable, localmente avanzada o metastatico progresando o recayendo después de quimioterapia, o0
contraindicaciones médicas para quimioterapia que fueron tratados posteriormente con 250 mg de gefitinib
diariamente. ND: no determinado; PD = enfermedad progresiva, SD = enfermedad estable, PR = respuesta parcial;
CR = respuesta completa. IHC = inmunohistoquimica. amplificacién del gen en EGFR + = Presencia de amplification
de gen. Amplificacion de gen EGFR - = Ausencia de amplificacion. EGFR IHC+ = Positivo. EGFR IHC- = Negativo.
P-Akt+ = Positivo. P-Akt - = Negativo. Tiempo de progresion supervivencia + _ censados

Ensayos Multivariable para EGFR
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[0151] Para definir qué variables predecian la supervivencia, se incluyeron en un modelo multivariable los factores
que fueron significativos en el analisis univariante (sexo, histologia, estado funcional, FISH y estado proteico). No se
incluyeron en los andlisis univariante el estado de mutacién y la condicion de fumador, ya que no estaban
relacionados con la supervivencia (P = 0,09 y P = 0,20, respectivamente). El deficiente estado funcional (PS 2)
permanecio estadisticamente relacionado de forma significativa con un aumento en el riesgo de muerte (cociente de
riesgo [HR] = 327, 95% ClI = 149 a 7,17, P = 0,003), mientras que las histologias de
adenocarcinoma/bronquioloalveolar (HR = 0,58, 95 % CI = 0,35 a 0,96, P = 0,035) y estado FISH (HR = 0,44, 95 %
Cl = 0,23 a 0,82, P = 0,01) se asociaron estadisticamente de forma significativa a una mejor supervivencia. Ni el
estado proteico (HR = 0,60, 95 % Cl = 0,36 a 1,01, P = 0,056) ni el sexo (HR = 1,43, 95 % Cl =0,79 a 2,6, P = 0,20)
se asociaron estadisticamente de forma significativa con la supervivencia.

Asociacion entre EGFR y P-Akt

[0152] La evaluacion de la proteina P-Akt tuvo éxito en 98 pacientes. El estado positivo para P-Akt se asocio
significativamente con una mejor tasa de respuesta (21 % frente al 0 %, diferencia media del 20,6%, 95 %ClI: 11,0 a
30,2, P = 0,004), la tasa de control de la enfermedad (50 % frente al 22 %, diferencia media del 28,1 %, 95 %CI: 9,5
a 46,7,P = 0,008), un mayor tiempo hasta la progresion (4,2 frente a 2,1 meses, diferencia media de 2,1 meses,
95 %ClI: 0,7 a 3,4 meses, P = 0,01), pero no con la supervivencia (11,4 frente a 9,4 meses, diferencia media de 2,0
meses, 95 % CI: 1,3 a 5,3 meses, P = ,20). El estado positivo para P-Akt también se asocié significativamente con
una ganancia del gen EGFR (FISH+ Pearson r = 0,30, P = 0,01) y un alto nivel de expresion de proteina (EGFR
IHC+ Pearson r = 0,27, P = 0,01), pero no con la mutacion en EGFR (P = 0,08).

[0153] Combinando los datos de FISH y P-Akt (Tabla 11), los inventores observaron que los pacientes con doble
positivo (EGFR FISH+/P-Akt+) tuvieron una tasa de respuesta significativamente mayor (41 % frente al 3 %,
diferencia media del 38,5 %, 95 %CI: 20,1 a 56,8, P<0,001) y tasa de control de la enfermedad (72 % frente al 28 %,
diferencia media del 44,9 %, 95 %ClI: 26,6 a 65,3, P <0,001), mayor tiempo hasta la progresién (9,0 frente a 2,5
meses, diferencia media de 6,5 meses, 95 %Cl: 3,3 a 9,8 meses, P <0,001) y supervivencia (18,7 frente a 9,4
meses, diferencia media 9,3 meses, 95 %Cl: 4,7 a 13,9 meses, P = 0,04) en comparacion con los pacientes EGFR
FISH- y/o los pacientes P-Akt-. Se observaron hallazgos similares cuando se combinaron los datos de
inmunohistoquimica y mutacion para EGFR con los datos de P-Akt. En comparacion con pacientes EGFR- y/o P-Akt-
, los pacientes EGFR IHC+/P-Akt+ tuvieron una tasa de respuesta significativamente mejor (29 % frente al 4 %,
diferencia media del 25,8 %, 95 %Cl: 10,9 a 40,4, P <0,001), tasa de control de la enfermedad (66% frente al 23 %,
diferencia media del 43,1 %, 95 %CI: 23,9 a 60,6, P <0,001), mayor tiempo hasta la progresion (6,2 frente a 2,3,
diferencia media de 3,9 meses, 95 %Cl: 1,5 a 6,3 meses, P = 0,001), y mayor supervivencia (14,9 frente 8,3 meses,
diferencia media de 6,6 meses, 95 %Cl: 4,0 a 9,2 meses, P = 0,03). Los pacientes de mutacion en EGFR+/P-Akt+
tuvieron una tasa de respuesta significativamente mejor estadisticamente (67 % frente al 6%, diferencia media del
61,2 %, 95 %Cl: 34,0 a 88,4, P<0,001), tasa de control de la enfermedad (75 % frente al 32 %, diferencia media del
43,5 %, 95 %Cl: 16,8 a 70,2, P = 0,008), mayor tiempo hasta la progresion (11,2 frente a 2,6 meses, diferencia
media de 8,6 meses, 95 %Cl: 3,3 a 14,0 meses, P = 0,004), y mayor supervivencia (20,8 frente a 9,3 meses,
diferencia media 11,5 meses, 95 %Cl: 1,1 a 24,2 meses, P = 0,044) que los pacientes de mutacion en EGFR- y/o P-
Akt-.

TABLA 11 — Asociacion entre hibridacion fluorescente in situ (FISH) del receptor de factor de crecimiento epidémico
(EGFR), inmunohistoquimica (IHC) y mutacion con (P)-Akt fosforilada en pacientes con cancer de pulmén de
células no pequefas*

Marcadores N°. de Respuesta Tasa de Tiempo Media de 1-afio de
pacientes/ Obijectiva, control de medio de supervivenci supervivencia
% N/% enfermedad, progresion, a, meses acumulada = SD,
N/% meses %
EGFR FISHIP- 98/100 14/14 40/40 4.5 11.5 47+6
Akt
EGFR FISH+/P- 29/30 12/41 21/72 9.0 18.7 33+9
Akt+
EGFR FISH+/P- 4/4 0 1/25 1.1 13.8 7522
Akt-
EGFR FISH-/P- 38/39 2/5 12/32 2.6 8.4 38+8
Akt+
EGFR FISH-/P- 27128 0 6/22 24 6.0 57+9
Akt
Cualquiera 69/70 2/3 19/27 25 9.4 3746
negativo
P (cualquiera - <.001 § <.001 f <.001% .041% .075%
Versus +/+)
EGFR IHC/P- 98/100 14/14 40/40 3.2 11.3 4516
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Akt
EGFR 41/42 12/29 27/66 6.2 14.9 29+14
IHC+/PAKkt+
EGFR IHC+/P- 17/17 0 5/29 1.8 9.4 35+12
Akt-
EGFR IHC- 26/27 2/8 7127 2.3 6.4 38+10
/PAkt+
EGFR IHC-/P- 14/14 0 1/7 2.0 4.2 5418
Akt-
Cualquiera 57/58 2/3 13/23 2.3 8.3 35+7
Negativo
P (Cualquiera - <.001% <.001%t .001t .029t .032t
versus +/+)
Mutacion EGFR 85/100 12/14 32/38 2.9 10.1 43+5
/P-Akt
Mutacién EGFR 12/14 8167 9/75 11.2 20.8 38+10
+/P-Akt+
Mutacién EGFR 2/2 0 0 1.1 3.1 407
+/P-Akt-
Mutacién EGFR 44/52 4/9 17/39 2.7 8.4 50+£35
-/P-Akt+
Mutacién EGFR 27132 0 6/22 2.4 9.4 65+14
-/P-Akt-
Cualquiera 73/86 4/5 23/31 2.6 9.3 3916
Negativo
P (Cualquiera- <.0018 .0088 .0048 .044% 16t
Versus +/+)

*Caracteristicas de 102 pacientes con histologia confirmada de cancer de célula no pequefia con enfermedad
mesurable, localmente avanzada o metastatico progresando o recayendo después de quimioterapia, o
contraindicaciones médicas para quimioterapia que fueron tratados posteriormente con 250 mg de gefitinib
diariamente.

TP valores (bilateral) calculados usando la prueba log-rank.

1P valores (bilateral) calculados usando la prueba chi-cuadrado de Pearson.

§P valores (bilateral) calculados usando la prueba exacta de Fisher.

[0154] Independientemente del método de evaluacién de EGFR, los pacientes que eran positivos para EGFR y
negativos para P-Akt no respondieron al tratamiento con gefitinib (Tabla 11). El grupo de pacientes EGFR IHC+/P-
Akt- tuvo un resultado significativamente peor que el grupo positivo para ambas proteinas, en cuanto a tasa de
respuesta (0 % frente al 29 %, diferencia media del 29,3 %, 95 %CI: 15,3 a 43,2, P = 0,012), tasa de control de la
enfermedad (29 % frente al 66%, diferencia media del 36,5 %, 95 %ClI: 10,4 a 62,5, P = 0,011), y no tuvieron una
tendencia significativa hacia un menor tiempo hasta la progresion (1,8 frente a 6,2 meses, diferencia media de 4,4
meses, 95 %Cl: 2,3 a 6,4 meses, P = 0,08) y supervivencia (9,4 frente a 14,9 meses, diferencia media de 5,5 meses,
95 %ClI: 1,6 a 9,3 meses, P =,21). No se hicieron comparacion con EGFR FISH y la mutacién en EGFR debido al
pequefio numero de pacientes (es decir, 4 y 2, respectivamente) en el grupo positivo para EGFR y negativo para P-
Akt.

[0155] También se observaron resultados desfavorables en el grupo de pacientes negativos para EGFR pero
positivos para P-Akt (Tabla 11). En comparacién con el grupo de doble positivo, el grupo EGFR FISH-/P-Akt+ tuvo
estadisticamente de forma significativa peor tasa de respuesta (5 % frente al 41 %, diferencia media del 36,1 %,
95 %Cl: 16,8 a 55,4, P <0,001), tasa de control de la enfermedad (32 % frente al 72 %, diferencia media del 40,8 %,
95 %Cl: 18,9 a 62,8, P = 0,001), y tiempo hasta la progresion (2,6 frente a 9,0 meses, diferencia media de 6,4
meses, 95 %ClI: 3,7 a 9,1 meses, P = 0,001) y una supervivencia estadisticamente no significativa mas corta (8,4
frente a 18,7 meses, diferencia media de 10,3 meses, 95 %Cl: 7,2 a 13,4 meses, P = 0,083). Se observaron
hallazgos similares cuando se evalu6 EGFR por inmunohistoquimica o para detectar mutaciones. En ambos casos,
el grupo EGFR-/P-Akt+ tuvo estadisticamente de forma significativa peor tasa de respuesta (P = 0,034 y P <0,001,
respectivamente, para proteina y mutacion), tasa de control de la enfermedad (P = 0,002 y P = 0,025), tiempo hasta
la progresion (P = 0,010 y P = 0,009) y tuvo una peor supervivencia estadisticamente no significativa (P = 0,080 y P
= 0,070), en comparacion con el grupo de doble positivo.

ANALISIS

[0156] En este estudio, los inventores han mostrado que la expresién de la proteina de EGFR se asocidé a una mejor
tasa de respuesta, un prolongado tiempo hasta la progresion estadisticamente significativo y supervivencia. Los
pacientes con puntuaciones IHC bajas (<200) tuvo un resultado tan malo como a los de bajos numeros de copias de
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genes 0 que carecen de mutaciones. Ademas, en pacientes con estado positivo para EGFR mediante cualquier
medio, la presencia de fosforilacién de Akt estaba relacionada significativamente con una mejor respuesta, tasa de
control de la enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia. Los resultados indican que la alta expresion
de la proteina de EGFR es un marcador de indicador molecular eficaz para la sensibilidad a gefitinib en pacientes
con NSCLC avanzado.

[0157] La presencia de mutaciones génicas en EGFR también estaba relacionada con una mejor respuesta a
gefitinib y tiempo hasta la progresion, pero la diferencia en la supervivencia no alcanzé importancia estadistica. Un
hallazgo interesante fue la asociacion entre las mutaciones en EGFR y el aumento del niumero de copias de genes,
un fenébmeno que se describié recientemente en la linea celular de cancer de pulmén humano H3255 (Tracy y col.,.
Cancer Res, 2004; 64: 7241-44) y que probablemente es relevante para la sensibilidad a gefitinib. De hecho, entre
los ocho pacientes con mutaciones en EGFR que respondieron a la terapia de gefitinib, siete también fueron FISH+,
y entre los seis pacientes con mutaciones en EGFR que no respondieron a la terapia, cuatro presentaron un patrén
disémico. Esta observacion sugiere que el impacto de la ganancia genémica es critico para predecir la sensibilidad a
gefitinib de las mutaciones en EGFR.

[0158] Otro hallazgo importante de estos estudios fue la ausencia virtual de mutaciones en EGFR en pacientes con
enfermedad estable. Entre los 21 pacientes con enfermedad estable que se evaluaron para determinar las
mutaciones en EGFR, Unicamente un paciente tenia una mutacion de EGFR. Enfermedad estable se definié aqui
como sin que haya una contraccion suficiente para calificar una respuesta parcial, ni un aumento suficiente para
calificar una enfermedad progresiva, que se confirm6 por dos observaciones consecutivas no mayores de 4
semanas. El pequefio nimero de mutaciones en pacientes con enfermedad estable tiene relevancia clinica ya que
los datos del ensayo BR.21 (Shepherd y col., 2004) muestran que el beneficio en la supervivencia de gefitinib no se
limita a los pacientes que respondieron al tratamiento. Es posible que la mejora en la supervivencia en los pacientes
tratados con gefitinib, como un conjunto, se deba a la presencia de un grupo de pacientes con un beneficio
intermedio del tratamiento, tal como aquellos con enfermedad estable, que se excluirian del tratamiento con inhibidor
de tirosina cinasa si el analisis de mutacion se establecié como la prueba de eleccion para la seleccion de pacientes.
Ademas, aunque estudios previos sugirieron que las mutaciones de EGFR estan presentes en la gran mayoria de
los pacientes que responden al tratamiento (Lynch y col., 2004; Paiez y col., 2004; Pao y col., 2004), en este estudio,
los inventores observaron que 40 % de los pacientes con mutaciones de EGFR tuvieron enfermedad progresiva.
Estos resultados podrian explicarse por el hecho de que este es el primer estudio realizado en una cohorte grande y
no seleccionada de pacientes tratados con gefitinib, en los cuales los resultados clinico son similar a los obtenidos
en ensayos clinicos grandes con gefitinib (Fukuoka y col., 2003; Kris y col., 2003, JAMA).

[0159] En este estudio, la sensibilidad a gefitinib se asocié con una alta expresion de la proteina de EGFR; los
resultados en pacientes con bajas puntuaciones de la expresion de EGFR (<200) fueron tan malos como en los
pacientes con bajos niUmeros de copias de genes o que carecen de mutaciones, lo que es diferente a lo que se ha
observado en estudios anteriores (Cappuzzo y col., 2003, J. Clin. Oncol.; Bailey y col., 2003; Parra y col., 2004). Las
diferencias en los procedimientos de tincién y directrices para la interpretacion de la evaluacion del EGFR pueden
ser la principal razon de conflicto en los resultados en los estudios. El tamafio y seleccion de muestreo del material
tisular para la tincion inmunohistoquimica también puede contribuir a diferencias en los resultados para los estudios.
Por ejemplo, se evaluaron tumores de Unicamente 43 y 50 pacientes por Cappuzzo y col. (Cappuzzo y col., 2003, J.
Clin. Oncol.) y Parra y col. (Parra y col., 2004), respectivamente. En el analisis inmunohistoquimico retrospectivo de
tejido tumoral procedente de los ensayos IDEAL, se estudié menos del 40 % de la poblacién total de pacientes
(Bailey y col., 2003), mientras que en el presente estudio, mas del 90 % de los pacientes tenia tejido disponible para
la tincién inmunohistoquimica.

[0160] En este estudio, los inventores también descubrieron una relacion entre la ruta de Akt activada (por ejemplo,
la expresion de Akt fosforilada) y sensibilidad a gefitinib, una relacion que también se habia descrito y analizado por
otros (Sordella y col., 2004; Cappuzzo y col., 2004, J Natl. Cancer Inst.). El analisis combinado del estado de EGFR
y P-Akt indicé que, independiente del método de evaluacion de EGFR, cuando el estado de EGFR fue positivo, la
presencia de fosforilacién de Akt estaba relacionada significativamente con una mejor respuesta, tasa de control de
la enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia. De manera importante, se observé un mejor resultado no
s6lo cuando el subconjunto de pacientes EGFR+/P-Akt+ se comparé con todos los demas grupos combinados pero
también cuando este subconjunto se compar6 con pacientes positivos para EGFR pero negativos para P-Akt. Estos
hallazgos sostienen la hipétesis de que, cuando la diana de gefitinib esta presente pero la ruta anti-apoptética no
estd activada, el paciente no es sensible a los efectos inhibidores de gefitinib, como se ha sugerido previamente
(Cappuzzo y col., 2004, J. Natl. Cancer Inst.) y como se demuestra en modelos preclinicos (Ono y col., 2004; Bianco
y col.,, 2003). Como se espera, el grupo EGFR+/P-Akt+ también tubo un resultado significativamente mejor en
comparacion con el grupo EGFR negativo y P-Akt positivo, confirmando los datos preclinicos que indican que la
activacion de Akt independiente de EGFR aberrante puede conducir a una resistencia a gefitinib (Bianco y col.,
2003; Janmaat y col., 2003). Estos datos indican que el estado P-Akt positivo es relevante en pacientes EGFR
positivo para la identificacion de un subgrupo de pacientes particularmente sensibles al farmaco. En pacientes EGFR
negativo, el estado P-Akt positivo puede identificar un grupo de pacientes con una posibilidad muy baja de
beneficiarse del tratamiento con gefitinib.
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[0161] La informacién concerniente a la relacion entre la expresion de la proteina de EGFR y la activacién de la ruta
de Akt promovera en gran medida la compresién del mecanismo de sensibilidad a gefitinib. Los inventores
compararon la expresion de la proteina de EGFR y P-Akt en un subgrupo de pacientes y, en general, la expresion de
las proteinas EGFR y P-Akt se encontrd en las mismas poblaciones celulares (datos no mostrados), indicando que la
P-Akt observada fue resultado de la actividad de EGFR. Sin embargo, en algunos casos, se encontraron
discrepancias en la expresion (es decir, algunas células expresaron EGFR y no P-Akt y viceversa.), lo que puede
deberse a causas biolédgicas o causas técnicas.

[0162] En conclusion, los resultados de este estudio demuestran que gefitinib es eficaz en pacientes con NSCLC
avanzado con alta expresion de la proteina de EGFR y combinaciones de proteina/mutacién EGFR, proteina
EGFR/FISH. La IHC representa una prueba ideal para seleccionar pacientes candidatos con NSCLC para la terapia
de gefitinib. Ya que los pacientes que tenian una alta expresion de EGFR y P-Akt tuvieron una mejor respuesta, tasa
de control de la enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia, también se cree que el andlisis del estado
de activacion de la proteina Akt es relevante para una seleccién de paciente apropiada.

Ejemplo 4

[0163] El siguiente ejemplo resume los resultados de los estudios que demuestran el uso de amplificaciéon génica de
HER2 y la polisomia HER2 para predecir el resultado para los inhibidores del EGFR en pacientes con NSCLC
(cohorte Italiana).

[0164] En estos experimentos, se midié el nimero de copias del gen HER2 por célula por FISH, los niveles de
proteina HER2 se midieron por inmunohistoquimica y las mutaciones en HER2 del exdn 20 se evaluaron en una
cohorte de 102 pacientes con NSCLC en fase avanzada tratados con gefitinib.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

[0165] El andlisis por FISH de HER2 se completé en 102 pacientes. Los pacientes con elevado nimero de copias de
HER?2 (alta polisomia y amplificacion génica: HER2 FISH+) representaron el 22,8 % de los casos y en comparacion
con pacientes con ninguna o poca ganancia (HER2 FISH-) tuvieron significativamente mejor respuesta objetiva (OR:
34,8 % frente al 6,4 %, p = 0,001), tasa de control de la enfermedad (DCR: 56,5 % frente al 33,3 %, p = 0,04), tiempo
hasta la progresion (TTP: 9,05 frente a 2,7 meses, p = 0,02) y una tendencia hacia una mayor supervivencia (OS:
20,8 frente a 8,4 meses, p = 0,056).

[0166] La expresion de la proteina HER2 se investigd en 72 pacientes y 5 (7 %) pacientes fueron positivos para un
alto nivel de expresion HER2. No se detect6é ninguna asociacion significativa con respuesta o supervivencia en esta
cohorte pero la funcién clinica dltima de la expresion de la proteina HER2 en relacién con los inhibidores de la
tirosina cinasa tiene que investigarse en una publicaciéon de estudio mayor.

[0167] El ex6n 20 del gen HER2 se secuencid en 89 pacientes y todos dieron negativo para mutaciones. Por lo
tanto, las mutaciones en el dominio de tirosina cinasa del gen HER2 parecian ser infrecuentes y clinicamente no
relevantes.

[0168] En conclusién, este estudio mostrd que los pacientes con HER2 FISH+ NSCLC tienen beneficio clinico del
tratamiento con TKI gefitinib, representado por mayor tasa de respuesta, tasa de control de la enfermedad y mayor
tiempo hasta la progresion.

Ejemplo 5

[0169] El siguiente ejemplo resume los resultados de los estudios que demuestran el uso de amplificacion génica de
HER2 y polisomia junto con la amplificacion génica de EGFR y polisomia para predecir resultados para inhibidores
del EGFR en pacientes con NSCLC (cohorte Italiana).

[0170] En este estudio, el analisis del patrén HER2 FISH se combiné con los analisis del patron EGFR FISH, usando
la metodologia que se ha descrito previamente en el presente documento.

[0171] Los resultados mostraron que los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR FISH+ tenian de forma
significativa mejor OR y DCR que los pacientes negativos para ambos receptores. Los pacientes con elevados
nuamero de copias de ambos genes (HER2 FISH+/EGFR FISH+) tenian la mayor OR (53,8 %) y DCR (76,9 %), y
estos resultados fueron significativamente mejores que los observados en pacientes con tumores HER2 FISH- y/o
EGFR FISH- (OR: 6,8 %, p<0,001; DCR: 33,0 %, p = 0,002). Los pacientes HER2 FISH+/EGFR FISH- tenian menor
OR que los pacientes de doble positivo, aunque la diferencia no fue estadisticamente significativa (OR: 21,0 %, p=
0,07). No se observo diferencia en la respuesta entre pacientes HER2 FISH-/EGFR FISH+ y los pacientes de doble
negativo HER2 FISH-/EGFR FISH (OR: 10,0 % frente al 1,6%, p = 0,27; DCR: 30,0 % frente al 25,4 %, p = 0,71),
aunque el ultimo grupo tuvo significativamente un peor resultado en comparacion con HER2 FISH+ y/o EGFR FISH+
(OR: 1,6% frente al 28,6%, p<0,001; DCR: 25,4 frente a 57,1 %, p = 0,001).
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[0172] Los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR FISH+ tenian significativamente un mayor tiempo hasta la
progresion y supervivencia total que los pacientes negativos para ambos receptores. en los pacientes con doble
positvo HER2 FISH+/EGFR FISH+, el TTP medio y OS fueron 9,8 y 20,8 meses, respectivamente,
significativamente inferiores a los observados en los grupos HER2 FISH- y/o EGFR FISH- (TTP: 2,6 meses, p =
0,007; OS: 8,3 meses, p = 0,04), y con una tendencia no significativa en comparacion con los pacientes HER2 FISH-
/EGFR FISH+ (TTP: 5,3 meses, p = 0,20; OS: 9,3 meses, p = 0,13). Los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR
FISH- tuvieron el mismo resultado deficiente que el grupo de doble negativo (TTP: 2,3 frente a 2,6 meses, p = 0,4,
OS: 6,0 frente a 7,3 meses, p = 0,4).

Ejemplo 6

[0173] EI siguiente ejemplo resume los resultados de estudios que demuestran el uso de amplificacion génica de
HER?2 y polisomia de HER2 junto con la deteccién de los niveles de proteina de EGFR para predecir el resultado
para los inhibidores del EGFR en pacientes con tumores NSCLC.

[0174] En estos estudios, el patron HER2 FISH se combiné con la expresion de la proteina de EGFR determinada
por inmunohistoquimica (IHC), usando la metodologia que se ha descrito previamente en el presente documento.

[0175] Los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR IHC+ tuvieron significativamente mejor OR y DCR que los
pacientes negativos para ambos receptores. OR y DCR fueron significativamente mejores en pacientes de doble
positivo HER2 FISH+/EGFR IHC+ en comparacién con todos los demas grupos de pacientes (OR: 53,8 % frente al
7,1 %, p<0,001; DCR: 76,9 frente a 34,5, p = 0,004). Se observé una diferencia significativa en OR entre los
pacientes de doble positivo y HER2 FISH-/EGFR IHC+ (OR: 11,1 %, p = 0,003). No se encontré ninguna diferencia
entre los pacientes HER2 FISH+/EGFR IHC- y doble negativo HER2 FISH-/EGFR IHC-, en los que OR y DCR fueron
significativamente peores que en los otros tres grupos combinados (OR: 0 % frente al 19,1 %, p = 0,009; DCR: 13,7
% frente al 51,5 %, p = 0,001).

[0176] Los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR IHC+ también tuvieron significativamente un mayor tiempo
hasta la progresién y supervivencia total que los pacientes negativos para ambos receptores. EI TTP y la
supervivencia fueron significativamente mayores en pacientes de doble positivo (HER FISH+/EGFR IHC+) en
comparacion con los otros tres grupos de pacientes combinados (HER2 FISH - y/o EGFR IHC-; TTP: 12,3 frente a
2,6 meses, p = 0,006; OS: 20,8 frente a 8,4 meses, p = 0,030) y con un mayor TTP estadisticamente significativo y
tendencia hacia una mejor supervivencia en comparacion con pacientes con tumores HER2 FISH-/EGFR IHC+
(TTP: 4,2 meses, p = 0,046; OS: 11,3, p = 0,12). Los pacientes con tumores HER2 FISH+/EGFR IHC- tuvieron
resultados deficientes de forma similar a los del grupo de doble negativo (TTP: 2,3 frente a 2,1 meses, p = 0,06; OS:
3,3 frente a 5,0 meses, p = 0,39).

Ejemplo 7

[0177] EI siguiente ejemplo resume los resultados de estudios que demuestran el uso de amplificacion génica de
HER?2 y polisomia de HER2 junto con la deteccion de mutaciones en el gen EGFR para predecir el resultado para
los inhibidores del EGFR en pacientes con tumores NSCLC.

[0178] En este ejemplo, el patron HER2 FISH se combind con la presencia de mutaciones en el gen EGFR
determinadas por secuenciacion del ADN, usando la metodologia que se ha descrito previamente en el presente
documento.

[0179] Los pacientes con tumores HER2 FISH+/mutacién en EGFR+ tuvieron la mejor OR y DCR (87,5 % para
ambos), que fue significativamente mayor que en los pacientes HER2 FISH- y/o mutacion en EGFR- (OR: 5,0 %,
p<0,001; DCR: 31,3 %, p = 0,003). Entre los 7 pacientes HER2 FISH-/mutacion EGFR+, un solo paciente respondi6
(OR: 14,2 %) y un solo paciente tuvo estabilizacion de la enfermedad (DCR: 28,5 %). En el grupo HER2
FISH+/mutacién EGFR-, ningun paciente respondio y DCR fue del 27,2 %. Estos resultados no fueron diferentes de
los observados en pacientes de doble negativo HER2 FISH-/mutacién EGFR- (OR: 4,8 %, p = 1,0; DCR: 32,2 %, p =
1,0), en los que OR fue significativamente pero que en los otros grupos combinados (OR: 30,8 %, p = 0,002).

[0180] Los pacientes con tumores HER2 FISH+/mutacion EGFR+ tuvieron significativamente un mayor TTP y OS en
comparacién con otros pacientes combinados (TTP: 15,5 frente a 2,6 meses, p = 0,003; OS: no alcanzado frente a
8,3, p = 0,001), pero también en comparacion con los pacientes HER2 FISH-/mutaciéon EGFR+ (TTP: 2,8 meses, p =
0,004; OS: 5,7, p = 0,030). El grupo de pacientes mutacion EGFR-/HER2 FISH+ tuvo el peor resultado en cuanto a
TTP (2,3 meses) y OS (6,5 meses).

Ejemplo 8

[0181] En base a estos estudios que combinan la cohorte del estudio Italiano y el estudio 0126 del Southwest
Oncology Group se da un apoyo adicional del papel prondstico de la prueba individual, asi como combinaciones de
pruebas:
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(1) Apoyo del aumento del numero de copias del gen EGFR como marcador predictivo para el efecto clinico de los
inhibidores del EGFR en pacientes con NSCLC

[0182] La University of Colorado Cancer Center ha realizado analisis de laboratorio de dos ensayos clinicos. Para
hacer un analisis estadistico mas sustancial y potente, los inventores han analizado el conjunto de datos
combinados, que incluye el conjunto de 204 pacientes con NSCLC. Un estudio de Italia (102 pacientes), en el que
los pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) habian sido tratados con gefitinib 250 mg a
diario después del fallo de al menos un régimen de quimioterapia anterior. El otro estudio clinico se realiza por el
Southwest Oncology Group (SWOG) en 136 pacientes con carcinoma bronquioloalveolar (BAC) o adenocarcinoma
con rasgos BAC. Las Tablas 12 y 13 muestran la caracterizacion de los pacientes combinados y el estado de EGFR

IHC, EGFR FISH, mutacion en EGFR, Akt fosforilada y KRas.

TABLA 12

Grupo ltaliano Grupo S0126 Total
Hombre 68 (65%) 48 (48%) 116 (57%)
Mujer 36 (35%) 52 (52%) 88 (43%)
Fumador Antiguo/Actual 89 (86%) 73 (73%)* 162 (79%)
No fumador 15 (14%) 27 (27%) 42 (21%)
Estado de rendimiento 0-1 91 (87%) 86 (86%) 177 (87%)
Estado de rendimiento 2 13 (13%) 14 (14%) 27 (13%)
Adenocarcinoma 55 (53%) 44 (45%) 99 (49%)
BAC 9 (9%) 54 (55%) 63 (31%)
Célula grande 2 (2%) 2 (1%)
Célula escamosa 26 (25%) 26 (13%)
Indiferenciado 12 (12%) 12 (6%)
Enfermedad fase IlI 14 (13%) 7 (7%) 21 (11%)
Enfermedad fase IV 90 (87%) 89 (93%) 179 (89%)
Resultado Total 13% 17% 15%
Tasa de control de enfermedad 39% 48% 43%
Tiempo medio de Progresion 3(2-4) 4 (3-6)* 3(3-94)
Supervivencia media 9 (6-11) 14 (10-18)* 11 (8-14)
1 afio de supervivencia 41% (31-51) 55% (45-64) 48% (41-55)

*p<0.05

TABLA 13
EGFR | EGF EGFRFIS | EGFRFIS | EGF EGFR | PAKT+ | PAK | KRAS | KRAS
IHC+ R H+ H - R M+ | M- T- + -

IHC -

Hombre 68/12 | 45/79 | 30/59 771124 18/43 | 72/11 | 72/127 | 30/57 | 25/36 57/10
1 (57% | (51%) (62%) 42% | 3 (57%) (53% | (69%) | 2

Mujer (56%) |) 29/59 47/124 ) (64%) ) 11/36 (57%)
53/12 | 34/79 | (49%) (38%) 25/43 | 41/11 | 55/127 | 27/57 | (31%) | 44/10
1 (43% (58% | 3 (43%) (47% 2
(44%) |) ) (36%) ) (43%)
Valor p Chi Valor p Chi cuadrado= Valor p Chi Valor p Chi Valor p Chi
cuadrado= 0.149 cuadrado= cuadrado= cuadrado=
0.915 0.014 0.608 0.185

Fumador Actual | 99/12 | 59/79 | 42/59 104/124 30/43 | 96/11 | 26/127 | 12/57 | 33/36 80/10

/antiguo 1 (75% | (71%) (84%) (70% | 4 (20%) (21% | (92%) | 2

No fumador (82%) |) 17/59 20/124 ) (84%) ) 3/36 (78%)
22/12 | 20/79 | (29%) (16%) 13/43 | 18/11 | 101/12 | 45/57 | (8%) 22/10
1 (25% (30% | 4 7 (79% 2
(18%) |) ) (16%) | (80%) ) (22%)
valor p chi- valor p chi-cuadrado = valor p chi- valor p chi- valor p chi-
cuadrado = 0.046 cuadrado = cuadrado = cuadrado =
0.226 0.045 0.928 0.076

Adenocarcinom | 58/12 | 38/78 | 31/58 54/124 24/42 | 58/11 | 59/126 | 26/57 | 21/36 45/10

a 0 (49% | (53%) (44%) 57% | 2 (47%) (46% | (58%) |1
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(48%) |) 15/58 43/124 ) (52%) | 43/126 |) 14/36 (45%)
BAC 36/12 | 27/78 | (26%) (35%) 13/42 | 27/11 | (34%) 19/57 | (39%) | 29/10
0 (35% | 1/58 1/124 (31% | 2 1/126 (33% | 0/36 1
Célula Grande | (30%) |) (2%) (1%) ) (24%) | (1%) ) (0%) (29%)
1/120 | 1/78 9/58 17/124 0/42 1/112 | 17/126 | 1/57 1/36 1/101
Célula (1%) | (1%) | (16%) (14%) 0%) | (1%) |(13%) |(@%) |(G% | (@1%)
Escamosa 18/12 | 8/78 2/58 9/124 2/42 19/11 | 6/126 8/57 | 0/36 18/10
0 (10% | (3%) (7%) 5%) |2 (5%) (14% | (0%) 1
Indiferenciado (15%) | ) 3/42 (17%) ) (18%)
7/120 | 4/78 (7%) | 7/112 3/57 8/101
(6%) | (5%) (6%) (5%) (8%)
valor p chi- valor p chi-cuadrado = valor p chi- valor p chi- valor p chi-
cuadrado = 0.536 cuadrado = cuadrado = cuadrado =
0.867 0.347 0.984 0.051

[0183] Como se muestra en la Tabla 14 (véase a continuacion), en el estudio, 183 pacientes tenian andlisis por FISH
realizados, y 52 pacientes (32 %) eran "FISH-positivos" para EGFR (tuvieron alta polisomia o amplificaciéon génica).
La tasa de "respuesta total" fue del 33 % para el grupo positivo para FISH frente al 6% para el grupo FISH-negativo
(disomia, trisomia y baja polisomia) (p<0,001). La tasa de "control de la enfermedad" (respuesta objetiva +
enfermedad estable) fue del 65 % en el grupo FISH positivo frente al 30 % en el grupo FISH negativo (p<0,001). El
tiempo hasta la progresion (TTP) fue una media de 9 meses (95 % CI 5-10) para el grupo FISH positivo frente a 3
meses (95 % CI 2-3) para el grupo FISH negativo (p<0,001). La supervivencia media fue de 18 meses (95 % CI 14-
21) en el grupo FISH positivo frente a 8 meses (95 % CI 6-11) en el grupo FISH negativo (p = 0,002) y la tasa de
supervivencia a 1 afio fue del 68 % (95 % CI 56-80 %) en el grupo FISH positivo frente al 37 % (95 % CI 29-46%) en
el grupo FISH negativo .

[0184] En conclusidn, este andlisis de datos combinados demostré de forma estadisticamente significativa una mejor
respuesta, control de la enfermedad, tiempo hasta la progresion y supervivencia para pacientes con un aumento
numero de copias del gen EGFR ("FISH positivo") en comparacion con pacientes FISH negativo. Estos andlisis, que
ahora incluyen 183 pacientes sostienen los resultados individuales de la cohorte del estudio Italiano (Cappuzzo y
col., 2005 JNCI) y el estudio del Southwest Oncology Group (Hirsch y col., JCO in press 2005).

(2) Apoyo de la expresion de la proteina de EGFR detectada por inmunohistoquimica como un marcador predictivo
para el efecto clinico de los inhibidores del EGFR en pacientes con NSCLC.

[0185] Como se muestra en la Tabla 14, la expresion de la proteina de EGFR se midi6 en 203 pacientes por
inmunohistoquimica. La proteina EGFR se considerd positiva en 121 pacientes (61 %). La respuesta total en los
pacientes positivos para EGFR fue del 22 % frente al 5 % en el grupo negativo para EGFR (p = 0,002) y la tasa de
control de la enfermedad fue del 56% frente al 27 % (p<0,001). El tiempo hasta la progresién fue de 5 meses (95 %
Cl 3-7) frente a 3 meses para los pacientes negativos para EGFR (p = 0,006), y la supervivencia media fue de 14
meses (95 % CI 11-21) frente a 7 meses (5-10) (p = 0,003). Las tasas de supervivencia a un afio fueron del 56%
(95 % CI 47-65 %) para el grupo positivo para EGFR frente al 37 % (26-48 %) para el grupo negativo para EGFR.

[0186] En conclusién, la expresién de la proteina de EGFR determinada por inmunohistoquimica pronostico
significativamente una mejor respuesta, tasa de control de la enfermedad, supervivencia media y supervivencia a 1
afio después del tratamiento con el inhibidor de EGFR en comparacion con el grupo de pacientes negativo para
EGFR.

TABLA 14
Ne. OR DC TTP MS 1-afio OS
pacientes
FISH + 59 (32%) 33% 65% 9 (5-10) 18 (14-21) 68% (56%-
FISH - 124 (68%) 6% 30% 3(2-3) 8 (6-11) 80%)
valor p< valor p< valor p< valor p= 37% (29%-
0.001 0.001 0.001 0.002 46%)
IHC + 121 (61%) 22% 56% 5(3-7) 14 (11-21) 56% (47%-
IHC - 79 (40%) 5% 27% 3(2-3) 7 (5-10) 65%)
valor p= valor p< valor p= valor p= 37% (26%-
0.002 0.001 0.006 0.003 48%)
Mutacion EGFR | 43 (28%) 39% 52% 3(2-11) 13 (6-21) 52% (37%-
+ 113 (72%) 7% 37% 3(2-4) 11 (7-13) 68%)
Mutacion EGFR valor p< valor p= valor p= valor p= 46% (37%-
- 0.001 0.151 0.180 0.210 55%)
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P-AKT + 127 (69%) 20% 49% 4 (3-5) 13 (10-16) 52% (43%-
P-AKT - 57 (31%) 2% 33% 3(2-5) 8 (6-14) 61%)
valor p= valor p=0.10 | valor p=0.09 | valor p=0.34 | 41% (28%-
0.005 54%)
Mutacién KRAS | 36 (26%) 7% 39% 3 (2-4) 11 (6-23) 49% (33%-
+ 102 (74%) 19% 40% 3 (2-4) 12 (8-15) 66%)
Mutacién KRAS - valor p= valor p=0.99 | valor p= valor p= 50% (40%-
0.237 0.890 0.890 60%)

(3) La combinacién de la evaluacién de la proteina EGFR por inmunohistoquimica y el nimero de copias del gen
EGFR por FISH predicen fuertemente un buen resultado después de terapia con el inhibidor de EGFR, y pueden
usarse pacientes con resultado "negativo" para tanto la proteina EGFR como el numero de copias del gen EGFR por
FISH para seleccionar pacientes de cancer de pulmén que no tendran ningin beneficio clinico de los inhibidores del
EGFR en pacientes con NSCLC

[0187] A partir del analisis de datos combinado se dan dos resultados claros:

Como se muestra en la Tabla 15, entre 42 pacientes que eran tanto "EGFR FISH-positivo" como "EGFR IHC-
positivo", la tasa de respuesta fue alta, 41 %, y el 76% tenia control de la enfermedad. El tiempo hasta la progresion
para el grupo de pacientes con "doble positivo" fue de 9 meses (95 % CI 6-16 meses), la supervivencia media fue de
21 meses (95 % CI 15-21) y la supervivencia a 1 afio fue del 77 % (95 % CI 63-90). Por el contrario, los valores
correspondientes para el grupo de pacientes con "doble negativo" (pacientes con "EGFR FISH negativo" y "EGFR
IHC-negativo™) fueron una tasa de respuesta del 2 %, una tasa de control de la enfermedad del 17 %, el tiempo
hasta la progresion fue de 2 meses, la supervivencia media fue de 6 meses y la supervivencia a 1 afio fue del 30 %.
Hubo una diferencia estadisticamente significativa (p<0,001) en todos los parametros.

TABLA 15 — Resultados de combinacion FISH e IHC (n=179 pacientes)

Ne. RSP DCR TTP (mo) MS (mo) 1-afio
pacientes
FISH+/IHC+ | 42 41% 76% 9 (6-16) 21 (15-21) valor p- 77% (63-
valor p- valor p- valor p- *<0.001 90)
*<0.001 *<0.001 *<0.001
FISH+o 83 10% 43% 3(2-5) 11 (7-15) 44% (33-
IHC+ 55)
FISH-/IHC- 54 2% 17% 2(2-3) 6 (4-8) 30% (18-
43)

*valor p de FISH+ /IHC + versus otros dos grupos

[0188] En conclusion, los pacientes con cancer de pulmoén, cuyos tumores expresan fuertemente tanto la proteina
EGFR (detectada por inmunohistoquimica) como un aumento del nimero de copias del gen EGFR (detectado por
FISH) tienen una alta tasa de respuesta, una tasa de control de la enfermedad y una supervivencia
significativamente prolongada después de la terapia con el inhibidor de EGFR en comparacién con pacientes con
valoraciones de "doble negativo".

[0189] Los pacientes con NSCLC, que eran "doble negativo" (ninguna/baja sobreexpresion de la proteina EGFR y
ninguna/baja ganancia del gen EGFR) tendran menores probabilidades de beneficiarse de la terapia con el inhibidor
de EGFR y no han de ofrecerse a esta terapia.

[0190] Por lo tanto, la combinacién del ensayo EGFR FISH- y IHC debe usarse para seleccionar pacientes con
NSCLC que obtendran un beneficio y aquellos sin ningun beneficio clinico esperado de la terapia EGFR.

(4) Combinacion de mutacion en EGFR y expresion de la proteina de EGFR

[0191] Como se muestra en la Tabla 16, entre los 28 pacientes con prueba positiva tanto para mutacion en EGFR
como expresion de la proteina de EGFR, la tasa de respuesta para los pacientes con prueba de doble positivo fue
del 50 %, la tasa de control de la enfermedad fue del 60 %, el tiempo hasta la progresion fue de 10 meses, la
supervivencia media fue de 21 meses y la supervivencia a 1 afio fue del 63 %. Los valores correspondientes para
pacientes con prueba de doble negativo fue del 12 %, 25 %, 2 meses, 7 meses y 37 %.
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TABLA 16 — Resultados de combinacién de mutacién en EGFR y IHC (n=152 pacientes)

Ne. RSP DCR TTP (mo) MS (mo) 1-afio
pacientes
EGFR+/IHC+ | 28 50% 60% 10 (2-16) valor | 21 (10-21) 63% (45-81)
valor p- valor p- p-*=0.04 valor p-
*<(0.001 *=0.086 *=0.006
EGFR+0 IHC+ | 77 12% 47% 3(2-5) 12 (8-15) 50% (39-61)
EGFR-/IHC- 47 2% 25% 2 (2-3) 7 (5-12) 37% (23-51)

*valor p de EGFR+ /IHC + versus otros dos grupos

[0192] En conclusion, la combinaciéon de mutacién en EGFR y expresién de la proteina de EGFR puede usarse para
seleccionar pacientes de cancer de pulmén, que obtendran un beneficio de aquellos que probablemente no se
beneficiaran de la terapia con el inhibidor de EGFR.

(5) Combinacion de la expresion de la proteina de EGFR y expresién de la proteina AKT (fosforilada) como indicador
del resultado para los inhibidores del EGFR en pacientes con NSCLC

[0193] Como se muestra en la Tabla 17, ciento ochenta y dos pacientes tuvieron una prueba positiva para la
expresion de la proteina de EGFR (detectada por IHC) y la expresion de AKT fosforilada (detectada por IHC). Se
descubrié una prueba con doble positivo en 78 pacientes, y tenian una tasa de respuesta del 30 %, una tasa de
control de la enfermedad del 64 %, un tiempo hasta la progresion de 6 meses, una supervivencia media de 16
meses y una supervivencia a 1 afio del 63 %.

TABLA 17 — Resultados de combinacién P-AKT e IHC (n=182 pacientes)

Ne. RSP DCR TTP (mMo) MS (mo) 1-afio
pacientes
P-AKT+/IHC+ 78 30% 64% 6 (4-10) valor 16 (12-21) 63% (51-74)
valor p- valor p- p-*<0.001 valor p-
*<0.001 *=0.003 *=0.004
P-AKT+o IHC+ | 84 6% 34% 3(2-3) 8 (6-14) 43% (32-54)
P-AKT-/IHC- 23 0% 21% 2 (2-4) 6 (5-9) 30% (12-49)

*valor p de P-AKT+ /IHC + versus otros dos grupos

[0194] Por el contrario, entre los 23 pacientes con prueba de doble negativo, ninguno tuvo respuesta objetiva, el 21
% tuvo control de la enfermedad, el tiempo hasta la progresion fue de 2 meses, la supervivencia media fue de 6
meses Y la supervivencia a 1 afio fue del 30 %. En todos los pardmetros del resultado clinico mencionados hubo una
diferencia estadistica (p<0,05) entre el grupo de doble positivo y el grupo de doble negativo.

[0195] En conclusion, la combinacion de la expresion de la proteina de EGFR detectada por IHC y AKT fosforilada
detectada por IHC puede usarse para seleccionar pacientes de cancer de pulmén, que obtendran muy
probablemente un beneficio clinico de la terapia con el inhibidor de EGFR, y aquellos, pacientes que probablemente
no tendran ningun beneficio clinico de tal tratamiento.

(6) Combinacion del aumento del nimero de copias de genes detectado por FISH y mutaciones en EGFR como
indicador para el resultado a los inhibidores del EGFR en pacientes con NSCLC.

[0196] Como se muestra en la Tabla 18, se estudiaron conjuntamente los 143 pacientes tanto para determinar el
namero de copias del gen EGFR como las mutaciones en EGFR.

TABLA 18 —Resultados de combinacion de mutacion FISH y en EGFR (n=143 pacientes)

No. pts RSP DCR TTP (mo) MS (mo) 1-afio
FISH+/EGFR+ 17 69% 69% 16 (3-20) valor | NR 67% (71-100)
valor p- valor p- p-*=0.004 valor p-
*<0.001 *=0.031 *=0.003
FISH+0 EGFR+ | 46 15% 45% 3(2-5 10 (5-14) 45% (30-59)
FISH-/EGFR- 80 3% 29% 3(2-3) 10 (6-13) 42% (31-53)

*valor p de FISH+/EGFR + versus otros dos grupos
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[0197] Entre los 17 pacientes, que tenian pruebas con doble positivo, la tasa de respuesta fue del 69 %, la tasa de
control de la enfermedad fue del 69 %, el tiempo hasta la progresion fue de 16 meses, la supervivencia media no se
habia logrado aln, pero excedié 20 meses, y la supervivencia a 1 afio fue del 67 %. Todos estos parametros eran
estadisticamente mejores de forma significativa que los resultados de los pacientes con las pruebas de doble
negativo. Tuvieron una tasa de respuesta del 3 %, una tasa de control de la enfermedad del 29 %, un tiempo hasta
la progresion de 3 meses, una supervivencia media de 10 meses y una supervivencia a 1 afio del 42 %.

[0198] En conclusion, la combinacion del aumento del nimero de copias del gen EGFR detectado por FISH y las
mutaciones en EGFR puede usarse para seleccionar los pacientes, que tendran un beneficio clinico de la terapia
con el inhibidor de EGFR.

(7) Combinacién del aumento del nimero de copias del gen EGFR, la expresion de la proteina de EGFR vy la
mutacion en EGFR predice un resultado clinico superior a la terapia con el inhibidor de EGFR en pacientes con
NSCLC.

[0199] Como se muestra en la Tabla 19, el andlisis de datos combinado de la cohorte Italiana y la cohorte del estudio
del Southwest Oncology Group demostr6 que entre los 12 pacientes, que tenian pruebas de triple positivo habia una
tasa muy alta de respuesta del 78 %, una tasa de control de la enfermedad del 78 %, un tiempo hasta la progresién
de 20 meses, una supervivencia media, que no se alcanzé pero excedia de 20 meses, y una supervivencia a 1 afio
del 100 %.

TABLA 19
FISH IHC Mut EGFR | n OR DCR TTP 0os 1-afio de

supervivencia

+ + + 12 78% 78% 20 (11-20) NR 100%

+ + - 20 22% 61% 5(3-12) 15 (6-16) 64% (42-86)

+ - + 5 50% 50% 3(2-9 NR 60% (17-100)

- + + 12 22% 44% 4 (2-7) 11 (3-11) 42% (1470)

+ - - 8 0% 39% 2 (1-6) 9 (1-9) 38% (7-66)

- + - 39 3% 41% 3(2-5) 11 (8-18) 49% (33-64)

- - + 6 0% 0% 2(1-2) 3(1-3) 0% (0-30)

- - - 37 3% 21% 2(2-3) 6 (4-12) 37% (21-52)

[0200] En conclusion, la combinacién del aumento del nimero de copias del gen EGFR detectado por FISH, la
expresion de la proteina de EGFR detectada por IHC y las mutaciones en EGFR pueden usarse para seleccionar
pacientes, que tendran un buen resultado clinico después de la terapia con el inhibidor de EGFR.

(8) La combinacion del nimero de copias del gen EGFR, la expresion de la proteina de EGFR y la expresion de AKT
fosforilada predice un resultado clinico superior después de la terapia con el inhibidor de EGFR de pacientes con
NSCLC.

[0201] Como se muestra en la Tabla 20, en el analisis de datos combinado de la cohorte Italiana y la cohorte del
estudio del Southwest Oncology Group se demostr6 que los pacientes con pruebas de triple positivo tenian una alta
tasa de respuesta del 43 %, una tasa de control de la enfermedad del 80 %, un tiempo hasta la progresion de 12
meses, una supervivencia media ain no alcanzada, pero que excedia de 20 meses y la supervivencia a 1 afio del
84 %.

TABLA 20
FISH IHC Mut EGFR | n OR DCR TTP os 1-afio de
supervivencia
+ + + 34 43% 80% 12 (9-19) NR 84% (70-97)
+ + - 4 0% 67% 9(2-9) 18 (5-18) 75% (33-100)
+ - + 15 15% 46% 3(2-6) 14 (3-19) 53% (28-79)
- + + 35 13% 47% 4 (2-6) 11 (6-15) 43% (26-59)
+ - - 2 0% 0% 2 (NA) 9 (NA) 0% (0-69)
- + - 23 6% 50% 4 (2-7) 9 (7-9) 47% (27-68)
- - + 32 4% 18% 2(2-3) 6 (4-10) 29% (13-44)
- - - 17 0% 14% 2(2-5) 6 (4-12) 29% (8-51)
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(9) El andlisis multivariable demuestra que tanto el aumento del nimero de copias del gen EGFR como el aumento
de la expresion de la proteina de EGFR son factores prondstico/predictivos independientes para el resultado de la
supervivencia en pacientes con NSCLC tratado con inhibidores del EGFR:

[0202] El andlisis multivariable incluia datos de la cohorte del estudio Italiano y el estudio clinico 0126 del Southwest
Oncology Group demostré que tanto el aumento del nimero de copias del gen EGFR detectado por FISH como el
aumento de la expresion de la proteina de EGFR detectada por IHC eran factores prondstico/predictivos
independientes para la supervivencia (Tabla 21). El andlisis multivariable se basa en un andlisis univariable inicial
que incluye marcadores clinicos y biolégicos que usa métodos de regresion gradual retrograda. Todas las
covariedades significativas desde el punto de vista univariable se incluyeron en la seccién gradual.

TABLA 21 —Analisis multivariabledefactores prondstivo/predictivos en 179 pacientes NSCLCtratados con gefitinib.

VARIABLE N°. pacientes HR p-valor
Fumador habitual/antiguo 142 2.68 0.0005
Estado de rendimiento 2 24 3.64 0.0001
FISH - 120 1.87 0.006
IHC - 71 1.70 0.007

[0203] En conclusién, cada uno de los marcadores: Puede usarse el andlisis del nimero de copias del gen EGFR
detectado por FISH, la expresion de la proteina de EGFR detectada por IHC y expresion de AKT activada
(fosforilada), el nimero de copias del gen HER2 y la mutacion en el EGFR para la seleccion de pacientes de cancer
de pulmon, que tendran una buena respuesta médica después de la terapia con el inhibidor de EGFR. El analisis de
datos combinado realizado en base a los dos estudios mostré que las combinaciones de ensayos proporcionan una
prediccion muy alta de qué pacientes se beneficiaran de los inhibidores del EGFR y los que no. La combinacion del
andlisis del nimero de copias del gen EGFR por FISH y la expresion de la proteina de EGFR por IHC demostré una
prediccion muy fuerte para el aumento de la respuesta, aumento del tiempo hasta la progresion y una prolongacion
significativa de la supervivencia (media de 21 meses) en comparacién con los resultados de pacientes no
seleccionados. Los datos también mostraron que los pacientes con un bajo o ningin namero de copias del gen
EGFR (FISH negativo) y ninguna o baja expresion de la proteina de EGFR no se beneficiaron de la terapia con el
inhibidor de EGFR ya que no hubo respondedores y Unicamente un paciente se clasificé con enfermedad estable.
Sin embargo, el tiempo hasta la progresion fue muy corto y la supervivencia media en este grupo fue de 6 meses. El
grupo de pacientes con pruebas de "doble negativo" tenia un resultado similar a los pacientes tratados con placebo
en el estudio Canadiense, BR-21, en el que un grupo similar de pacientes con NSCLC avanzado, que no habian
tenido éxito en al menos un régimen de quimioterapia anterior, se asignaron al azar a placebo o erlotinib (Tsao y
col., JCO 23: 165:622S #7007). Por lo tanto, en los estudios de los inventores, se demuestra que una combinacion
de dos pruebas aplicables clinicas establecidas (FISH y IHC) tendra un valor significativo para la seleccién de
pacientes de cancer para inhibidores del EGFR.

Ejemplo 9

[0204] El siguiente ejemplo demuestra que el niumero de copias de los genes EGFR y HER2 detectados por FISH se
asocian a la sensibilidad con respecto a Cetuximab (C225, Erbitux™, BMS/Imclone) en lineas celulares de NSCLC.

[0205] Los estudios realizados en 25 lineas celulares de NSCLC mostraron que 5 lineas eran sensibles a Cetuximab
(Clsp <1 uM) y 20 lineas eran resistentes (Clsp >1 uM). Las cinco lineas celulares sensibles, a saber H827, H3255,
H358, H2279 y Calu 3, mostraron amplificacion génica de EGFR y/o HER2 por FISH. Por el contrario, entre las 20
lineas de NSCLC que eran resistentes a Cetuximab, ninguna tenia amplificacion génica de EGFR o HER2 y sélo 6
tenian alta polisomia para EGFR y/o HER2. La distribucion de las lineas de NSCLC con el alto nivel de ganancia
gendmica y ningin/bajo nivel de ganancia gendmica era considerablemente diferente entre las lineas sensibles a
Cetuximab y resistentes Cetuximab (chi cuadrado 10,84, p <0,001). Estos resultados apoyan la conclusion de que el
estado del nimero de copias de los genes EGFR y HER2 es un indicador de sensibilidad frente a la terapia con
anticuerpos.
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[0207] La presente solicitud también puede describirse por medio de las siguientes Clausulas:

1. Un método para seleccionar a un paciente con cancer que se predice que se beneficiara o no de la administracion
terapéutica de un inhibidor del EGFR, que comprende:

a) la deteccidn en una muestra de células tumorales de un paciente un nivel de un biomarcador seleccionado entre
el grupo que consiste en:

i) un nivel de amplificacion del gen del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR);
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i) un nivel de polisomia del gen EGFR;
iii) un nivel de amplificacion del gen del receptor del tipo receptor de tirosina cinasa humana (HER2); y
iv) un nivel de polisomia del gen HER2;

b) la comparacion del nivel del biomarcador en la muestra de células tumorales con respecto a un nivel de control
del biomarcador seleccionado entre el grupo que consiste en:

i) un nivel de control del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR;
i) un nivel de control del biomarcador que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y

¢) la seleccion del paciente como predictivo para beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel del biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o mayor que el
nivel de control del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel del
biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel del biomarcador que se ha
correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR;

d) la seleccién del paciente como predictivo para no beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel del biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente menor que el nivel de
control del biomarcador que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel del
biomarcador en las células tumorales del paciente es estadisticamente similar a o menor que el nivel del
biomarcador que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR.

2. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la detecciéon en (a)(i) o (a)(ii) se realiza usando una sonda
nucleotidica que hibrida al gen EGFR.

3. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion en (a)(iii) o (a)(iv) se realiza usando una sonda
nucleotidica que hibrida al gen HER2.

4. El método de la Clausula 2 o la Clausula 3, en el que la etapa de deteccién comprende adicionalmente la
utilizacién de una sonda nucleotidica que hibrida las secuencias del centrémero del cromosoma 7.

5. El método de la Clausula 2 o la Clausula 3, en el que la etapa de deteccion comprende adicionalmente la
utilizacién de una sonda nucleotidica que hibrida las secuencias del centromero del cromosoma 17.

6. El método de la Clausula 2, en el que la etapa de la deteccién comprende la utilizacion de una sonda nucleotidica
quimérica que hibrida al gen EGFR y las secuencias del centrémero del cromosoma 7.

7. El método de la Clausula 3, en el que la etapa de la deteccién comprende la utilizacién de una sonda nucleotidica
quimérica que hibrida al gen HER2 y las secuencias del centromero del cromosoma 17.

8. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccién comprende la deteccion del nimero de copias del
gen EGFR o el gen HER2 por célula tumoral en una o mas células tumorales en la muestra.

9. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion en (a)(i) comprende la deteccion de la amplificacion
génica de EGFR por célula tumoral en una o mas células tumorales en la muestra.

10. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion en (a) (iii) comprende la detecciéon de la
amplificacion génica de HER2 por célula tumoral en una 0 més células tumorales en la muestra.

11. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion comprende cualesquiera dos etapas (a) (i), (a) (i),
(@) (i) y (a) (iv).

12. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion comprende cualesquiera tres etapas () (i), (a) (i),
(@) (i) y (a) (iv).

13. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion comprende las cuatro etapas (a) (i), (a) (i), (a) (iii)
y (@) ().

éLHL; El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccion comprende tanto la etapa (a) (i) como la etapa (a)
15. El método de la Clausula 13, en el que la etapa de deteccion comprende ademas la etapa (a) (iii).

16. El método de la Clausula 13, en el que la etapa de deteccion comprende ademas la etapa (a) (iv).

17. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de deteccién comprende tanto la etapa (a) (iii) como (a) (iv).

18. El método de la Clausula 16, en el que la etapa de deteccion comprende ademas la etapa (a) (i).

19. El método de la Clausula 16, en el que la etapa de deteccion comprende ademas la etapa (a) (ii).

20. El método de la Clausula 1, en el que la etapa de la deteccién comprende tanto la etapa (a) (i) como (a) (iv).

21. El método de cualquiera de las Clausulas 1-20, en el que la etapa de la deteccion se realiza por hibridacion
fluorescente in situ (FISH).
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22. El método de cualquiera de las Clausulas 1-22, en el que la etapa de comparaciéon comprende la comparacion
del nivel de biomarcador en las células tumorales con respecto a un nivel de control del biomarcador en una o mas
células de control que son resistentes al inhibidor del EGFR.

23. El método de cualquiera de las Clausulas 1-22, en el que la etapa de comparaciéon comprende la comparacion
del nivel de biomarcador en las células tumorales con respecto a un nivel de control del biomarcador en una o mas
células de control que son sensibles al inhibidor del EGFR.

24. El método de cualquiera de las Clausulas 1-23, en el que el nivel de control del biomarcador que se ha
correlacionado con la sensibilidad y/o la resistencia al inhibidor del EGFR se ha predeterminado.

25. El método de la Clausula 1, en el que un paciente que tiene una muestra de tumor con 3 0 mas copias del gen
EGFR en menos aproximadamente el 40 % de las células se predice que respondera deficientemente o no
respondera al tratamiento con el inhibidor del EGFR.

26. El método de la Clausula 1, en el que un paciente que tiene una muestra de tumor con aproximadamente 4 o
mas copias del gen EGFR en mayor o igual a aproximadamente el 40 % de las células se predice que se beneficiara
del tratamiento con el inhibidor del EGFR.

27. El método de la Clausula 1, en el que se predice que un paciente se beneficiara del tratamiento con el inhibidor
del EGFR, cuando el paciente tiene una muestra de tumor con agrupamientos génicos EGFR o:

a) una proporcién de copias del gen EGFR con respecto a copias del cromosoma 7 por célula de aproximadamente
2 0 mas; o

b) un promedio de aproximadamente 15 o mas copias del gen EGFR por célula en mas de o igual a
aproximadamente el 10 % de las células analizadas.

28. El método de la Clausula 1, en el que un paciente que tiene una muestra de tumor con 3 0 mas copias del gen
HER2 en menos de aproximadamente el 40 % de las células se predice respondera de forma deficiente o no
respondera al tratamiento con el inhibidor del EGFR.

29. ElI método de la Clausula 1, en el que un paciente que tiene una muestra de tumor con aproximadamente 4 o
mas copias del gen HER2 en mayor o igual a aproximadamente el 40 % de las células se predice que se beneficiara
del tratamiento con el inhibidor del EGFR.

30. El método de la Clausula 1, en el que se predice que un paciente se beneficiara del tratamiento con el inhibidor
del EGFR, cuando el paciente tiene una muestra de tumor con agrupamientos génicos HER2 o:

a) una proporcion de copias del gen HER2 con respecto a copias del cromosoma 7 por célula de aproximadamente
2 0mas; o

b) un promedio de aproximadamente 15 o mas copias del gen HER2 por célula en mas de o igual a
aproximadamente el 10 % de las células analizadas.

31. El método de la Clausula 1, en el que la seleccion del paciente en la etapa (d) en base a la amplificacion génica
de EGFR o polisomia se invierte si el paciente se selecciona como predictivo para beneficiarse de la administracion
terapéutica del inhibidor del EGFR en base a la amplificacion génica de HER2 o polisomia.

32. El método de la Clausula 1, en el que la seleccién del paciente en la etapa (c) en base a la amplificacion génica
de EGFR o polisomia y la seleccion positiva del paciente en base a la amplificacion génica de HER2 o polisomia
aumenta la probabilidad de que el paciente responda al tratamiento con el inhibidor del EGFR en comparacion con la
seleccion del paciente en la etapa (c) en base a la amplificacién génica de EGFR o polisomia en solitario.

33. El método de cualquiera de las Clausulas 1-32, que comprende adicionalmente:

a) la deteccion de un nivel de expresién de la proteina del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) en
la muestra de células tumorales;

b) la comparacion del nivel de expresién de proteina de EGFR en la muestra de células tumorales con respecto a un
nivel de control de expresion de proteina de EGFR seleccionado entre el grupo que consiste en:

i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR; y
i) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y

¢) la seleccion del paciente como predictivo para beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de expresion de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente
similar o mayor que el nivel de control de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de expresiéon de proteina de EGFR en las células tumorales del
paciente es estadisticamente mayor que el nivel de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor del EGFR; o

d) la seleccion del paciente como predictivo para no beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de expresion de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente
menor que el nivel de control de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la sensibilidad al
inhibidor del EGFR, o si el nivel de expresién de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es
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estadisticamente similar o menor que el nivel de expresién de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor del EGFR.

34. El método de la Clausula 33, en el que el nivel de expresion de proteina de EGFR se detecta usando
inmunohistoquimica (IHC).

35. El método de cualquiera de las Clausulas 1-34, que comprende adicionalmente:
a) la deteccién de un nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales;

b) la comparacién del nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales con
respecto a un nivel de control de la expresiéon de proteina Akt fosforilada seleccionado entre el grupo que consiste
en:

i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR; y
i) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y

¢) la seleccion del paciente como predictivo para beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de la expresién de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente similar o mayor que el nivel de control de la expresion de proteina Akt fosforilada que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de la expresiéon de proteina Akt fosforilada en
las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada
gue se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; o

d) la seleccion del paciente como predictivo para no beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de la expresién de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente menor que el nivel de control de la expresion de proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado
con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de la expresién de proteina Akt fosforilada en las células
tumorales del paciente es estadisticamente similar o0 menor que el nivel de la expresién de proteina Akt fosforilada
gue se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR.

36. El método de la Clausula 35, en el que el nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada se detecta usando
inmunohistoquimica (IHC).

37. El método de la Clausula 35, en el que la etapa de la deteccion comprende la deteccion de polisomia de EGFR y
la expresion de la proteina Akt fosforilada.

38. El método de cualquiera de las Clausulas 1-37, que comprende adicionalmente una etapa de detectar
mutaciones en el gen EGFR, en el que la deteccién de una o mas mutaciones en el gen EGFR es adicionalmente
predictiva de que el paciente se beneficiara del tratamiento con el inhibidor del EGFR.

39. El método de la Clausula 38, que comprende la deteccion de mutaciones en uno o mas de los exones 18, 19 y
21 del gen EGFR.

40. El método de la Clausula 38, que comprende la deteccion de mutaciones en el dominio tirosina cinasa del gen
EGFR.

41. Un método para seleccionar un paciente de cancer que se predice que se beneficiard o no de la ventaja de la
administracion terapéutica de un inhibidor del EGFR, que comprende:

a) la deteccion en una muestra de células tumorales de un paciente de un nivel de expresiéon de la proteina de
receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR);

b) la comparacion del nivel de expresion de proteina de EGFR en la muestra de células tumorales con respecto a un
nivel de control de expresién de proteina de EGFR seleccionado entre el grupo que consiste en:

i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR; y
i) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y

¢) la seleccion del paciente como predictivo para beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de expresiéon de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente
similar a o mayor que el nivel de control de expresiéon de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de expresion de proteina de EGFR en las células tumorales del
paciente es estadisticamente mayor que el nivel de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor del EGFR; o

d) la seleccion del paciente como predictivo para no beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de expresién de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es estadisticamente
menor que el nivel de control de expresion de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la sensibilidad al
inhibidor del EGFR, o si el nivel de expresién de proteina de EGFR en las células tumorales del paciente es
estadisticamente similar o menor que el nivel de expresién de proteina de EGFR que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor del EGFR.

42. El método de la Clausula 41, en el que el nivel de expresién de proteina de EGFR se detecta usando
inmunohistoquimica (IHC).
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43. El método de la Clausula 41 o 42, que comprende adicionalmente una etapa de deteccion de mutaciones en el
gen EGFR, en el que la deteccion de una 0 mas mutaciones en el gen EGFR es adicionalmente predictiva de que el
paciente responda al tratamiento con el inhibidor del EGFR.

44. El método de la Clausula 43, que comprende la deteccién de mutaciones en uno o mas de los exones 18, 19 y
21 del gen EGFR.

45. El método de la Clausula 43, que comprende la deteccidon de mutaciones en el dominio tirosina cinasa del gen
EGFR.

46. El método de cualquiera de las Clausulas 41-45, que comprende adicionalmente:
a) la deteccién de un nivel de expresion de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales;

b) la comparacién del nivel de la expresidon de proteina Akt fosforilada en la muestra de células tumorales con
respecto a un nivel de control de la expresion de proteina Akt fosforilada seleccionado entre el grupo que consiste
en:

i) un nivel de control que se ha correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR; y
i) un nivel de control que se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; y

c) la seleccion del paciente como predictivo para beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente similar o mayor que el nivel de control de la expresion de proteina Akt fosforilada que se ha
correlacionado con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de la expresién de proteina Akt fosforilada en
las células tumorales del paciente es estadisticamente mayor que el nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada
gue se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR; o

d) la seleccién del paciente como predictivo para no beneficiarse de la administracion terapéutica del inhibidor del
EGFR, si el nivel de la expresiobn de proteina Akt fosforilada en las células tumorales del paciente es
estadisticamente menor que el nivel de control de la expresion de proteina Akt fosforilada que se ha correlacionado
con la sensibilidad al inhibidor del EGFR, o si el nivel de la expresiéon de proteina Akt fosforilada en las células
tumorales del paciente es estadisticamente similar o menor que el nivel de la expresion de proteina Akt fosforilada
gue se ha correlacionado con la resistencia al inhibidor del EGFR.

47. El método de cualquiera de las Clausulas 1-46, en el que el paciente tiene cancer de pulmon.

48. El método de cualquiera de las Clausulas 1-46, en el que el paciente tiene carcinoma de pulmén de células no
pequefias (NSCLC).

49. El método de cualquiera de las Clausulas 1-46, en el que el paciente tiene carcinoma bronquioloalveolar (BAC) o
adenocarcinomas con rasgos de BAC.

50. El método de cualquiera de las Clausulas 1-49, en el que el inhibidor del EGFR es gefitinib.
51. El método de cualquiera de las Clausulas 1-49, en el que el inhibidor del EGFR es eroltinib.
52. El método de cualquiera de las Clausulas 1-49, en el que el inhibidor del EGFR es cetuximab.

53. Un kit de ensayo para seleccionar un paciente con cancer que se predice que se beneficiard o no de la
administracion terapéutica de un inhibidor del EGFR, comprendiendo el kit de ensayo:

a) un medio para detectar en una muestra de células tumorales un nivel de un biomarcador o una combinacion de
biomarcador se selecciona entre el grupo que consiste en:

i) un nivel de amplificaciéon del gen del receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGFR);

i) un nivel de polisomia del gen EGFR;

i) un nivel de amplificacion del gen del receptor de tipo receptor de tirosina cinasa humana (HER2);
iv) un nivel de polisomia del gen HERZ;

v) un nivel de expresion de proteina de EGFR;

vi) un nivel de expresion de proteina Akt fosforilada;

b) un control seleccionado entre el grupo que consiste en:

i) una muestra de control para detectar sensibilidad al inhibidor del EGFR;

i) una muestra de control para detectar resistencia al inhibidor del EGFR;

iii) la informacion que contiene un nivel de control predeterminado del biomarcador que se ha correlacionado con la
sensibilidad al inhibidor del EGFR;

iv) la informacién que contiene un nivel de control predeterminado del biomarcador que se ha correlacionado con la
resistencia al inhibidor del EGFR.

52



10

15

20

25

30

35

40

ES 2537631 T3

54. El kit de ensayo de la Clausula 53, que comprende adicionalmente al menos un medio para detectar al menos
una mutacion en el gen EGFR.

55. El kit de ensayo de la Clausula 53, en el que el medio para detectar en cualquiera de (a)(i) - (a) (iv) comprende
una sonda nucleotidica que hibrida una parte del gen.

56. El kit de ensayo de la Clausula 55, en el que la sonda nucleotidica hibrida una parte del cromosoma humano 7 o
el cromosoma humano 17.

57. El kit de ensayo de la Clausula 53, en el que el medio de deteccién en (a)(i) o (a)(ii) comprende una sonda
nucleotidica que hibrida una parte de un gen EGFR y a una parte del cromosoma 7 distinta del gen EGFR.

58. El kit de ensayo de la Clausula 53, en el que el medio de deteccién en (a)(iii) o (a)(iv) comprende una sonda
nucleotidica que hibrida una parte de un gen HER2 y una parte del cromosoma 17 distinta del gen HER2.

59. El kit de ensayo de cualquiera de las Clausulas 53-58, en el que el medio de deteccién es para su uso en la
hibridacion fluorescente in situ (FISH).

60. El kit de ensayo de la Clausula 53, en el que el medio de deteccion en (a)(v) o (a)(vi) comprende un fragmento
de union a anticuerpo o antigeno del mismo que se une selectivamente a la proteina.

61. El kit de ensayo de cualquiera de las Clausulas 53-60, en el que el medio de deteccion comprende una etiqueta
perceptible.

62. El kit de ensayo de cualquiera de las Clausulas 53-60, en el que el medio de deteccion se inmoviliza sobre un
sustrato.
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<211> 20
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 2

ggctcaccct ccagaacctt 20

<210> 3

<211>21

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 3

acgcattccc tgcctcggct g 21

<210> 4
<211>18
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 4

Lys Ile Pro val ?Ta Ile Lys Glu Leu ?Eg Glu Ala Thr Ser Egu Lys
1

Ala Asn

<210> 5
<211> 54
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5

aaaattcceg tcgctatcaa ggaattaaga gaagcaacat ctccgaaage caac 54

<210> 6

<211> 36
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

aaaattcccg tegcetatcaa gtctccgaaa gecaac
<210>7

<211> 39

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7

aaaattcccg tcgctatcaa aacatctccg aaagccaac

<210>8
<211> 39
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 8

aaaattcceg tcgctatcaa ggaatctccg aaagccaac

<210>9
<211> 39
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9

aaaattcccg tcgctatcaa gacatctccg aaagccaac

<210> 10
<211> 14
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<400> 10

His val Lys Ile Thr aAsp Phe Gly Leu ﬂa Lys Leu Leu Gly
1 5

<210> 11
<211> 42
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11

catgtcaaga tcacagattt tgggctggec aaactgetgg gt~ 42

<210> 12
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 12

Tis val Lys Ile ';hr Asp Phe Gly Arg ?g’a Lys Leu Leu Gly

<210> 13

<211> 42

<212> DNA

<213> Homo sapiens
<400> 13

catgtcaaga tcacagattt tgggcgggcec aaactgetgg gt 42

<210> 14
<211> 14
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 14

}]:'is Ile Lys Ile ‘;hr Asp Phe Gly Leu i.{l}a Lys Leu Leu Gly

<210> 15
<211> 42
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15

catatcaaga tcacagattt tgggctggcec aaactgctgg gt

<210> 16
<211> 23
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16

gacccttgtc tctgtgttct tgt 23

<210> 17
<211>23
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 17

tatacagctt gcaaggactc tgg 23

<210> 18
<211> 20
<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<400> 18

ccagaccatg agaggccctg

<210> 19
<211> 23
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 19

cacaattgcc agttaacgtc ttc

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

<213> Homo sapiens

<400> 20

agggtctaga gcagagcagc

<210> 21
<211>19
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 21

gcctgaggtt cagagcecat

<210> 22
<211> 22
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 22

catgatgatc tgtccctcac ag
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<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 23

ctggtcectg gtgtcaggaa

<210> 24
<211>21
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 24

gctggctgac ctaaagccac ¢

20

21
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para obtener una puntuacion de expresion correlacionada con un aumento del nimero de
copias del gen EGFR que predice la respuesta de una persona a una terapia de inhibidor del EGFR, en un
especimen tisular obtenido de una persona que tiene o se sospecha que tiene cancer, que comprende:

a) determinar por inmunohistoquimica una puntuacién de fraccion, donde la puntuacion de fraccion
corresponde al porcentaje de células en el especimen tisular que tienen una tincién positiva para una
puntuacion de la proteina de EGFR y se expresa como un nuamero entre 0 y 100 que corresponde al
porcentaje de células en la muestra de células tumorales que tiene una tincién positiva para la proteina
entre el 0 % y el 100 %;

b) determinar una puntuacion de intensidad que corresponde a la intensidad de tincién del biomarcador en
la muestra de células tumorales y se expresa en un nimero de al menos 1 y no mas de 4 correspondiente a
la intensidad de la tincién de la proteina en la muestra de células tumorales;

¢) calcular una puntuacion de expresion que es el producto de la puntuacion de fraccién y la puntuacion de
intensidad y se expresa en un nimero entero entre 0 y 400;

d) seleccionar a la persona como predestinada a responder a la administracion terapéutica de un inhibidor
de EGFR, si la puntuacién de expresioén es igual a o mayor de 200; o

e) seleccionar a la persona como predestinada a no responder a la administracién terapéutica de un
inhibidor de EGFR, si la puntuacién de expresion es menor de 200.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la determinacion inmunohistoquimica se realiza usando un
anticuerpo que reconoce especificamente la proteina de EGFR.
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FIG. 1A FIG.1B

TTP [meses) Supervivencia (meses)

A = Amplificacion del gen
B = Alta Polisomia

C = Baja Polisomia

D = Alta Trisomia

E = Baja Trisomia

F = Disomia
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FIG. 2A
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Tiempo de Progresidn (meses)

Grupos de FISH Total TTP Medio Pacientes sin progresion hasta 12 meses
— Grupo 1 69 24T meses 8.7%
— Grupo 2 33 6.25 meses 39.4%
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FIG. 2B

Funcion de supervivencia acumulativa
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Grupos de FISH Total OR Medio 1 afno (%) 2 anos (%) Proporcion de riesgo
_ Grupo1 69 6.5 meses 36.2% 17.0 0.40
— Grupo 2 33 9.0 meses 61.5% 40.0
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Funcién de Distribucidén acumulada
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Supervivencia Total
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Meses después de la inclusion
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