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DESCRIPCION
Biomarcadores y métodos de tratamiento
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a biomarcadores de cancer. En particular, la invencion se refiere a c-met como
biomarcador para la seleccion de pacientes y pronéstico en cancer, asi como a métodos de tratamiento terapéutico,
al uso de kits de diagnéstico y a métodos de determinacién de la expresion del biomarcador c-met.

Antecedentes

El cancer contintia siendo una de las amenazas mas letales para la salud humana. En los Estados Unidos, el cancer
afecta casi a 1,3 millones de nuevos pacientes cada afio y, después de la cardiopatia, es la segunda causa principal
de muerte, lo que representa aproximadamente 1 de cada 4 muertes. Por ejemplo, el cancer de mama es la
segunda forma mas comun de cancer y el segundo cancer principal mortal entre las mujeres estadounidenses.
También se predice que el cancer puede superar a las enfermedades cardiovasculares como la causa numero uno
de muerte al cabo de 5 afios. Los tumores sélidos son responsables de la mayoria de esas muertes. Aunque ha
habido avances significativos en el tratamiento médico de ciertos tipos de canceres, la tasa de supervivencia global
de 5 afios para todos los canceres ha mejorado solo alrededor del 10 % en los dltimos 20 afios. Los canceres, o
tumores malignos, se metastatizan y crecen rapidamente de una manera incontrolada, dificultando extremadamente
la deteccidn en tiempo y su tratamiento.

A pesar del avance significativo en el tratamiento del cancer, se estan buscando terapias mejoradas.

Goetsch et al. (2010) Biomarkers in Medicine 4, 149-170, describen la expresion o amplificacion de c-Met como un
marcador prondstico, estudios que utilizan lineas celulares de cancer y sugerencias sobre cémo abordar la
identificacion de biomarcadores de estratificacion (predictivos) de c-Met. Smolen et al. (2006) PNAS 103, 2316-2321
describen que la amplificacion de MET puede identificar un subconjunto de canceres epiteliales y por lo tanto puede
definir un grupo de pacientes que es apropiado para ensayos clinicos de terapia dirigida utilizando inhibidores MET.
Okuda et al. (2008) Cancer Science 99, 2280-2285 describen que un subconjunto minoritario de pacientes con
amplificaciéon de c-Met puede puede ser un buen candidato para inhibidores de tirosina quinasa c-Met. Kamiya
(2008) “Human c-Met ELISA for the quantitative determination of c-Met in human serum, EDTA-plasma or cell culture
media”, n.° KT-444, paginas 1-6 describe un kit de ELISA de c-Met humano.

Sumario de la invencion

La presente divulgacion se refiere a los usos de un antagonista de c-met para tratar de manera eficaz a pacientes
con cancer y a métodos mejorados para diagnosticar enfermedades para su uso en el tratamiento de enfermedades,
opcionalmente con un antagonista de c-met. En particular, la divulgacion proporciona datos de un ensayo clinico en
fase Il aleatorizado, del anticuerpo anti-c-me, MetMAb (onartuzumab) en combinacion con erlotinib (TARCEVA®), en
sujetos con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) de segunda y tercera linea. El biomarcador c-Met se utilizé
para identificar una poblacion de pacientes en la que el tratamiento con MetMAb mas erlotinib proporcioné un
beneficio clinicamente significativo, evaluado por supervivencia sin progresién y supervivencia global, y una
poblacién de pacientes en la que el tratamiento con MetMAb mas erlotinib aumenté significativamente el riesgo de
progresion de cancer y muerte (en comparacion con el tratamiento solo con erlotinib). Este peor resultado subraya la
necesidad de seleccionar pacientes que se beneficiaran del tratamiento con el antagonista de c-met (por ejemplo, en
combinacién con antagonista de EGFR).

En el ensayo clinico, el tratamiento con MetMAb y erlotinib proporcioné un beneficio clinicamente significativo a los
pacientes con CPNM que expresaban altos niveles de biomarcador c-met. Los resultados mostraron que la eficacia,
evaluada por supervivencia sin progresion (SSP) y supervivencia global (SG), fue positiva, especialmente cuando se
comparé con datos de SSP y SG para el tratamiento solo con erlotinib. La diferencia fue estadisticamente
significativa, y la adicion de MetMADb a erlotinib casi duplico la supervivencia sin progresion y la supervivencia global
en pacientes con CPNM que expresaron altos niveles de biomarcador c-met. Los datos del ensayo clinico también
mostraron que el tratamiento con MetMAb en combinacion con erlotinib, aumenté el riesgo de progresion y muerte
en pacientes con CPNM que expresaron bajos niveles de biomarcador c-met, en relacion con el riesgo de progresion
y muerte en pacientes tratados solo con erlotinib. Los resultados mostraron que la eficacia, evaluada por SSP y SG,
fue peor en los pacientes tratados con MetMAb y erlotinib en comparacion con los datos de SSP y SG para el
tratamiento solo con erlotinib. La diferencia fue estadisticamente significativa.

Los datos de los ensayos clinicos también mostraron que la expresion alta (también denominada “elevada”) de c-met
se asocid fuertemente con un peor prondéstico en pacientes con CPNM tratados con erlotinib. Los pacientes con
CPNM que expresaron el biomarcador c-met a un nivel alto tuvieron un mayor riesgo de progresion y
aproximadamente el doble de riesgo de muerte en relacion con los pacientes con CPNM que expresaron el
biomarcador c-met a un nivel bajo. Por lo tanto, la expresion alta de c-met fue un factor pronéstico fuertemente
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significativo para la progresién y la supervivencia en pacientes con CPNM de segunda o tercera linea tratados con
erlotinib.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para identificar un paciente con cancer que es susceptible a
responder al tratamiento con un antagonista de c-met que comprende la etapa de determinar si el cancer del
paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met, en el que la expresion de biomarcador c-met indica que el
paciente es susceptible a responder al tratamiento con el antagonista de c-met, como se define en las
reivindicaciones. Tal como se utiliza en la presente memoria descriptiva, c-met “elevado” o “alto” se refiere a una
cantidad de c-met asociada a la capacidad de respuesta del paciente a un tratamiento.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para determinar el pronéstico de un paciente con cancer, que
comprende la etapa de determinar si el cancer el paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met, en el que la
expresion del biomarcador c-met indica que el paciente es susceptible a tener una supervivencia global (SG) y/o una
supervivencia sin progresion (SSP) aumentada, cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met como se
define en las reivindicaciones.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para determinar la expresion del biomarcador c-met, que
comprende la etapa de determinar si el cancer del paciente tiene una alta cantidad de biomarcador de c-met, en el
que la expresion del biomarcador c-met es la expresion de proteina y se determina en una muestra del paciente
utilizando IHQ, en el que la expresion alta del biomarcador c-met es el 50 % o mas de las células tumorales con
intensidad de tincién de c-met moderada, intensidad de tincién de c-met moderada/alta combinada o intensidad de
tincion de c-met alta, en el que la expresion de c-met se detecta utilizando un anticuerpo c-met, en el que la
expresion del biomarcador c-met indica que el paciente es susceptible a tener una SG y/o una SSP aumentada,
cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met como se define en las reivindicaciones.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para determinar el prondéstico de un paciente, que comprende
determinar la cantidad del biomarcador c-met en una muestra de cancer del paciente como se define en las
reivindicaciones. Una expresion alta del biomarcador c-met puede significar un aumento de SSP y/o SG cuando el
paciente es tratado con una combinacién de anticuerpo anti-c-met y erlotinib y una expresion baja del biomarcador c-
met puede significar una disminucién de SSP y/o SG cuando el paciente es tratado con una combinacién de
anticuerpo anti-c-met y erlotinib.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método para optimizar la eficacia terapéutica, que comprende
determinar la cantidad de expresion del biomarcador c-met en una muestra de cancer del paciente.

En los métodos de la invencién que implican una expresion alta del biomarcador c-met, la expresién de la proteina
del biomarcador c-met se determina en una muestra del paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ) en la que la
puntuacion IHQ es 2 o 3. En algunas realizaciones la puntuacion IHQ es 2. En algunas realizaciones, la puntuacion
IHQ es 3. Una expresion alta de biomarcador c-met es el 50 % o mas de las células tumorales con intensidad de
tincién de c-met moderada, intensidad de tincion de c-met moderada/alta combinada o intensidad de tinciéon de c-met
alta. La intensidad de tincion de expresion de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincion de c-met de
granulos de células de control. La linea celular A549 tiene una intensidad de tincién de c-met moderada, y la linea
celular H441 tiene una intensidad de tincion de c-met fuerte. La expresion del biomarcador c-met puede ser la
expresion de acido nucleico y se determina de una muestra del paciente utilizando perfil de expresion génica, PCR
(como rtPCR), RNA-seq, analisis de micromatriz, SAGE, técnica MassARRAY o FISH. En algunas realizaciones, el
paciente cuyo cancer tiene altas cantidades de biomarcador c-met tiene una mayor probabilidad de aumentar la SSP
y/o SG con respecto a un paciente cuyo cancer no tiene altas cantidades de biomarcador c-met. En algunas
realizaciones de cualquiera de las invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion alta de
biomarcador c-met es un diagnostico positivo a met (un estado clinico de diagnoéstico positivo a met) como se define
de acuerdo con la Tabla A de la presente memoria.

En otro aspecto, la invencion proporciona métodos para identificar un paciente con cancer que es menos susceptible
a responder al tratamiento con un antagonista de c-met que comprende la etapa de determinar si el cancer del
paciente tiene una baja cantidad de biomarcador c-met, en el que la expresion del biomarcador c-met indica que el
paciente es menos susceptible a responder al tratamiento con el antagonista de c-met como se define en la presente
memoria. Como se utiliza en la presente memoria, una cantidad “baja” de c-met se refiere a una cantidad de c-met
asociada a ausencia de respuesta a un tratamiento, o, en algunas realizaciones, una cantidad de c-met asociada a
peor de respuesta a un tratamiento (por ejemplo, disminucion del beneficio clinico en comparacién con ningin
tratamiento). La expresion del biomarcador c-met es una expresion de proteina y se determina en una muestra del
paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ) en la que la puntuacion IHQ es 1 o 0. En algunas realizaciones, la
puntuacion IHQ es 1. En algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es 0. Una expresion baja del biomarcador c-met
es una tincién de c-met negativa, menos del 50 % de las células tumorales con intensidad de tincién de c-met baja o
baja y moderada combinada, o el 50 % o mas de las células tumorales con intensidad de tincién de c-met débil o
moderada y débil combinada pero menos del 50 % de las células tumorales con intensidad de tincion moderada o
moderada y fuerte combinada. La intensidad de tinciéon de la expresién de c-met se determina con respecto a la
intensidad de tincién de c-met de granulos de células de control. La linea celular H1155 tiene intensidad de tincién
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de c-met negativa y la linea celular HEK-293 tiene intensidad de tincion de c-met baja. En algunas realizaciones de
cualquiera de las invenciones desveladas en la presente memora, una expresion de biomarcador c-met baja es un
diagndstico negativo a met (un estado clinico de diagndstico negativo a met) como se define de acuerdo con la
Tabla A de la presente memoria.

De acuerdo con una realizacién, la invencion se refiere a un antagonista de c-met para su uso en métodos para
tratar a un paciente con cancer que comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un
antagonista de c-met si se ha encontrado que tiene una cantidad elevada (alta) de c-met (es decir, expresion alta de
biomarcador c-met) como se define en las reivindicaciones.

En un aspecto, la invencioén proporciona dicho uso en métodos para tratar a un paciente con cancer, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de c-met si se ha encontrado que
tiene una alta cantidad de un biomarcador de c-met donde se ha encontrado que el cancer del paciente tiene una
alta cantidad de un biomarcador c-met. En algunas realizaciones, el antagonista de c-met es un anticuerpo anti-c-
met. En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-c-met es MetMAb (onartuzumab). La expresion de la proteina del
biomarcador c-met se determina en una muestra del paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ). En algunas
realizaciones, la puntuacién IHQ es de 2 o 3. En algunas realizaciones, la puntacion IHQ es de 2. En algunas
realizaciones, la puntuacion IHQ es de 3. Una expresiéon de biomarcador c-met alta es el 50 % o mas de las células
tumorales con una intensidad de tincion de c-met moderada, una intensidad de tincion de c-met moderada/alta
combinada o una intensidad de tincion de c-met alta. La intensidad de tincion de la expresién de c-met se determina
con respecto a la intensidad de tincion de c-met de granulos de células de control. La linea celular A549 tiene
intensidad de tincién c-met moderada y la linea celular H441 tiene intensidad de tinciéon c-met fuerte. La expresion
del biomarcador c-met puede ser la expresion de acido nucleico y se determina de una muestra del paciente
utilizando perfil de expresién génica, PCR (tal como rtPCR), RNA-seq, andlisis de micromatriz, SAGE, técnica
MassARRAY o FISH. En algunas realizaciones, el paciente tiene (es mas susceptible a tener) una SSP y/o SG mas
alta, en relacién con un paciente que no tiene biomarcador c-met alto. En algunas realizaciones de cualquiera de las
invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion alta de biomarcador c-met es un estado clinico de
diagndstico positivo a met, como se define de acuerdo con la Tabla A de la presente memoria.

Ademas, la divulgacion se refiere a métodos para tratar a un paciente con cancer, que comprende administrar al
paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento para el cancer que no sea un antagonista de c-
met, si se ha encontrado que el paciente tiene una baja cantidad de biomarcador c-met (es decir, baja o
sustancialmente indetectable).

En otro aspecto, la divulgacion proporciona métodos para tratar a un paciente con cancer, que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento para el cancer que no sea un antagonista c-
met, al paciente en el que ha encontrado que expresa una baja cantidad de biomarcador c-met (es decir, que tiene
una baja cantidad de biomarcador c-met) donde se ha encontrado que el cancer del paciente expresa biomarcador
una baja cantidad de c-met. La expresion de la proteina del biomarcador c-met se determina en una muestra del
paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ). En algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es de 1 o 0. En algunas
realizaciones, la puntuacion IHQ es de 1. En algunas realizaciones, la puntuaciéon IHQ es de 0. Una expresion de
biomarcador c-met baja se detecta por la presencia de tincion c-met negativa, menos del 50 % de las células
tumorales con una intensidad de tincion c-met débil o débil o moderada combinada o el 50 % o mas de las células
tumorales con una intensidad de tincion c-met débil o moderada y débil combinada pero menos del 50 % de las
células tumorales con una intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte combinada. La intensidad de tincién
de expresion de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién c-met de granulos de células de control.
La linea celular H1155 tiene tincion c-met negativa y la linea celular HEK-203 tiene intensidad de tincién c-met baja.
En algunas realizaciones de cualquiera de las invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion baja
de biomarcador c-met es un estado clinico de diagnéstico negativo a met, como se define de acuerdo con la Tabla A
de la presente memoria.

La invencion también se refiere a métodos para seleccionar una terapia para un paciente con cancer, que
comprenden determinar la expresion de biomarcador c-met en una muestra del paciente y seleccionar un
medicamento para el cancer en funcion del nivel de expresion del biomarcador como se define en las
reivindicaciones. En una realizacion, se selecciona al paciente para el tratamiento con un antagonista de c-met (por
ejemplo, un anticuerpo anti-c-met) si la muestra de cancer expresa el biomarcador c-met a un nivel alto. En algunas
realizaciones, el cancer del paciente es tratado utilizando una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista de c-
met. Por tanto, en algunas realizaciones, se selecciona al paciente para el tratamiento con un antagonista de c-met
(por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met) si la muestra de cancer del paciente expresa el biomarcador c-met a un nivel
alto, y (después de la seleccion) el cancer del paciente es tratado utilizando una cantidad terapéuticamente eficaz
del antagonista de c-met. En otra realizacion, se selecciona al paciente para el tratamiento con un medicamento
para el cancer que no sea un antagonista de c-met, si la muestra de cancer expresa el biomarcador c-met a un nivel
bajo (por ejemplo, la muestra de cancer expresa niveles bajos o sustancialmente indetectables del biomarcador). En
algunas realizaciones, el cancer del paciente es tratado utilizando cantidades terapéuticamente eficaces de un
medicamento para el cancer que no sea un antagonista de c-met. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se
selecciona al paciente para el tratamiento con un medicamento para el cancer que no sea un antagonista de c-met



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2641916T3

(por ejemplo, un antagonista de EGFR, por ejemplo, erlotinib) si la muestra de cancer expresa el biomarcador c-met
a un nivel bajo (es decir, bajo o sustancialmente indetectable) y (después de la seleccion) el cancer del paciente es
tratado utilizando una cantidad terapéuticamente eficaz del antagonista de c-met.

Por otro lado, la divulgacion se refiere a métodos para publicitar un medicamento para el cancer (por ejemplo, un
antagonista de c-met), que comprende promocionar, a un publico objetivo, el uso del medicamento para el cancer
para tratar a un paciente con cancer basandose en la expresion del biomarcador c-met. La promocién se puede
realizar por cualquier medio disponible. En algunas realizaciones, la promocién es mediante un prospecto anexo a
una formulacion comercial del antagonista de c-met (tal como un anticuerpo anti-c-met). La promociéon también
puede ser mediante un prospecto anexo a una formulacion comercial de un segundo medicamento (cuando el
tratamiento es una terapia de combinacion con un antagonista de c-met y un segundo medicamento, por ejemplo, un
antagonista de EGFR tal como erlotinib). La promocién puede ser por comunicacion escrita u oral a un médico o a
proveedor de atencién sanitaria. En algunas realizaciones, la promocién es mediante un prospecto que ofrece
instrucciones sobre como recibir terapia con un antagonista de c-met, y en algunas realizaciones, en combinacion
con un segundo medicamento, tal como un antagonista de EGFR (tal como erlotinib) o, en otras realizaciones, con
un anticuerpo anti-VEGF. En algunas realizaciones, después de la promocion se realiza el tratamiento del paciente
con el antagonista de c-met con o sin el segundo medicamento (por ejemplo, erlotinib). En algunas realizaciones,
después de la promocion se realiza el tratamiento del paciente con el segundo medicamento con o0 sin tratamiento
con un antagonista c-met. En algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de c-met es para su uso
para el tratamiento del paciente, si la muestra de cancer del paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-
met. En algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de c-met no es para su uso para el tratamiento
del paciente si la muestra de cancer del paciente expresa una baja cantidad de biomarcador c-met. En algunas
realizaciones, una alta cantidad de biomarcador c-met significa una probabilidad de aumentar la SSP y/u SG cuando
el paciente es tratado con un antagonista de c-met (0 en algunas realizaciones, cuando se trata con un antagonista
de c-met en combinacion con un antagonista de EGFR). En algunas realizaciones, una baja cantidad de
biomarcador c-met significa una probabilidad de disminuir la SSP y/u SG cuando el paciente es tratado con un
antagonista de c-met (o en algunas realizaciones, cuando se trata con un antagonista c-met en combinacién con un
antagonista EGFR). En algunas realizaciones, la SSP y/u SG disminuyen con respecto a un paciente que no se ha
tratado con el antagonista de c-met (o en algunas realizaciones, tratado con el antagonista de c-met en combinacion
con el antagonista de EGFR). En algunas realizaciones, la promocion es mediante un prospecto que ofrece
instrucciones sobre como recibir terapia con un anticuerpo anti-c-met en combinacién con un antagonista de EGFR.
En algunas realizaciones, después de la promocién se realiza el tratamiento del paciente con el anticuerpo anti-c-
met con o sin el segundo medicamento.

En algunos aspectos, la divulgacion presenta métodos para ensefiar a un paciente con cancer (tal como CPNM) que
expresa altos niveles de biomarcador c-met, proporcionando instrucciones sobre cémo recibir tratamiento con un
antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met) y en algunas realizaciones, tratamiento con un segundo
medicamento (tal como un antagonista de EGFR, por ejemplo erlotinib), por ejemplo, para aumentar la supervivencia
del paciente, para disminuir el riesgo de recurrencia del cancer del paciente y/o para aumentar la probabilidad de
supervivencia del paciente. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar al paciente que padece
CPNM, un anticuerpo anti-c-met (por ejemplo, MetMAb) administrado en combinacion con un antagonista de EGFR,
tal como erlotinib. En algunas realizaciones el método comprende adicionalmente proporcionar instrucciones sobre
cémo recibir tratamiento con al menos un agente quimioterapéutico. En determinadas realizaciones el paciente es
tratado como ensefia el método de ensefianza. En algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de
c-met es para su uso para el tratamiento del paciente si la muestra de cancer del paciente expresa una alta cantidad
de biomarcador c-met. En algunas realizaciones, las instrucciones indican que el antagonista de c-met no es para su
uso para el tratamiento del paciente si en la muestra de cancer del paciente se expresa una baja cantidad de
biomarcador c-met, en el que una baja cantidad de biomarcador c-met significa disminucion de la SSP y SG cuando
el paciente es tratado con el antagonista de c-met (0 en algunas realizaciones, se trata con antagonista de c-met en
combinacién con antagonista de EGFR). En algunas realizaciones, la SSP y/u SG disminuyen con respecto a un
paciente que no se trata con antagonista de c-met (o en algunas realizaciones, cuando se trata con un antagonista
de c-met en combinacién con un antagonista de EGFR).

La divulgacion también proporciona métodos comerciales, que comprenden la comercializacién de un antagonista de
c-met, (por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met) para el tratamiento del cancer (por ejemplo, CPNM) en un paciente
humano, o en el que el cancer del paciente expres6 una alta (elevada) expresion de biomarcador c-met, por ejemplo,
para aumentar la supervivencia, disminuir la probabilidad de recurrencia del cancer del paciente, y/o aumentar la
probabilidad de supervivencia del paciente. En algunas realizaciones, el tratamiento comprende administrar, a un
paciente con cancer, un anticuerpo anti-c-met (por ejemplo, MetMAb), y en algunas realizaciones, un segundo
medicamento (por ejemplo, un antagonista de EGFR, tal como erlotinib). En algunas realizaciones, después de la
comercializacién se realiza el tratamiento del paciente con el antagonista de c-met (tal como un anticuerpo anti-c-
met) y en algunas realizaciones, el tratamiento con el anticuerpo anti-c-met y/o el antagonista de EGFR. En algunos
aspectos, la invencién presenta un método para ensefiar a un paciente con cancer (tal como CPNM) que expresa
niveles bajos (es decir, bajos o sustancialmente indetectables) de biomarcador c-met, proporcionando instrucciones
sobre cémo recibir tratamiento con un medicamento para el cancer que no es un antagonista de c-met. En
determinadas realizaciones el paciente es tratado como se ensefia en el método de ensefianza.
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En un aspecto, la invencion proporciona un antagonista de c-met para su uso para el tratamiento de un paciente con
cancer, en el que el paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met como se define en las
reivindicaciones. En algunas realizaciones, el cancer del paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met.

En un aspecto, la invencién proporciona el uso in vitro de un ensayo de inmunohistoquimica, IHQ, para c-met, con
intencion de identificar a un paciente con cancer que sea adecuado para recibir tratamiento con un antagonista de c-
met, en el que el paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met. En algunas realizaciones, el cancer del
paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met.

En un aspecto, la invencién se refiere a kits de diagnéstico que comprenden uno o mas reactivos para determinar la
expresion de un biomarcador c-met en una muestra procedente de un paciente con cancer (por ejemplo, CPNM). El
kit de diagndstico es adecuado para su uso con cualquiera de los métodos descritos en la presente memoria. En
algunas realizaciones, la deteccion de una alta cantidad de biomarcador c-met significa un aumento de la SSP y/u
SG aumentadas cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met. En algunas realizaciones, la deteccién
de una baja cantidad de biomarcador c-met significa una disminuciéon de la SSP y/u SG cuando el paciente es
tratado con el antagonista de c-met. En algunas realizaciones, el kit comprende adicionalmente instrucciones para
su uso para seleccionar un medicamento basado en c-met para tratar a un paciente con CPNM.

En un aspecto, la invencién proporciona el uso de un kit de diagnéstico para identificar a un paciente con cancer,
adecuado para el tratamiento con un antagonista de c-met, en el que el paciente expresa una alta cantidad de
biomarcador c-met, como se define en las reivindicaciones. En algunas realizaciones, el cancer del paciente expresa
una alta cantidad de biomarcador c-met.

La invencion también se refiere a articulos de fabricacion que comprenden, envasados conjuntamente, un
antagonista de c-met en un vehiculo farmacéuticamente aceptable y un prospecto que indica que el antagonista de
c-met es para el tratamiento de un paciente con cancer en funciéon de la expresién del biomarcador c-met. Los
métodos de tratamiento incluyen cualquiera de los métodos de tratamiento desvelados en la presente memoria. En
algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de c-met debe utilizarse para tratar al paciente si la
muestra de cancer del paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met. En algunas realizaciones, la SSP
y/u SG probablemente aumentan con respecto a un paciente que no se ha tratado con el antagonista de c-met (o en
algunas realizaciones, se ha tratado con un antagonista de c-met en combinacién con un antagonista de EGFR). En
algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de c-met no debe utilizarse para tratar al paciente si la
muestra de cancer del paciente expresa baja cantidad de biomarcador c-met. En algunas realizaciones, baja
cantidad de c-met significa disminucién de la SSP y SG cuando el paciente ha sido tratado con antagonista de c-met
(o en algunas realizaciones, se ha tratado con antagonista de c-met en combinacién con antagonista de EGFR). En
algunas realizaciones, la SSP y/u SG estan probablemente disminuidas con respecto a un paciente que no se ha
tratado con antagonista c-met (0 en algunas realizaciones, se ha tratado con antagonista de c-met en combinacion
con antagonista de EGFR).

En un aspecto relacionado, la invencion se refiere a métodos para fabricar un articulo de fabricacion que comprende
combinar en un envase una composicién farmacéutica que comprende un medicamento para el cancer y un
prospecto que indica que la composicion farmacéutica es para el tratamiento de un paciente con cancer, que se
basa en la expresién del biomarcador c-met. Los métodos de tratamiento incluyen cualquiera de los métodos de
tratamiento desvelados en la presente memoria. En algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de
c-met es para su uso en el tratamiento del paciente si la muestra de cancer del paciente expresa una alta cantidad
de biomarcador c-met. En algunas realizaciones, el prospecto indica que el antagonista de c-met no debe utilizarse
para el tratamiento del paciente si la muestra de cancer de paciente expresa una baja cantidad de biomarcador c-
met. En algunas realizaciones, baja cantidad de biomarcador c-met significa probabilidad aumentada de disminucion
de SSP y SG cuando el paciente es tratado con el antagonista de c-met (o en algunas realizaciones, se trata con
antagonista de c-met en combinacién con antagonista de EGFR). En algunas realizaciones, la SSP y/u SG
disminuyen con respecto a un paciente que no se ha tratado con el antagonista de c-met (0 en algunas
realizaciones, se ha tratado con antagonista de c-met en combinacion con el antagonista de EGFR).

En determinadas realizaciones de cualquiera de las invenciones descritas en la presente memoria, el cancer puede
ser cancer de pulmén no microcitico (incluyendo, por ejemplo, carcinoma de células escamosas (CCE, squamous
cell carcinoma)), cancer de células renales, cancer pancredtico, carcinoma gastrico, cancer de vejiga, cancer
esofagico, mesotelioma, melanoma, cancer de mama (incluyendo cancer de mama triple negativo), cancer tiroideo,
cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello, osteosarcoma, cancer de préstata o glioblastoma. En algunas
realizaciones, el cancer es CPNM. En algunas realizaciones, el CPNM es cancer de pulmdén no microcitico de
segunda linea o de tercera linea localmente avanzado o metastasico. En algunas realizaciones, el CPNM es
adenocarcinoma. En algunas realizaciones, el CPNM es carcinoma de células escamosas. En la presente memoria
se describen otros canceres a modo de ejemplo. En algunas realizaciones, el CPNM es CPNM de segunda linea o
de tercera linea localmente avanzado o metastasico después de un fracaso de al menos un régimen de
quimioterapia previo.

En determinadas realizaciones, el paciente no recibi6 mas de dos tratamientos previos para la Fase IIIB/IV. En
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algunas realizaciones, el paciente no recibi6 mas de 30 dias de exposicibn a un agente en investigacion o
comercializado que puede actuar mediante inhibicién de EGFR, o a una toxicidad conocida relacionada con EGFR
gue dé lugar a modificaciones de la dosis. Como inhibidores de EGFR se incluyen (pero sin limitacién) gefitinib,
erlotinib y cetuximab. En algunas realizaciones, el paciente no recibi6 quimioterapia, bioterapia, radioterapia o
farmaco en investigacion en los dias previos a la aleatorizacién (excepto que, opcionalmente, puedan utilizarse
inhibidores de quinasa en las dos semanas previas a la aleatorizacion siempre que se resuelva adecuadamente
cualquier toxicidad relacionada con el farmaco). En algunas realizaciones, el paciente no es un paciente con
metastasis del SNC no tratada y/o activa (que progresa o requiere anticonvulsivos o corticosteroides para el control
sintomatico). En algunas realizaciones, se ha mostrado que una muestra del paciente con cancer tiene EGFR de tipo
silvestre (wildtype). En algunas realizaciones, no se ha mostrado que una muestra del paciente con cancer tiene
EGFR mutado. En los ejemplos se describen otros criterios de exclusiéon de pacientes y las presentes invenciones
contemplan el uso de una o mas de las exclusiones descritas en los mismos.

Los antagonistas de c-met, por ejemplo, adecuados para su uso en cualquiera de las invenciones descritas en la
presente memoria, son conocidos en la técnica y algunos se describen adicionalmente en la presente memoria. En
determinadas realizaciones, el antagonista de c-met es un anticuerpo antagonista anti-c-met. En determinadas
realizaciones, el anticuerpo anti-c-met comprende (a) una HVR1 que comprende la secuencia GYTFTSYWLH (SEQ
ID NO: 1); (b) una HVR2 que comprende la secuencia GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO: 2); (¢) una HVR3-HC
que comprende la secuencia ATYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 3); (d) una HVR1-LC que comprende la secuencia
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 4); (e) una HVR2-LC que comprende la secuencia WASTRES (SEQ ID NO:
5); y (f) una HVR3-LC que comprende la secuencia QQYYAYPWT (SEQ ID NO: 6). En determinadas realizaciones,
el anticuerpo anti-c-met es monovalente y comprende (a) un primer polipéptido que comprende una cadena pesada,
comprendiendo dicho polipéptido la secuencia de SEQ ID NO: 11; (b) un segundo polipéptido que comprende una
cadena ligera, comprendiendo el polipéptido la secuencia de SEQ ID NO: 12 y un tercer polipéptido que comprende
una secuencia Fc, comprendiendo el polipéptido la secuencia de SEQ ID NO: 13, en el que el dominio variable de
cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera estan presentes como un complejo y forman un solo brazo de
unién a antigeno, en el que el primer y segundo polipéptidos de Fc estan presentes en un complejo y forman una
region Fc que aumenta la estabilidad de dicho fragmento de anticuerpo en comparacion con una molécula Fab que
comprende dicho brazo de union a antigeno. En determinadas realizaciones, el anticuerpo c-met es MetMAb
(denominado indistintamente “onartuzumab”). En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met es uno
cualquiera o mas de crizotinib, tivantinib, carbozantinib, MGCD-265, ficlatuzumab, TAK-701 humanizado,
rilotumumab, foretinib, h224G11, DN-30, MK-2461, E7050, MK-8033, PF-4217903, AMG208, JNJ-38877605,
EMD1204831, INC-280, LY-2801653, SGX-126, RP1040, LY2801653, BAY-853474 y/o LA480. En la presente
memoria se describen otros antagonistas de c-met que son adecuados para su uso en las presentes invenciones.

Los medicamentos para el cancer se pueden utilizar solos o en combinacion con otros medicamentos para el cancer.
Por ejemplo, en algunas realizaciones, se utiliza un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met) en
combinaciéon con un antagonista de EGFR (por ejemplo, erlotinib). En determinadas realizaciones, erlotinib se
administra a una dosis de 150 mg, cada dia de un ciclo de tres semanas. En determinadas realizaciones, erlotinib se
administra a una dosis de 100 mg, cada dia de un ciclo de tres semanas. En determinadas realizaciones, erlotinib se
administra a una dosis de 50 mg, cada dia a un ciclo de tres semanas. Un protocolo a modo de ejemplo es
administrar a un paciente con CPNM (a) un anticuerpo anti-c-met (tal como MetMAb) a una dosis de
aproximadamente 15 mg/kg cada tres semanas; y (b) erlotinib (N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)-4-
quinazolinamina) a una dosis de 150 mg, cada dia de un ciclo de tres semanas. En otras realizaciones, se utiliza un
antagonista de c-met (por ejemplo, anticuerpo anti-c-met) en combinacion con un anticuerpo anti-VEGF y
guimioterapia (por ejemplo, un taxano). Un protocolo a modo de ejemplo es administrar, a un paciente con cancer de
mama metastasico triple negativo, un anticuerpo anti-c-met (por ejemplo, MetMAb), administrado a una dosis de 10
mg/kg el Dia 1y el Dia 15 de un ciclo de 28 dias, un anticuerpo anti-VEGF (por ejemplo, bevacizumab) administrado
a una dosis de 10 mg/kg el Dia 1 y Dia 15 del ciclo de 28 dias y paclitaxel administrado a una dosis de 90 mg/m2 por
infusién IV el Dia 1, el Dia 8 y el Dia 15 del ciclo de 28 dias. Otro protocolo a modo de ejemplo es administrar, a un
paciente con cancer de mama metastasico triple negativo, un anticuerpo anti-c-met (por ejemplo, MetMADb)
administrado a una dosis de 10 mg/kg el Dia 1 y el Dia 15 de un ciclo de 28 dias y paclitaxel administrado a una
dosis de 90 mg/m? por infusién IV el Dia 1, Dia 8 y Dia 15 del ciclo de 28 dias. En determinadas realizaciones,
MetMADb se administra a una dosis de aproximadamente 15 mg/kg cada tres semanas, o a una dosis de
aproximadamente 10 mg/kg cada dos semanas. En algunas realizaciones, se utiliza crizotinib en combinacién con
un antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En algunas realizaciones, se utiliza carbozantinib en
combinacién con un antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En algunas realizaciones, se utiliza
foretinib en combinacion con un antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En algunas
realizaciones, se utiliza tivantinib en combinacién con un antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib).
En algunas realizaciones, se utiliza MGCD-265 en combinacidon con un antagonista de EGFR (en algunas
realizaciones, erlotinib). En algunas realizaciones, se utiliza rilotumumab en combinaciéon con un antagonista de
EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En algunas realizaciones, se utiliza ficlatuzumab en combinacién con un
antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En algunas realizaciones, se utiliza el anticuerpo anti
HGF humanizado TAK-701 en combinacion con un antagonista de EGFR (en algunas realizaciones, erlotinib). En la
presente memoria se describen otros medicamentos para el cancer.
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En la presente memoria se desvela e ilustra la deteccion del biomarcador c-met. En algunas realizaciones de
cualquiera de las invenciones descritas en la presente memoria, una expresién alta de un biomarcador c-met en un
cancer de un paciente es una expresion alta de la proteina y, en realizaciones adicionales, se determina utilizando
IHQ. En algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es de 2 o 3. En algunas realizaciones, la puntuacién IHQ es de 3.
En algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es de 2. En algunas realizaciones, biomarcador c-met alto es (significa)
que el 50 % o mas de las células tumorales tiene intensidad de tinciéon c-met moderada, intensidad de tincién c-met
moderada/alta combinada o intensidad de tincion c-met alta. En algunas realizaciones, biomarcador c-met alto es el
50 % o mas de las células tumorales con intensidad de tincién c-met moderada o alta. En algunas realizaciones,
expresion alta de un biomarcador c-met es expresion alta de ARNm (y en algunas realizaciones, se detecta
utilizando RT-PCR cualitativa o hibridacion in situ). En algunas realizaciones, la expresion alta de un biomarcador c-
met es la amplificacion del gen c-met (y en algunas realizaciones, se detecta utlizando FISH). En otras
realizaciones, se utiliza perfil de expresion de genes, PCR (tal como rtPCR), RNA-seq, analisis de micromatriz,
SAGE, técnica MassARRAY o se utiliza FISH para detectar el biomarcador c-met. En algunas realizaciones, la SSP
y/u SG estan probablemente aumentadas (es decir, hay una probabilidad de que la SSP y/u SG estén aumentadas)
en relacion con un paciente que no se ha tratado con el antagonista de c-met (o0 en algunas realizaciones, tratado
con antagonista de c-met en combinacion con antagonista de EGFR). En algunas realizaciones de cualquiera de las
invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion alta de biomarcador c-met es un estado clinico de
diagnostico met positivo, como se define de acuerdo con la Tabla A de la presente memoria.

En algunas realizaciones de cualquiera de las invenciones descritas en la presente memoria, expresion baja de un
biomarcador c-met en un paciente con cancer es expresion baja de proteina y se determina utilizando IHQ. En
algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es de 1. En algunas realizaciones, la puntuacion IHQ es de 0. En algunas
realizaciones, la puntuacion IHQ es de 0 o 1. En algunas realizaciones, biomarcador c-met bajo es negativo a tincion
c-met, menos de 50 % de las células tumorales tienen intensidad de tincion c-met débil o débil y moderada
combinada, o el 50 % o mas de las células tumorales con intensidad de tincién c-met débil o débil y moderada
combinada, pero menos del 50 % de las células tumorales con intensidad de tincidon c-met moderada o moderada y
fuerte combinada. En algunas realizaciones, biomarcador c-met bajo significa mayor probabilidad de disminuir la
SSP y SG cuando el paciente es tratado con el antagonista de c-met (0o en algunas realizaciones, se trata con
antagonista de c-met en combinacion con antagonista de EGFR). En algunas realizaciones, la SSP y/u SG estan
probablemente disminuidas (es decir, hay una probabilidad de disminucion de SSP y/u SG) con respecto a un
paciente que no se ha tratado con el antagonista de c-met (0 en algunas realizaciones, se ha tratado con
antagonista de c-met en combinaciéon con antagonista de EGFR). En algunas realizaciones de cualquiera de las
invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion baja de biomarcador c-met es un estado clinico de
diagnostico met negativo, como se define de acuerdo con la Tabla A de la presente memoria.

Opcionalmente, en una muestra de un paciente pueden detectarse otros biomarcadores. En algunas realizaciones,
se ha encontrado que el cancer del paciente expresa EGFR de tipo silvestre (en algunas realizaciones, expresa
adicionalmente amplificacion del gen c-met, y en otras realizaciones adicionales, no expresa amplificacion del gen c-
met). En determinadas realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente expresa un biomarcador
seleccionado de kras y EGFR. En algunas realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente expresa kras
mutado. En algunas realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente expresa kras de tipo silvestre. En
algunas realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente expresa EGFR mutado. En algunas
realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente (por ejemplo, CPNM del paciente) expresa una
translocacién quinasa del linfoma anaplasico (ALK). En algunas realizaciones, la translocacion de ALK es una
translocaciéon EML4-ALK. En algunas realizaciones, se ha encontrado que el cancer el paciente expresa c-met
mutado. En algunas realizaciones, se ha encontrado que el cancer del paciente expresa c-met de tipo silvestre.

En la presente memoria se desvelan otras realizaciones con respecto a la determinacion de la expresion del
biomarcador (por ejemplo, biomarcador c-met).

En otro aspecto, la divulgaciéon proporciona un método para evaluar acontecimientos adversos en un paciente
asociado al tratamiento de un cancer que expresa una alta cantidad de biomarcador c-met, en el que el tratamiento
es con un antagonista de c-met (por ejemplo) MetMAb (onartuzumab) y el método comprende las etapas de
monitorizar el nimero y/o la gravedad de uno o mas acontecimientos adversos. En la presente memoria se desvelan
ejemplos de acontecimientos adversos.

Breve descripcién de las figuras

La patente o archivo de solicitud contiene al menos un dibujo a color. Las copias de esta patente o publicacién de
solicitud de patente con dibujo(s) a color seran proporcionadas por la Oficina después de solicitarlo y efectuar el
pago de las tarifas necesarias.

La Figura 1 muestra un ejemplo de un analisis de IHQ de granulos de células de control.

La Figura 2 muestra un ejemplo de andlisis de IHQ de muestras de tumor de CPNM.

La Figura 3 muestra un analisis de tratamiento de pacientes con Met alto, con Erlotinib + placebo (linea continua)
frente a Erlotinib + MetMAb (linea discontinua).
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La Figura 4 muestra un analisis de tratamiento de pacientes con Met bajo, con Erlotinib + placebo (linea
continua) frente a Erlotinib + MetMADb (linea discontinua).

La Figura 5 muestra un andlisis de tratamiento de todos los pacientes con Erlotinib + placebo (linea continua)
frente a Erlotinib + MetMAD (linea discontinua).

La Figura 6 muestra la SSP examinada por subgrupos.

La Figura 7 muestra la SG examinada por subgrupos.

La Figura 8 muestra un analisis de prondstico por expresién de Met en pacientes tratados con erlotinib + placebo.
Met bajo = linea discontinua; Met alto = linea continua

La Figura 9 muestra un andlisis por subgrupos de SSP en pacientes con Met alto.

La Figura 10 muestra un analisis por subgrupos de SG en pacientes con Met alto.

La Figura 11 muestra un andlisis por subgrupos de SSP en pacientes con Met bajo.

La Figura 12 muestra un andlisis por subgrupos de SG en pacientes con Met bajo.

La Figura 13 muestra un andlisis final de tratamiento de pacientes con diagnostico Met positivo con Erlotinib +
placebo (linea continua) frente a Erlotinib + MetMADb (linea discontinua).

La Figura 14 muestra un analisis final de tratamiento de pacientes con diagndstico Met negativo con Erlotinib +
placebo (linea continua) frente a Erlotinib + MetMAb (linea discontinua).

La Figura 15 muestra un andlisis final de tratamiento de todos los pacientes con Erlotinib + placebo (linea
continua) frente a Erlotinib + MetMADb (linea discontinua).

La Figura 16 muestra la SG examinada por subgrupos.

La Figura 17 muestra un analisis final de SG en pacientes con diagndstico Met negativo.

La Figura 18 muestra un analisis de SG en determinadas subpoblaciones de pacientes.

La Figura 19 muestra que la expresion de Met se asocié con mal resultado en pacientes tratados con Erlotinib +
placebo.

La Figura 20 muestra la relacion de niveles de ARNm de MET con una puntuacion clinica por IHQ de met.

La Figura 21 muestra el efecto del tratamiento de MetMAb en combinacién con erlotinib evaluado en pacientes
definido utilizando un limite de expresion de Met menos riguroso y limites de expresién Met mas rigurosos. Todas
las razones de riesgos se estimaron a partir de analisis no estratificados.

Descripcion detallada de realizaciones de la invenc  i6n
I. Definiciones

En la presente memoria, un “paciente” es un paciente humano. El paciente puede ser un “paciente con cancer”, es
decir, uno que padece o que esta en riesgo de padecer uno o mas sintomas de cancer. Ademas, el paciente puede
ser un paciente previamente tratado de cancer. El paciente puede ser un “paciente con cancer de pulmén no
microcitico, CPNM”, es decir, uno que padece o que esta en riesgo de padecer uno 0 mas sintomas de CPNM.
Ademas, el paciente puede ser un paciente con CPNM previamente tratado.

La expresion “c-met” o “Met”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere, a menos que se indique de otra
manera, a cualquier polipéptido c-met nativo o variante (ya sea nativo o sintético). La expresion “c-met de tipo
silvestre” se refiere en general a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de una proteina c-met
de origen natural. La expresion “secuencia de c-met de tipo silvestre” se refiere en general a una secuencia de
aminoacidos encontrada en una proteina c-met de origen natural.

Un “anticuerpo anti-c-met” es un anticuerpo que se une a c-met con suficiente afinidad y especificidad. El anticuerpo
seleccionado normalmente tendra una afinidad de unién suficientemente fuerte por c-met, por ejemplo, el anticuerpo
puede unirse a c-met humano con un valor Kg de entre 100 nM-1 pM. Las afinidades de los anticuerpos pueden
definirse mediante un ensayo basado en resonancia de plasmoén superficial (tal como el ensayo BlAcore descrito en
la Publicacién de Solicitud PCT N.°© W02005/012359); un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA); y
ensayos de competiciéon (por ejemplo RIA), por ejemplo. En determinadas realizaciones, el anticuerpo anti-c-met
puede utilizarse como un agente terapéutico en el direccionamiento e interferencia con enfermedades o afecciones
en las que esta implicada la actividad de c-met. Ademas, el anticuerpo puede someterse a otros ensayos de
actividad bioldgica, por ejemplo, para evaluar su eficacia como un agente terapéutico. Dichos ensayos se conocen
en la técnica y dependen del antigeno diana y del uso que se desee dar al anticuerpo.

Un “antagonista de c-met” (denominado indistintamente “inhibidor de c-met”) es un agente que interfiere con la
activacion o funcion de c-met. Como ejemplos de inhibidores de c-met se incluyen anticuerpos c-met; anticuerpos
HGF; antagonistas c-met de molécula pequefia; inhibidores de c-met tirosina quinasa; moléculas de ARN antisentido
e inhibidor (por ejemplo, ARNhc) (véase, por ejemplo, el documento W0O20004/87207). Preferentemente, el inhibidor
de c-met es un anticuerpo o una molécula pequefia que se une a c-met. En una realizacion particular, un inhibidor de
c-met tiene una afinidad de unién (constante de disociacion) por c-met de aproximadamente 1.000 nM o menor. En
otra realizacion, un inhibidor de c-met tiene una afinidad de unioén por c-met de aproximadamente 100 nM o menor.
En otra realizacion, un inhibidor de c-met tiene una afinidad de unién por c-met de aproximadamente 50 nM o menor.
En una realizacion particular, un inhibidor de c-met esta unido mediante enlace covalente a c-met. En una
realizacién particular, un inhibidor de c-met inhibe la sefializacion de c-met con un valor CI50 de 1.000 nM o menor.
En otra realizacion, un inhibidor de c-met inhibe la sefializacién de c-met con un valor CI50 de 500 nM o menor. En
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otra realizacion, un inhibidor de c-met inhibe la sefializacion de c-met con un valor CI50 de 50 nM o menor.

La “activacion de c-met” se refiere a la activacioén, o fosforilacion, del receptor de c-met. En general, la activacion de
c-met da como resultado la transduccion de sefial (por ejemplo, que estd causada por un dominio quinasa
intracelular de un receptor de c-met que fosforila restos de tirosina en c-met o un polipéptido sustrato). La activacion
de c-met puede estar mediada por la unién del ligando de c-met (HGF) con un receptor de c-met de interés. La unién
de HGF con c-met puede activar un dominio quinasa de c-met y por lo tanto dar como resultado la fosforilacion de
restos de tirosina en c-met y/o la fosforilacién de restos de tirosina en uno o mas polipéptidos sustrato adicionales.

Una “poblacién” de sujetos se refiere a un grupo de sujetos con cancer, tal como en un ensayo clinico, 0 como
observan los oncélogos siguiendo la aprobacion de la FDA para una indicacion particular, tal como una terapia para
el cancer de mama.

La frase “no posee expresion de biomarcador sustancial” o “sustancialmente sin expresién de biomarcador”, con
respecto a un biomarcador, como se utiliza en la presente memoria, significa que el biomarcador no presenta un
nivel de expresion que esté por encima del nivel de fondo, es decir, de significado estadistico. La frase “escasa o
ninguna expresion de biomarcador” con respecto a un biomarcador, como se utiliza en la presente memoria, significa
que el biomarcador no presenta una cantidad de expresion bioldgicamente significativa. Como se entiende en la
técnica, una cantidad de expresién puede determinarse cuantitativa o cualitativamente, siempre que pueda
realizarse una comparacién entre una muestra de biomarcador y un homélogo de referencia. La expresion puede
medirse o detectarse de acuerdo con cualquier ensayo o técnica conocido en la materia, incluyendo, por ejemplo, los
descritos en la presente memoria (tal como IHQ).

La expresion “amplificacion génica” se refiere a un proceso mediante el cual se forman mdltiples copias de un gen o
de un fragmento génico en una célula o linea celular particular.

Para los métodos de la invencién, la expresion “ensefiar” a un paciente, significa proporcionar instrucciones para una
terapia, medicacion, tratamiento, regimenes de tratamiento aplicables, y similar, mediante cualquier medio, pero
preferentemente por escrito, tal como en forma de un prospecto u otro material promocional escrito.

Para los métodos de la invencion, el término “promocién” significa ofrecer, anunciar, vender, o describir un farmaco
particular, una combinaciéon de farmacos, o una modalidad de tratamiento, mediante cualquier medio, incluido por
escrito, tal como en forma de prospecto. En la presente memoria, promocién se refiere a una promocién de uno o
mas agentes terapéuticos, tales como un anticuerpo anti-c-met y/o erlotinib, para una indicacién, tal como un
tratamiento para CPNM, el que dicha promocién esta autorizada por la Food and Drug Administration (FDA) ya que
se ha demostrado que esta asociada con una eficacia terapéutica estadisticamente significativa y una seguridad
aceptable en una poblacién de sujetos.

El término “comercializacion” se utiliza en la presente memoria para describir la promocién, venta o distribucion de
un producto (por ejemplo, farmaco). La comercializaciéon incluye especialmente el envasado, la publicidad y
cualquier actividad comercial con el fin de comercializar un producto.

Para los fines de la presente memoria, un paciente con cancer “previamente tratado” ha recibido terapia anterior
para el cancer.

El cancer “refractario” avanza incluso a través de un agente antitumoral, tal como un agente quimioterapéutico, que
se administra al paciente con cancer.

Un “medicamento para el cancer” es un farmaco eficaz para el tratamiento del cancer. Como ejemplos de
medicamentos para el cancer se incluyen los agentes quimioterapéuticos y regimenes de quimioterapia indicados
mas adelante; antagonistas de c-met, incluyendo anticuerpos anti-c-met, tales como MetMAb.

El término “biomarcador” o “marcador” como se utiliza en la presente memoria se refiere en general a una molécula,
incluyendo un gen, ARNm, una proteina, una estructura de hidrato de carbono, o un glucolipido, cuya expresion en o
sobre un tejido o una célula o secretado puede detectarse por métodos conocidos (0 métodos desvelados en la
presente memoria) y es predictivo o puede utilizarse para predecir (o ayudar en la prediccion de) la respuesta de una
célula, tejido o paciente a los regimenes de tratamiento. El biomarcador de particular interés en la presente memoria
es c-met. En algunas realizaciones, el biomarcador c-met no incluye la amplificacion del gen c-met (por ejemplo, un
promedio en una poblacién de células de 3 0 mas, 4 o mas, 0 5 0 mas copias del gen c-met, 0 mas, tal como un
promedio de 8 0 mas, 0 10 0 mas copias del gen c-met).

Por “muestra del paciente” se entiende un conjunto de células similares obtenidas de un paciente con cancer. La
fuente de muestra de tejido o célula puede ser tejido s6lido como de una muestra de un 6rgano o tejido reciente,
congelada y/o conservada o una biopsia o0 aspirado; sangre o cualquiera de los constituyentes de la sangre; liquidos
corporales tales como liquido cefalorraquideo, liquido amnidtico, liquido peritoneal o liquido intersticial; células de
cualquier tiempo de gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra de tejido puede contener compuestos que no estan
naturalmente entremezclados con el tejido en la naturaleza, tales como conservantes, anticoagulantes, tampones,
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fijantes, nutrientes, antibiéticos o similares. Como ejemplos de muestras tumorales en la presente memoria se
incluyen, pero sin limitacién, biopsias de tumor, células tumorales en circulacion, suero o plasma, proteinas
plasmaticas en circulacion, liquido ascitico, cultivos de células primarias o lineas celulares procedentes de tumores o
gue presentan propiedades similares a tumores, asi como muestras de tumor conservadas, tal como muestras de
tumor fijadas en formalina, incluidas en parafina o muestras de tumor congeladas. En una realizacion la muestra
comprende una muestra de tumor CPNM (por ejemplo, de subtipo escamoso 0 no escamoso).

Una “respuesta eficaz” de un paciente o una “receptividad” de un paciente a un tratamiento con un medicamento y
expresiones similares, se refieren al beneficio clinico o terapéutico conferido a un paciente con riesgo de padecer, o
que padece, un cancer (por ejemplo, CPNM) después de la administraciéon del medicamento para el cancer. Dicho
beneficio incluye cualquiera de uno o mas de: ampliacion de la supervivencia (incluyendo supervivencia global y
supervivencia sin progresion); dando como resultado una respuesta objetiva (incluyendo una respuesta completa o
una respuesta parcial); o0 mejora de los signos o sintomas de cancer, etc. En una realizacion, el biomarcador (por
ejemplo, expresion de c-met, por ejemplo, determinada utilizando IHQ) se utiliza para identificar al paciente que se
espera que tenga una mayor supervivencia sin progresion (SSP) cuando se trata con un medicamento (por ejemplo,
anticuerpo anti-c-met), con respecto a un paciente que no expresa el biomarcador al mismo nivel. En una
realizacién, el biomarcador se utiliza para identificar al paciente que se espera que tenga una SSP reducida cuando
se trata con un medicamento, con respecto a un paciente tratado con el medicamento que no expresa el
biomarcador al mismo nivel, 0 con respecto a un paciente que no se trata con el medicamento que no expresa el
biomarcador al mismo nivel. En una realizacion, el biomarcador se utiliza para identificar al paciente que se espera
gque tenga una mayor supervivencia global (SG) cuando se trata con un medicamento, con respecto a un paciente
gue no expresa el biomarcador al mismo nivel. En una realizacion, el biomarcador se utiliza para identificar al
paciente que se espera que tenga una supervivencia global (SG) reducida, con respecto a un paciente que se trata
con el medicamento que no expresa el biomarcador al mismo nivel, o con respecto a un paciente que no se trata con
el medicamento que no expresa el biomarcador al mismo nivel. La frecuencia del biomarcador(es) en la presente
memoria predice de un modo eficaz, o predice con alta sensibilidad, dicha respuesta eficaz.

“Supervivencia” se refiere a que el paciente sigue vivo, e incluye supervivencia global asi como supervivencia sin
progresion.

“Supervivencia global” se refiere a que el paciente sigue vivo durante un periodo de tiempo definido, tal como 1 afio,
5 afos, etc. desde el momento del diagndéstico o tratamiento.

“Supervivencia sin progresion” se refiere a que el paciente sigue vivo, sin que el cancer avance o empeore.

Por “supervivencia prolongada” se entiende aumentar la supervivencia global o sin progresion en un paciente tratado
con respecto a uno no tratado (es decir, con respecto a un paciente no tratado con el medicamento), o con respecto
a un paciente que no expresa un biomarcador al nivel previsto y/o con respecto a un paciente tratado con un agente
antitumoral autorizado (tal como un régimen de quimioterapia de erlotinib).

Una “respuesta objetiva” se refiere a una respuesta medible, incluyendo una respuesta completa (RC) o una
respuesta parcial (RP).

Por “respuesta completa” o “RC” se entiende la desaparicion de todas las sefiales de cancer en respuesta al
tratamiento. Esto no siempre significa que el cancer se haya curado.

Una “respuesta parcial” o “RP” se refiere a una disminucién en el tamafio de uno o mas tumores o lesiones, o en el
grado del cancer en el organismo, en respuesta al tratamiento.

La “cantidad” o “nivel” de un biomarcador asociado a un beneficio clinico aumentado para un paciente con cancer
(por ejemplo CPNM) se refiere a un nivel detectable en una muestra biolégica en la que el nivel del biomarcador esta
asociado a un beneficio clinico aumentado para el paciente. Este puede medirse por métodos conocidos por el
experto en la materia y también desvelados en la presente invencion. El nivel de expresion o cantidad de
biomarcador evaluado puede utilizarse para determinar la respuesta al tratamiento. En algunas realizaciones, la
cantidad o nivel de biomarcador se determina utilizando IHQ (por ejemplo, de una muestra de tumor de un paciente).
En algunas realizaciones, la cantidad o nivel de un biomarcador c-met asociado a un beneficio clinico aumentado en
un paciente con cancer es una puntuacion IHQ de 2, una puntuacion IHQ de 3 o una puntacién IHQ de 2 o 3. En
algunas realizaciones, la cantidad o nivel de un biomarcador c-met asociado a un beneficio clinico aumentado en un
paciente con cancer es el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincion de c-met moderada,
una intensidad de tinciéon de c-met moderada/alta combinada o una intensidad de tincién de c-met alta. En algunas
realizaciones, la cantidad o nivel de un biomarcador c-met asociada a un beneficio clinico aumentado en un paciente
con cancer es el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tinciéon de c-met moderada o alta.

La “cantidad” o “nivel” de un biomarcador asociado a un beneficio clinico disminuido con respecto a un paciente con

cancer (por ejemplo CPNM) se refiere a la ausencia de biomarcador detectable o a un nivel detectable bajo en una
muestra biolégica, en el que el nivel del biomarcador esta asociado a un beneficio clinico disminuido para el
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paciente. Este puede medirse por métodos conocidos por el experto en la materia y también desvelados en la
presente invencién. El nivel de expresién o cantidad de biomarcador evaluado puede utilizarse para determinar la
respuesta al tratamiento. En algunas realizaciones, la cantidad o nivel de biomarcador se determina utilizando IHQ
(por ejemplo, de una muestra de tumor de un paciente). En algunas realizaciones, la cantidad o nivel de un
biomarcador c-met asociado a un beneficio clinico disminuido en un paciente con cancer es una puntuacion IHQ de
0, una puntuacion IHQ de 1 o una puntacion IHQ de 0 o 1. En algunas realizaciones, una cantidad o un nivel de
biomarcador asociado a un beneficio clinico disminuido en un paciente con cancer es una tincién de c-met negativa,
menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién de c-met débil o moderada y débil
combinada, o el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincion de c-met débil o débil y
moderada pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion de c-met moderada o
moderada y fuerte combinada.

La frase “nivel de expresion” se refiere, en general, a la cantidad de un polinucleétido, un ARNm, o un producto de
aminoacido o de proteina en una muestra biolégica. “Expresiéon” generalmente se refiere al proceso mediante el cual
la informacion codificada por un gen se convierte en estructuras presentes y operativas en la célula. Por lo tanto, de
acuerdo con la invencién, la “expresion” de un gen puede referirse a la transcripciéon en un polinucleétido, a la
traduccidon en una proteina o incluso a la modificacién postraduccional de la proteina. Los fragmentos del
polinucleétido transcrito, de la proteina traducida, o de la proteina postraduccionalmente modificada, se tendran
también en cuenta segun se exprese si se originan de un transcrito generado por corte y empalme alternativo o de
un transcrito degradado, o de un procesamiento postraduccional de la proteina, por ejemplo, por protedlisis. En
algunas realizaciones, “nivel de expresion” se refiere a la cantidad de una proteina en una muestra biolégica
determinada utilizando IHQ.

La frase, “basandose en la expresién de”, cuando se utiliza en la presente memoria, significa que la informacion
sobre el nivel de expresion de uno o mas biomarcadores de la presente memoria, se utiliza para comunicar una
decision de tratamiento, una informacion proporcionada en un prospecto, 0 una orientacion comercial/promocional,
etc. En el caso de un nivel de expresion alto del biomarcador, los pacientes pueden tratarse con un medicamento
para el cancer (por ejemplo CPNM) tal como un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met, por
ejemplo MetMADb). En el caso de un nivel de expresion reducido del biomarcador, los pacientes pueden tratarse con
un medicamento para el cancer que no sea un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met, por
ejemplo MetMAD).

“Tratamiento” se refiere a un tratamiento tanto terapéutico como profilactico o a medidas preventivas. Los pacientes
gue necesitan tratamiento incluyen los que ya tienen un tumor benigno, precanceroso o no metastasico, asi como
aquellos en los que va a prevenirse la aparicion o reaparicion del cancer.

La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad de un agente terapéutico para tratar o
prevenir una enfermedad o un trastorno en un mamifero. En el caso de canceres, la cantidad terapéuticamente
eficaz del agente terapéutico puede reducir el nimero de células cancerosas, reducir el tamafio del tumor primario;
inhibir (es decir, ralentizar a algun grado y preferentemente detener) la infiltracion de células cancerosas en 6rganos
periféricos; inhibir (es decir, ralentizar a algin grado y preferentemente detener) la metastasis tumoral; inhibir, a
algun grado, el crecimiento tumoral; y/o mitigar a algin grado uno o mas de los sintomas asociados al trastorno.
Hasta el grado en el que el farmaco pueda prevenir el crecimiento y/o destruir las células cancerosas existentes,
este puede ser citostatico y/o citotoxico. Para la terapia contra el cancer, la eficacia in vivo puede medirse, por
ejemplo, evaluando la duracion de la supervivencia, el tiempo de progresion de la enfermedad (TP), la velocidad de
respuesta (VR), la duracion de la respuesta y/o la calidad de vida. Los términos “cancer” y “canceroso” se refieren a,
o describen, la afeccion fisiolégica en mamiferos que se caracteriza normalmente por un crecimiento celular no
regulado. En esta definicién se incluyen los canceres benignos y malignos. Por “cancer de fase temprana” o “tumor
de fase temprana” se entiende un cancer que no es invasivo 0 metastasico o que esté clasificado como un cancer de
fase 0, 1 o Il. Como ejemplos de canceres se incluyen, pero sin limitacion, carcinoma, linfoma, blastoma (incluyendo
meduloblastoma y retinoblastoma), sarcoma (incluyendo liposarcoma y sarcoma de células sinoviales), tumores
neuroendocrinos (incluyendo tumores carcinoides, gastrinoma y cancer de células de los islotes), mesotelioma,
schwannoma (incluyendo neuroma acustico), meningioma, adenocarcinoma, melanoma y leucemia o neoplasias
linfoides. Como ejemplos mas particulares de dichos canceres se incluyen, cancer de células escamosas (por
ejemplo, cancer epitelial de células escamosas), cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén microcitico (CPM),
cancer de pulmoén no microcitico (CPNM), adenocarcinoma del pulmon y carcinoma escamoso del pulmén, cancer
del peritoneo, cancer hepatocelular, cancer gastrico o de estémago, incluyendo cancer gastrointestinal, cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer de cuello uterino, cancer de ovario, cancer de higado, cancer de vejiga, hepatoma,
cancer de mama (incluyendo cancer de mama metastasico), cancer de colon, cancer rectal, cancer colorrectal,
carcinoma endometrial o uterino, carcinoma de glandulas salivares, cancer de rifion o renal, cancer de prostata,
cancer vulvar, cancer tiroideo, carcinoma hepatico, carcinoma anal, carcinoma de pene, cancer testicular, cancer
esofagico, tumores del tracto biliar, asi como cancer de cabeza y cuello. En algunas realizaciones, el cancer es
cancer de mama metastasico triple negativo, incluyendo cualquier adenocarcinoma de la mama triple negativo (ER-,
PR-, HER2-) histoldgicamente confirmado, con enfermedad localmente recurrente o metastasica (en la que la
enfermedad localmente recurrente no puede tratarse con reseccién con intento curativo).
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Un cancer o muestra biol6gica que “presenta expresion de c-met” es uno que, en un ensayo de diagnéstico, expresa
(incluyendo sobreexpresa) un receptor de c-met.

Un céncer o muestra biolégica, que “presenta amplificacién de c-met” es uno que, en un ensayo de diagnostico,
tiene el gen c-met amplificado. En algunas realizaciones, el gen c-met amplificado es un promedio (en una poblacion
de células) mayor que, o igual a, 5 0 mas copias del gen c-met, o un promedio de ocho o mas copias de un gen c-
met, o mas.

Un cancer o muestra biolégica que “no presenta amplificacion de c-met” es uno que, en un ensayo de diagnéstico,
no tiene el gen c-met amplificado. En algunas realizaciones, una muestra que no presenta amplificacion de c-met es
una muestra que tiene un promedio menor de 4 copias del gen c-met.

Por “EGFR” se entiende el receptor del Factor del Crecimiento Epidérmico, un polipéptido de tirosina quinasa
receptora que se describe en Ullrich et al, Nature (1984) 309: 418425, de manera alternativa, referido como producto
génico c-erbB y Her-1, asi como sus variantes, tales como EGFRVIIl. Las variantes de EGFR también incluyen
variantes de delecion, sustitucion e insercién, por ejemplo, las descritas en Lynch et al (New England Journal of
Medicine 2004, 350: 2129), Paez et al (Science 2004, 304: 1497), Pao et al (PNAS 2004, 101: 13306).

Un “antagonista de EGFR” (indistintamente denominado “inhibidor de EGFR”) es un agente que interfiere con la
activacion o funcion de EGFR. Como ejemplos de inhibidores de EGFR se incluyen anticuerpos contra EGFR,;
anticuerpos contra ligandos de EGFR; agonistas de EGFR de molécula pequefia; inhibidores de EGFR tirosina
quinasa; moléculas de ARN antisentido e inhibidor (por ejemplo, ARNhc) (véase, por ejemplo, el documento
WQ02004/87207). Preferentemente, el inhibidor de EGFR es un anticuerpo o una molécula pequefa que se une a
EGFR. En algunas realizaciones, el inhibidor de EGFR es un farmaco dirigido a EGFR. En una realizacion particular,
un inhibidor de EGFR tiene una afinidad de unién (constante de disociacién) por EGFR de aproximadamente 1.000
nM o menor. En otra realizacién, un inhibidor de EGFR tiene una afinidad de unién por EGFR de aproximadamente
100 nM o menor. En otra realizacién, un inhibidor de EGFR tiene una afinidad de uniéon por EGFR de
aproximadamente 50 nM o menor. En una realizaciéon particular, un inhibidor de EGFR estd unido por enlace
covalente con EGFR. En una realizacion particular, un inhibidor de EGFR inhibe la sefializacion de EGFR con un
valor CI50 de 1.000 nM o menor. En otra realizacién, un inhibidor de EGFR inhibe la sefializacion de EGFR con un
valor CI50 de 500 nM o menor. En otra realizacién, un inhibidor de EGFR inhibe la sefializacion de EGFR con un
valor CI50 de 50 nM o menor. En determinadas realizaciones, el antagonista de EGFR reduce o inhibe, al menos
10 %, 20 %, 30 %, 40 %, 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % o0 mas, el nivel de expresién o actividad biolégica de EGFR.

La “activacion de EGFR” se refiere a activacion, o fosforilacion, de EGFR. En general, la activacion de EGFR da
como resultado la transduccién de sefal (por ejemplo, la causada por un dominio quinasa intracelular de los restos
de tirosina que fosforilan el receptor EGFR en un EGFR o un polipéptido sustrato). La activacion de EGFR puede
estar mediada por la unién con el ligando EGFR a un dimero de EGFR que comprende EGFR. La unién de ligando
EGFR con dimero EGFR puede activar un dominio quinasa de uno o mas de los EGFR en el dimero y por lo tanto
dar como resultado la fosforilacion de los restos de tirosina en uno o mas de los restos EGFR y/o fosforilacion de
restos de tirosina en un uno o mas polipéptidos de sustrato adicionales.

Como se utiliza en la presente memoria, la expresion “farmaco dirigido a EGFR” se refiere a un agente terapéutico
gue se une a EGFR e inhibe su activacion. Como ejemplos de dichos agentes se incluyen anticuerpos y moléculas
pequefias que se unen a EGFR. Como ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR se incluyen MAb 579 (ATCC
CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase, la
Patente de Estados Unidos N.° 4.943.533, Mendelsohn et al.) y sus variantes, tales como 225 quimerizado (C225 o
Cetuximab; ERBUTIX®) y 225 humano redisefiado (H225) (véase, el documento WO 96/40210, Imclone Systems
Inc.); IMC-11F8, un anticuerpo dirigido a EGFR completamente humano (Imclone); anticuerpos que se unen a EGFR
mutante de tipo Il (Patente de Estados Unidos N.° 5.212.290); anticuerpos humanizados y quiméricos que se unen a
EGFR como se describen la Patente de Estados Unidos N.° 5.891.996; y anticuerpos humanos que se unen a
EGFR, tales como ABX-EGF (véase el documento W098/50433, Abgenix); EMD 55900 (Stragliotto et al. Eur. J.
Cancer 32A: 636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab) un anticuerpo EGFR humanizado dirigido contra EGFR que
compite tanto con EGF como con TGF-alfa por la unién a EGFR; y mAb 806 o mAb 806 humanizado (Johns et al., J.
Biol. Chem. 279(29): 30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti-EGFR puede conjugarse con un agente citotoxico,
generando por tanto un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, el documento EP659.439A2, Merck Patent GmbH).
Como ejemplos de moléculas pequefias que se unen a EGFR se incluyen ZD1839 o Gefitinib (IRESSA; Astra
Zeneca); CP-358774 o Erlotinib (TARCEVA™; Genentech/OSl); y AG1478, AG1571 (SU 5271; Sugen); EMD-7200.

La técnica de la “reaccion en cadena de la polimerasa” o “PCR” como se utiliza en la presente memoria se refiere en
general a un procedimiento en el que se amplifican cantidades minusculas de un segmento especifico de acido
nucleico, ARN y/o ADN, como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 4.683.195 presentada el 28 de julio
de 1987. En general, la informacién de secuencia desde los extremos de la region de interés o mas alla requiere
estar disponible, de tal manera que puedan disefiarse cebadores oligonucleotidicos; estos cebadores seran idénticos
o similares en secuencia a cadenas opuestas del molde a amplificar. Los nucleétidos terminales 5’ de los cebadores
pueden coincidir con los extremos del material amplificado. La PCR puede utilizarse para amplificar secuencias
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especificas de ARN, secuencias especificas de ADN a partir de ADN genémico total, y secuencias de ADNc
transcritas a partir de ARN celular total, de bacteriéfagos o de plasmidos, etc. Véase, en lineas generales, Mullis et
al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 51: 263 (1987); Erlich, ed., PCR Technology, (Stockton Press, NY, 1989).
Como se utiliza en la presente memoria, la PCR se considera que es un ejemplo, pero no el Gnico, de un método de
reaccion de polimerasa de acido nucleico para amplificar una muestra de ensayo de acido nucleico, que comprende
el uso de un &cido nucleico conocido (ADN o ARN) como un cebador y utiliza una polimerasa de acido nucleico para
amplificar o generar un segmento especifico de acido nucleico, o amplificar o generar un segmento especifico de
acido nucleico que es complementario a un acido nucleico particular.

La “reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real cuantitativa” o “gRT-PCR” se refiere a una forma de PCR en la
gue la cantidad de producto de la PCR se mide en cada etapa en una reaccién PCR. Esta técnica se ha descrito en
diversas publicaciones, entre las que se incluyen, Cronin et al., Am. J. Pathol. 164(1):35-42 (2004); y Ma et al.,
Cancer Cell 5:607-616 (2004).

El término “micromatriz” se refiere a una disposicion ordenada de elementos matriz que pueden hibridarse,
preferentemente sondas polinucleotidicas, en un sustrato.

El término “polinucledtido”, cuando se utiliza en plural o singular, se refiere en general a cualquier polirribonucleétido
0 polidesoxirribonucleétido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN maodificado. Por tanto, por
ejemplo, los polinucleétidos como se define en la presente memoria incluyen, sin limitacion, ADN mono y
bicatenario, ADN incluyendo regiones mono y bicatenarias, ARN mono y bicatenario y ARN incluyendo regiones
mono y bicatenarias, moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden ser monocatenarias o, mas
normalmente, bicatenarias o incluyen regiones mono o bicatenarias. Ademas, el término “polinucleétido”, como se
utiliza en la presente memoria, se refiere a regiones tricatenarias que comprenden ARN o ADN o tanto ARN como
ADN. En dichas regiones las cadenas pueden ser de la misma molécula o de moléculas diferentes. Las regiones
pueden incluir todas las de una o mas de las moléculas, pero mas normalmente implican solo una region de algunas
de las moléculas. Una de las moléculas de una region triple helicoidal a menudo es un oligonucleétido. El término
“polinucleétido” incluye especificamente los ADNc. El término incluye los ADN (incluyendo los ADNc) y los ARN que
contienen una o mas bases modificadas. Por tanto, los ADN o ARN con estructuras modificadas, por razones de
estabilidad, u otras razones, son “polinucledtidos” tal como se entiende en la presente memoria. Por otro lado, los
ADN o ARN que comprenden bases inusuales, tales como inosina, o bases modificadas, tales como bases tritiadas,
se incluyen en el término “polinucledtidos”, tal como se define en la presente memoria. En general, el término
“polinucledtido” incluye todas las formas quimica, enzimatica y/o metabdlicamente modificadas de polinucleétidos no
modificados, asi como las formas quimicas de ARN y ADN caracteristicas de virus y células, incluyendo células
simples y complejas.

El término “oligonucleétido” se refiere a un polinucledtido relativamente corto, incluyendo, sin limitacion,
desoxirribonucleétidos monocatenarios, ribonucleétidos mono o bicatenarios, hibridos de ARN:ADN y ADN
bicatenarios. Los oligonucledtidos, tales como oligonucleétidos sonda de ADN monocatenario, a menudo se
sintetizan mediante métodos quimicos, por ejemplo, utilizando sintetizadores de oligonucledtidos automatizados que
estan disponibles en el comercio. Sin embargo, los oligonucleétidos pueden crearse mediante diversos otros
métodos, incluyendo técnicas mediadas por ADN recombinante in vitro y por expresion de los ADN en células y
organismos.

Un “agente quimioterapéutico” es un compuesto quimico Util en el tratamiento de cancer. Como ejemplos de agentes
quimioterapéuticos se incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y ciclofosfamida (CYTOXAN®); alquil
sulfonatos tales como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona, meturedopa
y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyendo altretamina, trietilenmelanima, trietilenefosforamida,
trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; acetogeninas (especialmente bulatacina y bulatacinona); delta-9-
tetrahidrocanabinol (dronabinol, MARINOL®); beta-lapachona; lapachol; colchicinas; acido betulinico; una
camptotecina (incluyendo el analogo sintético topotecan (HYCAMTIN®), CPT-11 (irinotecan, CAMPTOSAR®);
acetilcampotecina; escopolectina y 9-aminocampotecina); briostatina; calistatina; CC-1065 (incluyendo sus analogos
sintéticos adozelesina, carzelesina y bizelesina); podofilotoxina; acido podofilinico; tenipdsido; criptoficinas
(particularmente criptoficina 1 y criptoficina 8); dolastatina; duocarmicina (incluyendo los anéalogos sintéticos, KW-
2189 y CB1-TM1); eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de nitrégeno tales como
clorambucilo, clornafacina, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de Oxido de
mecloretamina, melfalan, novembicina, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitrosoureas
tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina, nimustina y ranimnustina; antibiéticos tales como los
antibidticos de enedina (por ejemplo, calicamicina, especialmente calicamicina gammall y calicamicina omegall
(véase, por ejemplo, Nicolaou et al., Angew. Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183-186 (1994)); CDP323, un inhibidor oral de
alfa-4 integrina; dinemicina, incluyendo dinemicina A; una esperamicina; asi como croméforo de neocarzinostatina y
croméforos de antibiéticos de enedina cromoproteina relacionados), aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina (incluyendo ADRIAMYCIN®, morfolino-
doxorrubicina, cianomorfolino-doxorrubicina, 2-pirrolino-doxorrubicina, inyeccion de liposomas de clorhidrato de
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doxorrubicina (DOXIL®), doxorrubicina liposémica TLC D-99 (MYOCET®), doxorrubicina liposomica pegilada
(CAELYX®), y desoxidoxorrubicina), epirrubicina, esorrubicina, idarrubicina, marcelomicina, mitomicinas tales como
mitomicina C, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina, zorrubicina; anti-metabolitos tales
como metotrexato, gemcitabina (GEMZAR®), tegafur (UFTORAL®), capecitabina (XELODA®), y epotilona y 5-
fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina; analogos de pirimidina tales
como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina, enocitabina,
floxuridina; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano, trilostano; reabastecedor de acido félico tal como
acido frolinico; aceglatona; glucosido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; eniluracilo; amsacrina; bestrabucilo;
bisantreno; edatraxato; defosfamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etoglicido, nitrato de
galio; hidroxiurea; lentinano; yonidainina; maitansinoides tales como maitansina y ansamitocinas; mitoguazona;
mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatina; fenamet; pirarrubicina; losoxantrona; 2-etilhidrazida;
procarbazina; PSK® polisacarido complejo (JHS Natural Products, Eugene, OR); razoxano; rizoxina; sizofiran;
espirogermanio; acido tenuazonico; triaziquona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; tricotecenos (especialmente toxina T-2,
verracurina A, roridina A y anguidina); uretano; dacarbazina; mannomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobroman;
gacitosina; arabinésido (“Ara-C"); tiotepa; taxoide, por ejemplo, paclitaxel (TAXOL®), formulaciéon de nanoparticulas
disefiadas genéticamente de paclitaxel albumina (ABRAXANE™) y docetaxel (TAXOTERE®); clorambucilo; 6-
tioguanina; mercaptopurina; metotrexato; agentes de platino tales como cisplatino, oxaliplatino y carboplatino;
vincas, que impiden la polimerizaciéon de tubulina a partir de la formaciéon de microtibulos, incluyendo vinblastina
(VELBAN®), vincristina (ONCOVIN®), vindesina (ELDISINE®, FILDESIN®) y vinorrelbina (NAVELBINE®);
etopodsido (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; leucovorina; novantrona; edatrexato; daunomicina; aminopterina;
ibandronato; inhibidor de topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); retinoides tales como acido
retinoico, incluyendo bexaroteno (TARGRETIN®); bisfosfonatos tales como clodronato (por ejemplo, BONEFOS® u
OSTAC®), etidronato (DIDROCAL®), NE-58095, &cido zoledrénico/zoledronato (ZOMETA®), alendronato
(FOSAMAX®), pamidronato (AREDIA®), tiludronato (SKELID®) o risedronato (ACTONEL®); troxacitabina (un
analogo del nucleodsido citosina 1,3-dioxolano); oligonucleétidos antisentido, particularmente aquellos que inhiben la
expresion de genes en las rutas de sefializacién implicadas en proliferacion celular anémala, tales como, por
ejemplo, PKC-alfa, Raf, H-Ras, y receptor de factor de crecimiento epidérmico (EGF-R); vacunas tales como vacuna
THERATOPE® y vacunas de terapia génica, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y vacuna
VAXID®; inhibidor 1 de topoisomerasa (por ejemplo, LURTOTECAN®); rmRH (por ejemplo, ABARELIX®);
BAY439006 (sorafenib; Bayer); SU-11248 (Pfizer); perifosina, inhibidor de COX-2 (por ejemplo celecoxib o
etoricoxib), inhibidor de proteosomas (por ejemplo PS341); bortezomib (VELCADE®); CCI-779; tipifarnib (R11577);
orafenib, ABT510; inhibidor de Bcl-2 tal como oblimersen sédico (GENASENSE®); pixantrona; inhibidores de EGFR
(véase definicion mas adelante); inhibidores de tirosina quinasa (véase definicion mas adelante); y sales, acidos o
derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores; asi como combinaciones de dos o0 mas de
los anteriores tales como CHOP, una abreviatura de una terapia combinada de ciclofosfamida, doxorrubicina,
vincristina y prednisolona y FOLFOX, una abreviatura de un régimen de tratamiento con oxaliplatino (ELOXATIN™)
combinada con 5-FU y leucovorina.

En la presente memoria, como agentes quimioterapéuticos se incluyen “agentes antihormonales” o “agentes
terapéuticos endocrinos” que acttan regulando, reduciendo, bloqueando o inhibiendo los efectos de hormonas que
pueden promover el crecimiento del cancer. Pueden ser las propias hormonas, incluyendo, pero sin limitacion:
antiestrogenos con perfil agonista/antagonista mixto, incluyendo, tamoxifeno (NOLVADEX®), 4-hidroxitamoxifeno,
toremifeno (FARESTON®), idoxifeno, droloxifeno, raloxifeno (EVISTA®), trioxifeno, ceoxifeno y moduladores
selectivos de receptores de estrogeno (SERM) tales como SERMS3; antiestrégenos puros sin propiedades agonistas,
tales como fulvestrant (FASLODEX®) y EM800 (dichos agentes pueden bloquear la dimerizacion de receptores de
estrogenos (RE), inhibir la unién al ADN, aumentar la renovacion del RE y/o suprimir niveles de RE); inhibidores de
aromatasa, incluyendo inhibidores esteroideos de aromatasa, tales como formestano y exemestano (AROMASIN®),
e inhibidores no esteroideos de aromatasa tales como anastrazol (ARIMIDEX®), letrozol (FEMARA®) y
aminoglutetimida, y otros inhibidores de aromatasa incluyendo vorozol (RIVISOR®), acetato de megestrol
(MEGASE®), fadrozol y 4(5)-imidazoles; agonistas de la hormona liberadora de hormona luteinizante, incluyendo
leuprolida (LUPRON® y ELIGARD®), goserelina, buserelina y tripterelina; esteroides sexuales incluyendo
progestinas tales como acetato de megestrol y acetato medroxiprogesterona, estrégenos tales como dietilestilbestrol
y premarina y andrégenos/retinoides tales como fluoximesterona, acido todo transretionico y fenretinida; onapristona;
antiprogesteronas; reguladores negativos de receptores de estrégenos (RRE); anti-andrégenos tales como
flutamida, nilutamida y bicalutamida; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores; asi como combinaciones de dos o mas de los anteriores.

Como ejemplos especificos de agentes quimioterapéuticos o regimenes de quimioterapia en la presente memoria se
incluyen: agentes alquilantes (por ejemplo, clorambucilo, bendamustina o ciclofosfamida); analogos de nucledsidos o
antimetabolitos (por ejemplo fludarabina), fludarabina y ciclofosfamida (FC); prednisona o prednisolona; terapia de
combinacion que contiene aquilator, incluyendo ciclofosfamida, vincristina, prednisolona (CHOP), o ciclofosfamida,
vincristina, prednisolona (CVP), etc.
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Un “publico objetivo” es un grupo de personas 0 una institucion a la cual, 0 a quien se promociona o intenta
promocionar, un medicamento en particular, tal como comercializandolo o publicitandolo, especialmente para usos,
tratamientos o indicaciones particulares, tales como pacientes individuales, poblaciones de pacientes, lectores de
periddicos, bibliografia y revistas de medicina, telespectadores o internautas, personas que escuchan la radio o
internet, médicos, compafiias farmacolégicas, etc.

Un “prospecto” se utiliza para hacer referencia a instrucciones normalmente incluidas en los envases comerciales de
productos terapéuticos, que contienen informacion sobre las pautas, uso, dosificacion, administracion,
contraindicaciones, otros productos terapéuticos a combinar con el producto envasado y/o advertencias en lo que
respecta al uso de dichos productos terapéuticos, etc.

El término “anticuerpo” se utiliza en la presente memoria en su mas amplio sentido e incluye diversas estructuras de
anticuerpos, incluyendo, sin limitacion, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales, anticuerpos
multiespecificos (por ejemplo, anticuerpos biespecificos) y fragmentos de anticuerpo, siempre que presenten la
actividad de unién antigénica deseada.

Un “fragmento de anticuerpo” se refiere a una molécula distinta de un anticuerpo intacto que comprende una parte
de un anticuerpo intacto que se une al antigeno al cual se une el anticuerpo intacto. Como ejemplos de fragmentos
de anticuerpo se incluyen, pero sin limitaciéon, Fv, Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’)z; diacuerpos; anticuerpos lineales;
moléculas de anticuerpo monocatenario (por ejemplo scFv); y anticuerpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticuerpo.

Un anticuerpo “madurado por afinidad” se refiere a un anticuerpo con una o mas alteraciones en una 0 mas regiones
hipervariables (HVR, hipervariable regions), en comparacién con un anticuerpo parental que no posee dichas
alteraciones, dando como resultado dichas alteraciones una mejoria en la afinidad del anticuerpo por el antigeno.

Un “anticuerpo que se une al mismo epitopo” como un anticuerpo de referencia, se refiere a un anticuerpo que
bloquea la unién del anticuerpo de referencia con su antigeno en un ensayo de competicion al 50 % o mas, y a la
inversa, el anticuerpo de referencia bloquea la union del anticuerpo con su antigeno en un ensayo de competicion al
50 % o mas.

La expresion anticuerpo “quimérico” se refiere a un anticuerpo en el que una parte de la cadena pesada y/o ligera
procede de una fuente o especie particular, mientras que el resto de la cadena pesada y/o ligera procede de una
fuente o especie diferente.

La “clase” de un anticuerpo se refiere al tipo de dominio constante o region constante que posee su cadena mas
pesada. Hay cinco clases principales de anticuerpos: IgA, IgD, IgE, 1gG e IgM y diversas de estas pueden dividirse
adicionalmente en subclases (isotipos), por ejemplo, 1gG1, 1gG2, 1gG3, 1gG4, IgAl e IgA2. Los dominios constantes
de cadena pesada que corresponden a las diferentes clases de inmunoglobulinas se denominan a, &, €, Yy U,
respectivamente.

La expresién “agente citotoxico”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una sustancia que inhibe o
impide una funcion celular y/o causa la muerte o destruccion celular. Como agentes citotoxicos se inclu%/en, pero sin
limitacion, isGtopos radioactivos (por ejemplo, At 13, 1'%, Y% Re™®® Re™™® sm'*®, Bi*2, P*, Pb?*? e is6topos
radioactivos de Lu); agentes o farmacos quimioterapéuticos (por ejemplo, metotrexato, adriamicina, alcaloides de la
vinca (vincristina, vinblastina, etopdsido), doxorrubicina, melfalan, mitomicina C, clorambucilo, daunorrubicina u otros
agentes intercalantes); agentes inhibidores del crecimiento; enzimas y fragmentos de las mismas, tales como
enzimas nucleoliticas; antibidticos; toxinas tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas enzimaticamente
activas, de origen bacteriano, fingico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de las mismas; y los
diversos agentes antitumorales o anticancerosos desvelados mas adelante.

Las “funciones efectoras” se refieren a aquellas actividades bioldgicas atribuibles a la regién Fc de un anticuerpo,
que varian con el isotipo de anticuerpo. Como ejemplos de funciones efectoras de anticuerpos se incluyen: unién a
Clq y citotoxicidad dependiente del complemento (CDC); union al receptor de Fc; citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo (CCDA); fagocitosis; regulacion negativa de receptores de superficie celular (por ejemplo, receptor de
linfocitos B); y activacion de linfocitos B.

La expresion “region Fc” en la presente memoria, se utiliza para definir una region C terminal de una cadena pesada
de inmunoglobulina que contiene al menos una parte de la region constante. El término incluye regiones Fc de
secuencia nativa y regiones Fc variantes. En una realizacién, una regién Fc de cadena pesada de IgG humana se
extiende desde Cys226, o desde Pro230, al extremo carboxilo de la cadena pesada. Sin embargo, la lisina C-
terminal (Lys447) de la region Fc puede estar o no presente. A menos que se especifique de otra manera en la
presente memoria, la numeracion de los restos de aminoacidos en la regiéon Fc o regidon constante es de acuerdo
con el sistema de numeracion de EU, también denominado indice EU, como se describe en Kabat et al., Sequences
of Proteins of Immunological Interest, 58 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
1991.
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Un “armazén” o “FR, por las siglas framework”, se refiere a restos de dominio variable distintos de los restos de la
regién hipervariable (HVR). El FR de un dominio variable generalmente consta de cuatro dominios FR: FR1, FR2,
FR3y FRA4. Por consiguiente, las secuencias de la HVR y las secuencias FR, generalmente aparecen en la siguiente
secuencia en VH (o VL): FR1-H1(L1)-FR2-H2(L2)-FR3-H3(L3)-FRA4.

Las expresiones “anticuerpo de longitud completa”, “anticuerpo intacto” y “anticuerpo completo”, se utilizan en la
presente memoria indistintamente para referirse a un anticuerpo que tiene una estructura sustancialmente similar a
la de una estructura de anticuerpo nativo o que tiene cadenas pesadas que contienen una region Fc como se define
en la presente memoria.

Un “anticuerpo humano” es uno que posee una secuencia de aminoacidos que se corresponde con la de un
anticuerpo producido por un ser humano o una célula humana o que procede una fuente no humana que utiliza
repertorios de anticuerpos humanos u otras secuencias que codifican anticuerpos humanos. Esta definicion de
anticuerpo humano excluye especificamente un anticuerpo humanizado que comprende restos de unién a antigeno
no humanos.

Un anticuerpo “humanizado” se refiere a un anticuerpo quimérico que comprende restos de aminoacidos de HVR no
humanas y restos de aminoacidos de FR humanos. En determinadas realizaciones, un anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todo de al menos uno, y normalmente dos, dominios variables, en los que todas o
sustancialmente todas las HVR (por ejemplo, las CDR) se corresponden con las de un anticuerpo no humano, y
todos o sustancialmente todos los FR se corresponden con los de un anticuerpo humano. Un anticuerpo
humanizado opcionalmente puede comprender al menos una parte de una regién constante de anticuerpo
procedente de un anticuerpo humano. Una “forma humanizada” de un anticuerpo, por ejemplo, un anticuerpo no
humano, se refiere a un anticuerpo que se ha sometido a humanizacion.

La expresion “regiéon hipervariable” o “HVR”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cada una de las
regiones de un dominio variable de anticuerpo que son hipervariables en secuencia y/o forman bucles
estructuralmente definidos (“bucles hipervariables”). Generalmente, los anticuerpos nativos de cuatro cadenas
comprenden seis HVR; tres en la VH (H1, H2, H3) y tres en la VL (L1, L2, L3). Las HVR generalmente comprenden
restos de aminoacidos desde los bucles hipervariables y/o desde las “regiones determinantes de
complementariedad” (CDR), estando estas Ultimas implicadas en el reconocimiento antigénico y/o siendo las de
mayor variabilidad de secuencia. Aparecen bucles hipervariables a modo de ejemplo en los restos de aminoacidos
26-32 (L1), 50-52 (L2), 91-96 (L3), 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3). (Chothia and Lesk, J. Mol. Biol. 196: 901-
917 (1987)). Aparecen CDR a modo de ejemplo (CDR-L1, CDR-L2, CDR-L3, CDR-H1, CDR-H2 y CDR-H3) en los
restos de aminoacidos 24-34 de L1, 50-56 de L2, 89-97 de L3, 31-35B de H1, 50-65 de H2 y 95-102 de H3. (Kabat et
al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, 58 Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, MD (1991)). Exceptuando la CDR1 en VH, las CDR generalmente comprenden los restos de aminoacidos
qgue forman los bucles hipervariables. Las CDR también comprenden “restos determinantes de especificidad” o
“SDR”, que son restos que estan en contacto con el antigeno. Los SDR estan incluidos en regiones de las CDR
denominadas abreviadas CDR, o0 a-CDR. Aparecen a-CDR a modo de ejemplo (a-CDR-L1, a-CDR-L2, a-CDR-L3, a-
CDR-H1, a-CDR-H2 y a-CDR-H3) en los restos de aminoacidos 31-34 de L1, 50-55 de L2, 89-96 de L3, 31-35B de
H1, 50-58 de H2 y 95-102 de H3. (Véase Almagro y Fransson, Front. Biosci. 13: 1619-1633 (2008)). A menos que se
indique de otra manera, en la presente memoria, los restos de HVR y otros restos en el dominio variable (por
ejemplo, restos FR) se numeran segln Kabat et al., citados anteriormente. En una realizacion, el anticuerpo c-met
de la presente memoria comprende las HVR de las SEQ ID NO: 1-6.

Un “inmunoconjugado” es un anticuerpo conjugado con una o mas moléculas heterologas, incluyendo, pero sin
limitacién, un agente citotéxico.

La expresion “anticuerpo monoclonal”, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacién que son idénticos y/o se unen al mismo epitopo, excepto por posibles anticuerpos
variantes, por ejemplo, contienen mutaciones de origen natural o surgen durante la produccién de una preparacion
de anticuerpos monoclonales, estando generalmente dichas variantes presentes en cantidades minoritarias. A
diferencia de las preparaciones de anticuerpos policlonales, que normalmente incluyen diferentes anticuerpos
dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal de una preparacion de anticuerpos
monoclonales se dirige contra un solo determinante en un antigeno. Por tanto, el modificador “monoclonal” indica el
caracter del anticuerpo que se obtiene a partir de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogénea, y no
debe considerarse que se requiere la produccion del anticuerpo mediante ningin método particular. Por ejemplo, los
anticuerpos monoclonales a utilizar de acuerdo con la presente invencion, pueden crearse mediante diversas
técnicas, incluyendo, pero sin limitacién, el método del hibridoma, métodos de ADN recombinante, métodos de
presentacion en fagos y métodos que utilizan animales transgénicos que contienen todos los locus, o parte de los
mismos, de la inmunoglobulina humana, describiéndose en la presente memoria dichos métodos y otros métodos a
modo de ejemplo para crear anticuerpos monoclonales.

Un “anticuerpo no marcado (nacked)” se refiere a un anticuerpo que no esta conjugado con una fraccién heteréloga
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(por ejemplo, una fraccion citotdéxica) o radiomarcador. El anticuerpo no marcado puede estar presente en una
formulacion farmacéutica.

Los “anticuerpos nativos” se refieren a moléculas de inmunoglobulina de origen natural de diversa estructura. Por
ejemplo, anticuerpos IgG nativos son glucoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 daltons,
compuestos por dos cadenas ligeras idénticas y dos cadenas pesadas idénticas que estan unidas por puentes
disulfuro. Desde el extremo N al extremo C, cada cadena pesada tiene una region variable (VH), también
denominada dominio pesado variable o dominio variable de cadena pesada, seguida de tres dominios constantes
(CH1, CH2 y CH3). De manera similar, desde el extremo N al extremo C, cada cadena ligera tiene una region
variable (VL), también denominada dominio ligero variable o dominio variable de cadena ligera, seguida de un
dominio ligero constante (CL, constant light). La cadena ligera de un anticuerpo puede asignarse a uno de dos tipos,
denominados kappa (k) y lambda (M), en funcion de la secuencia de aminoacidos de su dominio constante.

La expresion “formulacién farmacéutica” se refiere a una preparacion estéril que estd en una forma tal que permite
qgue la actividad bioldgica del medicamento sea eficaz y que no contiene componentes adicionales que sean
inaceptablemente tdxicos para el sujeto a quien se va a administrar la la formulacion.

Una formulacién “estéril” es aséptica o carece de cualquier microorganismo vivo y de sus esporas.

Un “kit” es cualquier fabricacion (por ejemplo, un envase o recipiente) que comprende al menos un reactivo, por
ejemplo, un medicamento para el tratamiento del cancer (por ejemplo, CPNM o cancer de mama triple negativo), o
un reactivo (por ejemplo, anticuerpo) para detectar especificamente una proteina o un gen biomarcador de la
invencion. La fabricacién se promociona, distribuye y comercializa, preferentemente, como una unidad para llevar a
cabo los métodos de la presente invencion.

Un “transportador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un ingrediente en una formulacién farmacéutica,
distinto de un ingrediente activo, que no es téxico para un sujeto. Un transportador farmacéuticamente aceptable
incluye, pero sin limitacién, un tampdn, un excipiente, un estabilizador o un conservante.

La expresion “porcentaje (%) de identidad de secuencia de aminoacidos” con respecto a una secuencia polipeptidica
de referencia, se define como el porcentaje de restos de aminoacidos en una secuencia candidata que son idénticos
a los restos de aminoacidos en la secuencia polipeptidica de referencia, después de alinear las secuencias e
introducir huecos, si fuera necesario, para conseguir el porcentaje de identidad de secuencia maximo y sin
considerar ninguna sustitucion conservativa como parte de la identidad de secuencia. Para determinar el porcentaje
de identidad de secuencia de aminoacidos, el alineamiento puede realizarse de las diversas maneras que se
encuentran dentro de la experiencia de la técnica, por ejemplo, utilizando un programa informatico disponible al
publico tal como BLAST, BLAST-2, ALIGN o Megalign (DNASTAR). Los expertos en la técnica pueden determinar
parametros apropiados para alinear secuencias, incluyendo cualquiera de los algoritmos necesarios para conseguir
un alineamiento maximo sobre toda la longitud de las secuencias a comparar. Sin embargo, para los fines de la
presente memoria, los valores del % de identidad de secuencia de aminoacidos se generan utilizando el programa
informatico de comparacién de secuencias ALIGN-2. El programa informatico de comparacion de secuencias
ALIGN-2 fue autorizado por Genentech, Inc., y el codigo fuente se ha archivado con la documentacién de usuario en
la U.S. Copyright Office, Washington D.C., 20559, donde se registrd con el N.° de registro Copyright TXU510087 de
Estados Unidos. El programa ALIGN-2 esta disponible al publico en Genentech, Inc., South San Francisco,
California o puede compilarse del codigo fuente. El programa ALIGN-2 debe compilarse para su uso en un sistema
operativo UNIX, incluyendo UNIX V4.0D digital. Todos los parametros de comparacion de secuencias se
establecieron mediante el programa ALIGN-2 y no varian.

En las situaciones en las que se emplea ALIGN-2 para efectuar comparaciones de secuencias de aminoacidos, el %
de identidad de secuencia de aminoacidos de una secuencia de aminoacidos A determinada, con o contra una
secuencia de aminoacidos B determinada (que como alternativa pueden expresarse como una secuencia de
aminoacidos A determinada que tiene o que comprende un determinado % de identidad de secuencia de
aminoacidos con, o contra una secuencia de aminoacidos B determinada) se calcula de la siguiente manera:

100 veces la fraccion X/Y

siendo X el numero de restos de aminoacidos marcado como coincidencias idénticas por el programa de
alineamiento de secuencias ALIGN-2 en el alineamiento de ese programa de Ay B, y siendo Y es el nimero total de
restos de aminoacidos en B. Se apreciara que cuando la longitud de la secuencia de aminoacidos A no es igual a la
longitud de la secuencia de aminoacidos B, el % de identidad de secuencia de aminoacidos de A con respecto a B
no sera igual al % de identidad de secuencia de aminoacidos de B con respecto a A. A menos que se indique
especificamente de otra manera, todos los valores de % identidad de secuencia de aminoacidos utilizados en la
presente memoria se obtienen como se describe en el parrafo inmediatamente anterior utilizando el programa
informatico ALIGN-2.
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Il. Medicamentos para el cancer

En un aspecto, la invencién se refiere a la seleccion de pacientes que pueden tratarse con medicamentos para el
cancer en funcién de la expresiéon de uno o mas de los biomarcadores desvelados en la presente memoria. Como
ejemplos de medicamentos para el cancer se incluyen, pero sin limitacion:

- antagonistas de c-met, incluyendo anticuerpos anti-c-met.

- agentes quimioterapéuticos y regimenes de quimioterapia.

- otros medicamentos o combinaciones de los mismos en desarrollo, o aprobados, para el tratamiento del cancer,
por ejemplo, CPNM.

En una realizacion, el medicamento es un anticuerpo, por ejemplo, dirigido contra c-met, o que se une a c-met. El
anticuerpo de la presente memoria incluye: anticuerpos monoclonales, incluyendo anticuerpos quiméricos
humanizados o humanos. En una realizacion, el anticuerpo es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un Fv, Fab,
Fab’, un anticuerpo con un brazo, scFv, un diacuerpo, o un fragmento F(ab’).. En otra realizacion, el anticuerpo es
un anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, un anticuerpo IgG1 intacto u otra clase o isotipo de anticuerpo,
como se define en la presente memoria. En una realizacién, el anticuerpo es monovalente. En otra realizacién, el
anticuerpo es un anticuerpo con un brazo (es decir, el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable de
cadena ligera forman un solo brazo de unién a antigeno) que comprende una regién Fc, en el que la regién Fc
comprende un primer y un segundo polipéptido Fc, en el que el primer y segundo polipéptido Fc estan presentes en
un complejo y forman una regiéon Fc que aumenta la estabilidad de dicho fragmento de anticuerpo en comparacion
con una molécula Fab que comprende dicho brazo de unién a antigeno. El anticuerpo de un brazo puede ser
monovalente.

En una realizacion, el antagonista de c-met es un anticuerpo anti-c-met. En otra realizacion, el anticuerpo anti-c-met
es MetMAb (onartuzumab) o una version biosimilar del mismo. MetMAb se desvela, por ejemplo, en el documento
W02006/015371; Jin et al, Cancer Res (2008) 68: 4360. En otra realizacién, el anticuerpo anti-c-met comprende un
dominio variable de cadena pesada que comprende una o mas de (a) una HVR1 que comprende la secuencia
GYTFTSYWLH (SEQ ID NO: 1); (b) una HVR2 que comprende la secuencia GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID
NO: 2); y/o (c) una HVR3-HC que comprende la secuencia ATYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 3). En algunas
realizaciones, el anticuerpo comprende un dominio variable de cadena ligera que comprende una o mas de (a) una
HVR1-LC que comprende la secuencia KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 4); una HVR2-LC que comprende la
secuencia WASTRES (SEQ ID NO: 5); y/o (c) una HVR3-LC que comprende la secuencia QQYYAYPWT (SEQ ID
NO: 6). En algunas realizaciones el anticuerpo anti-c-met comprende un dominio variable de cadena pesada que
comprende (a) una HVR1 que comprende la secuencia GYTFTSYWLH (SEQ ID NO: 1); (b) una HVR2 que
comprende la secuencia GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO: 2); y (c) una HVR3-HC que comprende la
secuencia ATYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 3) y un dominio variable de cadena ligera que comprende (a) una HVR1-
LC que comprende la secuencia KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 4); una HVR2-LC que comprende la
secuencia WASTRES (SEQ ID NO: 5); y (c) una HVR3-LC que comprende la secuencia QQYYAYPWT (SEQ ID NO:
6).

En cualquiera de las realizaciones anteriores, por ejemplo, un anticuerpo anti-c-met puede estar humanizado. En
una realizacién, un anticuerpo anti-c-met comprende las HVR como en cualquiera de las realizaciones anteriores y
comprende adicionalmente un armazon aceptor humano, por ejemplo, un armazén de inmunoglobulina humana o un
armazén consenso humano.

En otro aspecto, un anticuerpo anti-c-met comprende una secuencia de dominio variable de cadena pesada (VH)
que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En determinadas realizaciones, una secuencia VH que
tiene una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservativas), inserciones o0 deleciones con respecto a la
secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-c-met que comprende esa secuencia conserva la capacidad de
unirse a c-met humano. En determinadas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se han sustituido, alterado,
insertado y/o delecionado en SEQ ID NO: 7. En determinadas realizaciones, las sustituciones, inserciones o
deleciones se producen en regiones fuera de las HVR (es decir, en los armazones, FR). Opcionalmente, el
anticuerpo anti-c-met comprende la secuencia VH en SEQ ID NO: 7, incluyendo modificaciones postraduccionales
de esa secuencia.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-c-met, en el que el anticuerpo comprende un dominio variable de
cadena ligera (VL) que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o0 100 % con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8. En determinadas realizaciones, una
secuencia VL que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 % o0 99 % contiene sustituciones (por ejemplo, sustituciones conservativas), inserciones o deleciones con
respecto a la secuencia de referencia, pero un anticuerpo anti-c-met que comprende esa secuencia conserva la
capacidad de unirse a c-met. En determinadas realizaciones, un total de 1 a 10 aminoacidos se ha sustituido,
alterado, insertado y/o delecionado en SEQ ID NO: 8. En determinadas realizaciones, las sustituciones, inserciones
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0 deleciones se producen en regiones fuera de las HVR (es decir, en los armazones, FR). Opcionalmente, el
anticuerpo anti-c-met comprende la secuencia VL en SEQ ID NO: 8, incluyendo modificaciones postraduccionales de
esa secuencia.

En otra realizaciébn mas, el anticuerpo anti-c-met comprende una region VL que tiene una identidad de secuencia de
al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO: 8 y una region VH que tiene una identidad de secuencia de al menos 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % con la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 7. En otra realizacién
adicional, el anticuerpo anti-c-met comprende una HVR-L1 que comprende una secuencia de aminoacidos SEQ ID
NO: 1; una HVR-L2 que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 2; una HVR-L3 que comprende la
secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 3; una HVR-H1 que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 4;
una HVR-H2 que comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 5; y una HVR-H3 que comprende la
secuencia de aminoéacidos SEQ ID NO: 6.

En otro aspecto, se proporciona un anticuerpo anti-c-met, en el que el anticuerpo comprende una VH como en
cualquiera de las realizaciones proporcionadas anteriormente, y una VL como en cualquiera de las realizaciones
proporcionadas anteriormente.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona un anticuerpo que se une al mismo epitopo que un anticuerpo
anti-c-met proporcionado en la presente memoria. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, se proporciona un
anticuerpo que se une al mismo epitopo como o que puede estar inhibido competitivamente por un anticuerpo anti-c-
met que comprende una secuencia VH de SEQ ID NO: 7 y una secuencia VL de SEQ ID NO: 8.

En un aspecto adicional de la invencion, un anticuerpo anti-c-met de acuerdo con una cualquiera de las
realizaciones anteriores puede ser un anticuerpo monoclonal, incluyendo un anticuerpo monovalente, quimérico,
humanizado o humano. En una realizacion, un anticuerpo anti-c-met es un fragmento de anticuerpo, por ejemplo, un
fragmento con un brazo, Fv, Fab, Fab’, scFv, un diacuerpo o un fragmento F(ab’),. En otra realizacién, el anticuerpo
es un anticuerpo de longitud completa, por ejemplo, un anticuerpo IgG1 o IgG4 intacto u otra clase o isotipo de
anticuerpo, como se define en la presente memoria. De acuerdo con otra realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo
biespecifico. En una realizacién, el anticuerpo biespecifico comprende las HVR o comprende las regiones VH y VL
descritas anteriormente.

En algunas realizaciones, el anticuerpo anti-c-met es monovalente, y comprende (a) un primer polipéptido que
comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la secuencia
EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYWLHWVRQAPGKGLEWVGMIDPSNSDTRFNPNFKDRFTISADTSK
NTAYLQMNSLRAEDTAVYYCATYRSYVTPLDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO:7), secuencia CH1 y un primer
polipéptido Fc; (b) un segundo polipéptido que comprende un dominio variable de cadena ligera que tiene la
secuencia:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRESGVPSRFSGSGSGTDF
TLTISSLQPEDFATYYCQQYYAYPWTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 8), y la secuencia CL1; y (c) un tercer
polipéptido que comprende un segundo polipéptido Fc, en el que el dominio variable de cadena pesada y el dominio
variable de cadena ligera estan presentes como un complejo y forman un solo brazo de unién a antigeno, en el que
el primer y segundo polipéptido Fc estan presentes en un complejo y forman una regiébn Fc que aumenta la
estabilidad de dicho fragmento de anticuerpo en comparacién con una molécula Fab que comprende dicho brazo de
unién a antigeno. En algunas realizaciones, el primer polipéptido comprende la secuencia Fc

CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:
9

y el segundo polipéptido comprende la secuencia Fc
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CPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVE
VHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAK
GQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVL
DSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO:
10).

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-c-met es monovalente y comprende (a) un primer polipéptido que
comprende una cadena pesada, comprendiendo dicho polipéptido la secuencia:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYWLHWVRQAPGKGLEWVGMIDPSNS

DTRFNPNFKDRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCATYRSYVTPLDYWGQGT
LVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTF
PAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPC
PAPELLGGPSVFLEPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNA
KTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPRE
PQVYTLPPSREEMTKNQVSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGS

FFLVSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 11); (b)

(b) un segundo polipéptido que comprende una cadena ligera, comprendiendo el polipéptido la secuencia

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGKAPKLLIYWAST
RESGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYAYPWTFGQGTKVEIKRTVAA
PSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKD
STYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 12); and

un tercer polipéptido que comprende una secuencia Fc, comprendiendo el polipéptido la secuencia

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYV

DGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTI
SKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKT

TPPVLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHY TQKSLSLSPGK (SEQ
ID NO: 13),

en el que el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera estan presentes como un
complejo y forman un solo brazo de unién a antigeno, en el que el primer y segundo polipéptido Fc estan presentes
en un complejo y forman una regidon Fc que aumenta la estabilidad de dicho fragmento de anticuerpo en
comparacién con una molécula Fab que comprende dicho brazo de unién a antigeno.

Otros anticuerpos anti-c-met adecuados para su uso en los métodos de la invencion se describen en la presente
memoria y se conocen en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos anti-c-met desvelados en el documento
WO005/016382 (incluyendo, pero sin limitacion, los anticuerpos 13.3.2, 9.1.2, 8.70.2, 8.90.3); anticuerpos anti-c-met
producidos por la linea celular de hibridoma depositada en la ICLC ( Interlab Cell Line Collection) con el nimero PD
03001 en la CBA en Genoa, 0 que reconoce un epitopo en el dominio extracelular de la cadena 3 del receptor de
HGF, y dicho epitopo es el mismo que reconoce el anticuerpo monoclonal); anticuerpos anti-c-met desvelados en el
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documento W02007/126799 (incluyendo, pero sin limitacién, 04536, 05087, 05088, 05091, 05092, 04687, 05097,
05098, 05100, 05101, 04541, 05093, 05094, 04537, 05102, 05105, 04696, 04682); anticuerpos anti-c-met
desvelados en el documento W02009/007427 (incluyendo, pero sin limitacién, un anticuerpo depositado en la
CNCM, Instituto Pasteur, Paris, Francia, el 14 de marzo de 2007 con el nimero 1-3731, el 14 de marzo de 2008 con
el nimero 1-3732, el 6 de julio de 2007 con el numero 1-3786, el 14 de marzo de 2007 con el ndmero 1-3724; un
anticuerpo anti-c-met desvelado en el documento 20110129481; un anticuerpo anti-c-met desvelado en el
documento US2011014176; un anticuerpo anti-c-met desvelado en el documento W02009/134776; un anticuerpo
anti-c-met desvelado en el documento W02010/059654; un anticuerpo anti-c-met desvelado en el documento
W02011020925 (incluyendo, pero sin limitacion, un anticuerpo secretado de un hibridoma depositado en la CNCM,
Instituto Pasteur, Paris, Francia, el 12 de marzo de 2008 con el numero 1-3949 y el hibridoma depositado en 14 de
enero de 2010 con el nimero 1-4273).

En un aspecto, el anticuerpo anti-c-met comprende al menos una caracteristica que promueve la heterodimerizacion,
minimizando al mismo tiempo la homodimerizacion, de las secuencias Fc dentro del fragmento de anticuerpo. Dicha
caracteristica o caracteristicas mejoran el rendimiento y/o la pureza y/o la homogeneidad de las poblaciones de
inmunoglobulina. En una realizacion, el anticuerpo comprende mutaciones en Fc que constituyen “botones” y “ojales”
como se describe en el documento W0O2005/063816. Por ejemplo, una mutacién de ojal puede ser una o mas de
T366A, L368A y/o Y407V en un polipéptido Fc y una mutacion de hueco puede ser T366W.

En algunas realizaciones, el antagonista de c-met es un anticuerpo anti factor de crecimiento hepatocitico (HGF,
hepatocyte growth factor), por ejemplo, el anticuerpo anti HGF humanizado TAK701, rilotumumab, Ficlatuzumab, y/o
el anticuerpo humanizado 2B8 descrito en el documento W0O2007/143090. En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti HGF es el anticuerpo anti HGF descrito en el documento US7718174B2.

En algunas realizaciones, el antagonista de c-met es un inhibidor de c-met de molécula pequefia. En algunas
realizaciones, el inhibidor de c-met de molécula pequefia es un inhibidor selectivo de c-met de molécula pequefia.

En una realizacion, el antagonista de c-met se une al dominio extracelular de c-met. En algunas realizaciones, el
antagonista de c-met se une al dominio de c-met quinasa. En algunas realizaciones, el antagonista de c-met compite
por la unién con c-met con el factor de crecimiento hepatocitico (HGF). En algunas realizaciones, el antagonista de
c-met se une a HGF. En algunas realizaciones, el antagonista de c-met inhibe la proliferaciéon celular, por ejemplo,
proliferacién celular inducida por HGF de la linea celular EBC-1, H441 y/o KP4. En algunas realizaciones, la
proliferacién celular se inhibe con una Ki de 600 nM o menor (mas fuerte), 500 nM o menor, 400 nM o menor, 300
nM o menor o mas fuerte. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met inhibe la sefializacion de c-met
(por ejemplo, fosfo-c-met, fosfo-AKT, fosfo-MAPK) cuando las células EBC-1 se tratan con un antagonista de c-met
en presencia de suero bovino fetal al 10 %. En algunas realizaciones, la sefializacion de c-met se inhibe con una Ki
de 600 nM o menor (mas fuerte), 500 nM o menor, 400 nM o menor, 300 nM o menor (mas fuerte). En determinadas
realizaciones, el antagonista de c-met trata (puede tratar) un carcinoma de células escamosas. En determinadas
realizaciones, el antagonista de c-met trata (puede tratar) CPNM que expresa k-ras de tipo silvestre.

En determinadas realizaciones, el inhibidor de c-met no es una molécula pequefia competitiva no ATP. En
determinadas realizaciones, el antagonista de c-met inhibe la proliferacion celular, por ejemplo, proliferacion celular
inducida por HGF de la linea celular EBC-1, H441 y/o KP4. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met
inhibe la sefializacién de c-met (por ejemplo, fosfo-c-met y rutas de sefializaciéon de c-met aguas abajo, por ejemplo,
fosfo-AKT, fosfo-MAPK) cuando las células EBC-1 se tratan con un antagonista de c-met en presencia de suero
bovino fetal al 10 %. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met no inhibe la proliferacion celular de las
lineas celulares MDA-MB-231 y HT29 (en presencia o en ausencia de HGF exdgeno). En determinadas
realizaciones, el antagonista de c-met no inhibe la proliferacion celular de las lineas celulares MDA-MB-231 y HT29
en presencia de suero bovino fetal al 10 %. En la técnica se conocen bien métodos para evaluar la proliferaciéon
celular, y algunos de ellos se describen en los documentos W02009/111691; W02006/015371; y en Jin et al,
Cancer Res (2008) 68: 4360. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met trata (puede tratar) un
carcinoma de células escamosas. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met trata (puede tratar) CPNM
que expresa k-ras de tipo silvestre. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met no es Tivantinib (ARQ-
197). En una realizacion particular, un antagonista de c-met inhibe la sefializacién de c-met con una CI50 de 1.000
nM o menor (es decir, mas fuerte). En otra realizacion, un antagonista de c-met inhibe la sefializacién de c-met con
una CI50 de 400 nm o menor, 500 nM o menor, 600 nm o menor, 700 nm o menor. En otra realizacién, un
antagonista de c-met inhibe la sefializacion de c-met con una CI50 de 50 nM o menor. En determinadas
realizaciones, el antagonista de c-met no es crizotinib. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met no es
foretinib. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met no es ficlatuzumab.

En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met es uno cualquiera de: SGX-523, Crizotinib (PF-02341066; 3-
[(1R)-1-(2,6-dicloro-3-fluorofenil)etoxi]-5-(1-piperidin-4-ilpirazol-4-il)piridin-2-amina; CAS n.° 877399-52-5); JNJ-
38877605 (CAS n.° 943540-75-8), BMS-698769, FA-665752 (Pfizer), SU5416, INC-280 (Incyte; SU11274 (Sugen;
[(32)-N-(3-clorofenil)-3-({3,5-dimetil-4-[(4-metilpiperazin-1-il)carbonil]-1H-pirrol-2-il}metilen)-N-metil-2-oxoindolin-5-

sulfonamida; CAS n.° 658084-23-2]), Foretinib (GSK1363089), XL880 (CAS n.° 849217-64-7; XL880 es un inhibidor
de met y VEGFR2 y KDR); MGCD-265 (Methylgene; MGCD-265 se dirige a c-MET, VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3,
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Ron y a receptores de Tie-2; CAS n.° 875337-44-3), Tivantinib (ARQ 197; (-)-(3R,4R)-3-(5,6-dihidro-4H-pirrolo[3,2,1-
illquinolin-1-il)-4-(1H-indol-3-il)pirrolidin-2,5-diona; véase Munci et al, Mol Cancer Ter 9 de junio 2010; 1544; CAS n.°
905854-02-6), LY-2801653 (Lilly), LY2875358 (Lilly), MP-470, Rilotumumab (AMG 102, anticuerpo monoclonal anti-
HGF), anticuerpo 223C4 o anticuerpo 223C4 humanizado (documento W02009/007427), L2G7 humanizado
(TAK701 humanizado; anticuerpo monoclonal anti HGF humanizado); EMD 1214063 (Merck Sorono), EMD 1204831
(Merck Serono), NK4, Carbozantinib (XL-184, CAS n.° 849217-68-1; carbozantinib es un inhibidor dual de met y
VEGFR2), MP-470 (SuperGen; es un nuevo inhibidor de c-KIT, MET, PDGFR, FIt3 y AXL), Comp-1, Ficlatuzumab
(AV-299; anticuerpo monoclonal anti HGF), E7050 (Cas n.° 1196681-49-8; E7050 es un inhibidor dual de c-met y
VEGFR2 (Esai); MK-2461 (Merck; N-((2R)-1,4-dioxan-2-ilmetil)-N-metil-N’-[3-(1-metil-1H-pirazol-4-il)-5-oxo-5H-
benzo[4,5]ciclohepta[l,2-b]piridin-7-il]sulfamida; CAS n.° 917879-39-1); MK8066 (Merck), PF4217903 (Pfizer),
AMG208 (Amgen), SGX-126, RP1040, LY2801653, AMG458, EMD637830, BAY-853474, DP-3590. En
determinadas realizaciones, el antagonista de c-met es uno cualquiera o mas de crizotinib, tivantinib, carbozantinib,
MGCD-265, ficlatuzumab, TAK-701 humanizado, rilotumumab, foretinib, h224G11, DN-30, MK-2461, E7050, MK-
8033, PF-4217903, AMG208, JNJ-38877605, EMD1204831, INC-280, LY-2801653, SGX-126, RP1040, LY2801653,
BAY-853474 ylo LA480. En determinadas realizaciones, el antagonista de c-met es uno cualquiera o0 mas de
crizotinib, tivantinib, carbozantinib, MGCD-265, ficlatuzumab, TAK-701 humanizado, rilotumumab y/o foretinib.

Los antagonistas de EGFR incluyen anticuerpos, tal como el anticuerpo monoclonal humanizado conocido como
nimotuzumab (YM Biosciences), ABX-EGF completamente humano (panitumumab, Abgenix Inc.) asi como
cualquiera de los anticuerpos completamente humanos conocidos como E1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4, E2.11, E6. 3y
E7.6. 3 y descritos en el documento US 6.235.883; MDX-447 (Medarex Inc). Pertuzumab (2C4) es un anticuerpo
humanizado que se une directamente a HER2 pero que interfiere con la dimerizacion de HER2-EGFR, inhibiendo
por tanto la sefializacion de EGFR. Otros ejemplos de anticuerpos que se unen a EGFR incluyen MAb 579 (ATCC
CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (véase, la
Patente de Estados Unidos N.° 4.943. 533, Mendelsohn et al.) y sus variantes, tales como 225 quimerizado (C225 o
Cetuximab; ERBUTIX®) y 225 humano redisefiado (H225) (véase el documento WO 96/40210, Imclone Systems
Inc.); IMC-11F8, un anticuerpo completamente humano dirigido a EGFR (Imclone); anticuerpos que se unen a EGFR
mutante de tipo Il (Patente de Estados Unidos N.° 5.212.290); anticuerpos quiméricos y humanizados que se unen a
EGFR como se describe en la Patente de Estados Unidos N.° 5.891.996; y anticuerpos humanos que se unen a
EGFR, tales como ABX-EGF (véase el documento W098/50433, Abgenix); EMD 55900 (Stragliotto et al. Eur. J.
Cancer 32A: 636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab) un anticuerpo EGFR humanizado dirigido contra EGFR que
compite tanto con EGF como con TGF-alfa por la uniéon a EGFR; y mAb 806 o mAb 806 humanizado (Johns et al., J.
Biol. Chem. 279(29): 30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti EGFR puede conjugarse con un agente citotdxico,
generando de este modo un inmunoconjugado (véase, por ejemplo, el documento EP659.439A2, Merck Patent
GmbH).

Los anticuerpos anti EGFR que son (tiles en los métodos de la invencién, incluyen cualquier anticuerpo que se una
con suficiente afinidad y especificidad a EGFR y que pueda reducir o inhibir la actividad de EGFR. El anticuerpo
seleccionado tendra normalmente una afinidad de unién suficientemente fuerte por EGFR, por ejemplo, el anticuerpo
puede unirse a c-met humano con un valor Kd de entre 100 nM y 1 pM. Las afinidades de los anticuerpos pueden
determinarse mediante un ensayo basado en resonancia de plasmoén superficial (tal como el ensayo BlAcore como
se describe en la Publicacion de Solicitud PCT N.° W0O2005/012359); un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA); y ensayos de competicion (por ejemplo RIA), por ejemplo. Preferentemente, el anticuerpo anti
EGFR de la invenciéon puede utilizarse como un agente terapéutico en el direccionamiento e interferencia con
enfermedades o afecciones en las que estd implicada la actividad de EGFR/ligando de EGFR. Ademas, el
anticuerpo puede someterse a otros ensayos de actividad biolégica, por ejemplo, para evaluar su eficacia como un
agente terapéutico. Dichos ensayos se conocen en la técnica y dependen del antigeno diana y del uso al cual esta
destinado para el anticuerpo.

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades de unién por al menos dos epitopos
diferentes. Los anticuerpos biespecificos a modo de ejemplo pueden unirse a EGFR y a c-met. En otro ejemplo, un
anticuerpo biespecifico a modo de ejemplo puede unirse a dos epitopos diferentes de la misma proteina, por
ejemplo, la proteina c-met. Como alternativa, un brazo de c-met 0 de EGFR puede combinarse con un brazo que se
une a una molécula desencadenante en un leucocito, tal como una molécula receptora de linfocitos T (por ejemplo,
CD2 o CD3), o receptores de Fc para IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FcyRIll (CD16) para
focalizar mecanismos de defensa celulares contra las células que expresan c-met o EGFR. Los anticuerpos
biespecificos también pueden utilizarse para localizar agentes citotdxicos en células que expresan EGFR o c-met.
Estos anticuerpos poseen un brazo de union a EGFR o0 a c-met y un brazo que se une al agente citotoxico (por
ejemplo, saporina, anti-interferén-a, alcaloide de la vinca, cadena de ricina A, metotrexato o un hapteno de is6topo
radioactivo). Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como anticuerpos de longitud completa o como
fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, anticuerpos biespecificos F(ab’)2). En una realizacion, el anticuerpo
biespecifico es cualquiera de los anticuerpos MET-EGFR biespecificos desvelados en el documento
US20100254989A.

Los antagonistas de EGFR también incluyen moléculas pequefias, tales como los compuestos descritos en los
documentos US5616582, US5457105, US5475001, US5654307, US5679683, US6084095, US6265410,
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US6455534, US6521620, US6596726, US6713484, US5770599, US6140332, US5866572, US6399602,
US6344459, US6602863, US6391874, W09814451, W09850038, W09909016, W09924037, W09935146,
WO00132651 US6344455, US5760041, US6002008, US5747498. Como antagonistas particulares de EGFR de
molécula pequefa se incluyen OSI-774 (CP-358774, erlotinib, OSI Pharmaceuticals); PD 183805 (Cl 1033, 2-
propenamida, N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-7-[3-(4-morfolinil)propoxi]-6-quinazolinil]-, diclorhidrato, Pfizer Inc.);
Iressa® (ZD1839, gefitinib, AstraZeneca); ZM 105180 ((6-amino-4-(3-metilfenilamino)-quinazolina, Zeneca); BIBX-
1382 (N8-(3-cloro-4-fluoro-fenil)-N2-(1-metil-piperidin-4-il)-pirimido[5,4-d]pirimidin-2,8-diamina, Boehringer
Ingelheim); PKI-166 ((R)-4-[4-[(1-feniletil)amino]-1H-pirrolo [2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol); (R)-6-(4-hidroxifenil)-4-[(1-
feniletil)amino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina); CL-387785  (N-[4-[(3-bromofenil)amino]-6-quinazolinil]-2-butinamida);
EKB-569 (N-[4-[(3-cloro-4-fluorofenil)amino]-3-ciano-7-etoxi-6-quinolinil]-4-(dimetilamino)-2-butenamida); lapatinib
(Tykerb, GlaxoSmithKline); ZD6474 (Zactima, AstraZeneca); CUDC-101 (Curis); canertinib (CI-1033); AEE788 (6-[4-
[(4-etil-1-piperazinil)metil]fenil]-N-[(1R)-1-feniletil]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-4-amina, documento W02003013541,
Novartis) y PKI166 4-[4-[[(1R)-1-feniletillamino]-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-6-il]-fenol, documento W09702266
Novartis).

En una realizacion, el anticuerpo, por ejemplo, el anticuerpo utilizado en los métodos de la presente memoria,
pueden incorporar cualquiera de las caracteristicas, independientemente o en combinacion, como se describe en las
siguientes Secciones 1-6:

1. Fragmentos de anticuerpo

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria es un fragmento de anticuerpo.
Los fragmentos de anticuerpo incluyen, pero sin limitacion, fragmentos Fab, Fab’, Fab’-SH, F(ab’);, Fv, y scFv, un
anticuerpo con un brazo, y otros fragmentos descritos mas adelante. Para una revision sobre determinados
fragmentos de anticuerpo, véase Hudson et al. Nat. Med. 9: 129-134 (2003). Para una revision sobre fragmentos
scFv, véase, por ejemplo, Pluckthiin, en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore
eds., (Springer-Verlag, Nueva York), pags. 269-315 (1994); véase también el documento WO 93/16185; y las
Patentes de Estados Unidos 5.571.894 y 5.587.458. Para un andlisis de fragmentos Fab y F(ab’), que comprenden
restos de epitopo de unién al receptor de recuperacion y que tienen semivida in vivo aumentada, véase la Patente
de Estados Unidos N.° 5.869.046.

Los diacuerpos son fragmentos de anticuerpo con dos sitios de uniéon a antigeno que pueden ser bivalentes o
biespecificos. Véase, por ejemplo, los documentos EP 404,097; WO 1993/01161; Hudson et al., Nat. Med. 9: 129-
134 (2003); y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA 90: 6444-6448 (1993). Los triacuerpos y los
tetracuerpos también se describen en Hudson et al., Nat. Med. 9: 129-134 (2003).

Los anticuerpos de un solo dominio son fragmentos de anticuerpo que comprenden toda o una parte del dominio
variable de cadena pesada o toda o una parte del dominio variable de cadena ligera de un anticuerpo. En
determinadas realizaciones, un anticuerpo de un solo dominio es un anticuerpo humano de un solo dominio
(Domantins, Inc., Waltham, MA; Véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 6.248.516 B1).

Los anticuerpos con un brazo (es decir, el dominio variable de cadena pesada y el dominio variable de cadena ligera
forman un solo brazo de unién a antigeno) se desvelan, por ejemplo, en el documento WO2005/063816; Martens et
al, Clin Cancer Res (2006), 12: 6144. Para el tratamiento de afecciones patoldgicas que requieren una funcién
antagonista, y en el que la bivalencia de un anticuerpo produce un efecto agonista no deseable, el rasgo
monovalente de un anticuerpo con un brazo (es decir, un anticuerpo que comprende un solo brazo de union a
antigeno) produce y/o garantiza una funcién antagonista después de la unién del anticuerpo con una molécula diana.
Ademas, el anticuerpo de un brazo que comprende una region Fc, se caracteriza por atributos farmacocinéticos
superiores (tal como una semivida potenciada y/o una tasa de eliminacion reducida in vivo) en comparacién con las
formas Fab que tienen caracteristicas de unién a antigeno similares/sustancialmente idénticas, haciendo que esto
sea un inconveniente importante en el uso de anticuerpos Fab monovalentes convencionales. Las técnicas para
fabricar anticuerpos con un brazo incluyen, pero sin limitacién, modificacion por ingenieria genética de “botén en
ojal” (knob in hole) (véase, por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N.° 5.731.168). MetMAb es un ejemplo de un
anticuerpo con un brazo. [¢se afiaden otros formatos monovalentes de un brazo?¢;Genmab?]

Los fragmentos de anticuerpo también pueden fabricarse mediante diversas técnicas, incluyendo, pero sin limitacion,
digestion proteolitica de un anticuerpo intacto asi como la produccion por células hospedadoras recombinantes (por
ejemplo, E. coli o fago), como se describe en la presente memoria.

2. Anticuerpos quiméricos y humanizados

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria es un anticuerpo quimeérico.
Por ejemplo, en la Patente de Estados Unidos N.° 4.816.567; y en Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA,
81:6851-6855 (1984)), se describen determinados anticuerpos quiméricos. En un ejemplo, un anticuerpo quimérico
comprende una region variable no humana (por ejemplo, una region variable procedente de un ratén, una rata, un
hamster, un conejo o un primate no humano, tal como un mono) y una regiéon constante humana. En otro ejemplo,
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un anticuerpo quimérico es un anticuerpo de “clase invertida” en el que la clase o subclase del anticuerpo parental
se ha cambiado. Los anticuerpos quiméricos incluyen fragmentos de unién a antigeno de los mismos.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo quimérico es un anticuerpo humanizado. Normalmente, un anticuerpo
no humano se humaniza para reducir la inmunogenicidad en seres humanos, conservando al mismo tiempo la
especificidad y afinidad del anticuerpo no humano parental. Generalmente, un anticuerpo humanizado comprende
uno o mas dominios variables en los que las HVR, por ejemplo, las CDR (o partes de las mismas) proceden de un
anticuerpo no humano y los FR (o partes de los mismos) proceden de secuencias de anticuerpos humanos.
Opcionalmente un anticuerpo humanizado también comprendera al menos una parte de una regién constante
humana. En algunas realizaciones, algunos restos FR en un anticuerpo humanizado se sustituyen por restos
correspondientes de un anticuerpo no humano (por ejemplo, el anticuerpo del cual proceden los restos de la HVR),
por ejemplo para reestablecer o mejorar la especificidad o afinidad del anticuerpo.

Se revisan anticuerpos humanizados y métodos para prepararlos, por ejemplo, en Almagro y Franson, Frost. Biosci.
13: 1619-1633 (2008), y también se describen, por ejemplo, en Riechmann et al., Nature 332: 323-329 (1988);
Queen et al., Proc. Nat'l Acad. Sci. UTILIZA 86: 10029-10033 (1989); Patentes de Estados Unidos N.° 5.821.337,
7.527.791, 6.982.321 y 7.087.409; Kashmiri et al., Methods 36:25-34 (2005) (que describen injerto de SDR (a-CDR));
Padlan, Mol. Immunol. 28: 489-498 (1991) (que describen el “acondicionamiento de la superficie”, “resurfacing”);
Dall’Acqua et al., Methods 36: 43-60 (2005) (que describen el “intercambio de FR”, “shuffling”); y Osbourn et al.,
Methods 36: 61-68 (2005) y Klimka et al., Br. J. Cancer, 83: 252-260 (2000) (que describen la estrategia de

“seleccion guiada” para el intercambio de FR).

Las regiones armazon (framework) humanas que pueden utilizarse para la humanizaciéon incluyen, pero sin
limitacion: regiones armazon seleccionadas utilizando el método de “mejor ajuste” (véase, por ejemplo, Sims et al. J.
Immunol. 151: 2296 (1993)); regiones armazodn procedentes de la secuencia consenso de anticuerpos humanos de
un subgrupo particular de regiones variables de cadena ligera o pesada (véase, por ejemplo, Carter et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. UTILIZA, 89: 4285 (1992); y Presta et al. J. Immunol., 151: 2623 (1993)); regiones armazén maduras
humanas (somaticamente mutadas) o regiones armazén de la linea germinal humana (véase, por ejemplo, Almagro
y Fransson, Front. Biosci. 13:1619-1633 (2008)); y regiones armazoén procedentes de bibliotecas de exploracion de
FR (véase, por ejemplo, Baca et al., J. Biol. Chem. 272: 10678-10684 (1997) y Rosok et al., J. Biol. Chem. 271:
22611-22618 (1996)).

3. Anticuerpos humanos

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria es un anticuerpo humano. Los
anticuerpos humanos pueden producirse utilizando diversas técnicas conocidas en la materia. Los anticuerpos
humanos se describen, en general, en van Dijk y van de Winkel, Curr. Opin. Pharmacol. 5: 368-74 (2001) y en
Lonberg, Curr. Opin. Immunol. 20: 450-459 (2008).

Los anticuerpos humanos pueden prepararse administrando un inmundgeno a un animal transgénico que se ha
modificado para producir anticuerpos humanos intactos o anticuerpos intactos con regiones variables humanas en
respuesta a una exposicién antigénica. Dichos animales contienen normalmente toda o una parte de los locus de
inmunoglobulina humana, que reemplazan los locus de inmunoglobulina enddgena, o que estan presentes
extracromosémicamente o integrados al azar en los cromosomas de los animales. En dichos ratones transgénicos,
generalmente el locus de inmunoglobulina enddgena se ha inactivado. Para una revision sobre métodos para la
obtencién de anticuerpos humanos a partir de animales transgénicos, véase Lonberg, Nat. Biotech. 23: 1117-1125
(2005). Véanse también, por ejemplo, las patentes de Estados Unidos n.° 6.075.181 y 6.150.584 que describen la
tecnologia XENOMOUSE™; la patente de Estados Unidos n.° 5.770.429 que describe la tecnologia HUMAB®; la
patente de Estados Unidos n.° 7.041.870 que describe la tecnologia K-M MOUSE® y la publicacién de solicitud de
patente de Estados Unidos n.° US 2007/0061900, que describe la tecnologia VELOCIMOUSE®). Las regiones
variables humanas de los anticuerpos intactos generadas por dichos animales pueden modificarse adicionalmente,
por ejemplo, combinandose con una region constante humana diferente.

Los anticuerpos humanos también pueden fabricarse mediante métodos basados en hibridoma. Para la produccion
de anticuerpos monoclonales humanos se han descrito lineas celulares de mieloma humano y heteromieloma
humano y de ratén. (Véase, por ejemplo, Kozbor J. Immunol., 133: 3001 (1984); Brodeur et al., Monoclonal Antibody
Production Techniques and Applications, paginas 51-63 (Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1987); y Boerner et al., J.
Immunol., 147: 86 (1991).) Los anticuerpos humanos generados mediante tecnologia de hibridoma con linfocitos B
humanos también se describen en Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA, 103: 3557-3562 (2006). Otros métodos
incluyen los descritos, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 7.189.826 (que describe la produccion de
anticuerpos IgM humanos monoclonales a partir de lineas celulares de hibridoma) y Ni, Xiandai Mianyixue, 26(4):
265-268 (2006) (que describen hibridomas de humano-humano). La tecnologia de hibridoma humano (tecnologia
Trioma) también se describe en Vollmers y Brandlein, Histology and Histopathology, 20(3): 927-937 (2005) y en
Vollmers y Brandlein, Methods and Findings en Experimental and Clinical Pharmacology, 27(3): 185-91 (2005).
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También pueden generarse anticuerpos humanos aislando secuencias de dominio variable del clon Fv
seleccionadas de bibliotecas de presentacion en fagos procedentes de ser humano. Dichas secuencias de dominio
variable pueden después combinarse con un dominio constante humano deseado. Mas adelante se describen
técnicas de seleccion de anticuerpos humanos a partir de bibliotecas de anticuerpos.

4. Anticuerpos procedentes de bibliotecas

Los anticuerpos de la invencion pueden aislarse explorando bibliotecas combinatorias para anticuerpos con la
actividad o actividades deseadas. Por ejemplo, en la técnica se conocen diversos métodos para la generacion de
bibliotecas de presentacion en fagos y exploracién de dichas bibliotecas para anticuerpos que poseen las
caracteristicas de union deseadas. Dichos métodos se revisan, por ejemplo, en Hoogenboom et al. en Methods in
Molecular Biology 178:1-37 (O'Brien et al., ed., Human Press, Totowa, NJ, 2001) y adicionalmente se describen, por
ejemplo, en McCafferty et al., Nature 348: 552-554; Clackson et al., Nature 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol.
Biol. 222: 581-597 (1992); Marks y Bradbury, en Methods in Molecular Biology 248: 161-175 (Lo, ed., Human Press,
Totowa, NJ, 2003); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol. Biol. 340(5): 1073-1093
(2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA 101(34): 12467-12472 (2004); y Lee et al., J. Immunol. Methods
284(1-2): 119-132(2004).

En determinados métodos de presentacion en fagos, los repertorios de genes VH y VL se clonan por separado
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) y se recombinan al azar en fagotecas, que después se
exploran para fagos de unién a antigeno como se describe en Winter et al., Ann. Rev. Immunol., 12: 433-455 (1994).
Normalmente los fagos presentan fragmentos de anticuerpo, como fragmentos Fv monocatenarios (scFv) o como
fragmentos Fab. Las bibliotecas de fuentes inmunizadas proporcionan al inmunégeno anticuerpos de alta afinidad
sin tener que construir hibridomas. Como alternativa, el repertorio virgen puede clonarse (por ejemplo, de ser
humano) para proporcionar una sola fuente de anticuerpos a una amplia serie de no autoantigenos y también de
autoantigenos sin ninguna inmunizacién como describen Griffiths et al., EMBO J, 12: 725-734 (1993). Por ultimo,
también pueden crearse bibliotecas virgenes clonando sintéticamente segmentos de genes V no reordenados de
células madre y utilizando cebadores de PCR que contienen secuencias al azar para codificar las regiones CDR3
altamente variables y obtener la reordenacién in vitro, como describen Hoogenboom y Winter, J. Mol. Biol., 227: 381-
388 (1992). Las publicaciones de patente que describen fagotecas de anticuerpos humanos incluyen, por ejemplo: la
patente de Estados Unidos n.° 5.750.373 y publicaciones de patente de Estados Unidos n.° 2005/0079574,
2005/0119455, 2005/0266000, 2007/0117126, 2007/0160598, 2007/0237764, 2007/0292936 y 2009/0002360.

En la presente memoria, los anticuerpos o fragmentos de anticuerpos aislados de bibliotecas de anticuerpos
humanos, se consideran anticuerpos humanos o fragmentos de anticuerpos humanos.

5. Anticuerpos multiespecificos

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria es un anticuerpo
multiespecifico, por ejemplo, un anticuerpo biespecifico. Los anticuerpos multiespecificos son anticuerpos
monoclonales que tienen especificidades de unidon por al menos dos sitios diferentes. En determinadas
realizaciones, una de las especificidades de unién es por c-met y la otra es por cualquier otro antigeno. En
determinadas realizaciones, los anticuerpos biespecificos pueden unirse a dos epitopos diferentes de c-met. Los
anticuerpos biespecificos también pueden utilizarse para localizar agentes citotoxicos contra células que expresan c-
met. Los anticuerpos biespecificos pueden prepararse como anticuerpos de longitud completa o como fragmentos
de anticuerpo.

Las técnicas para la fabricacion de anticuerpos multiespecificos incluyen, pero sin limitacién, coexpresion
recombinante de dos pares de cadena ligera-cadena pesada de inmunoglobulina que tienen diferentes
especificidades (véase Milstein y Cuello, Nature 305: 537 (1983), documento WO 93/08829 y Traunecker et al.,
EMBO J. 10: 3655 (1991)), y modificacidn por ingenieria genética de "botén en ojal" (véase, por ejemplo, la patente
de Estados Unidos n.° 5.731.168). Los anticuerpos multiespecificos también pueden generarse modificando por
ingenieria genética efectos de conduccion electroestatica para crear moléculas heterodiméricas de anticuerpo Fc
(documento WO 2009/089004A1); por entrecruzamiento de dos o mas anticuerpos o fragmentos (véase, por
ejemplo, la patente de Estados Unidos n.° 4.676.980 y Brennan et al., Science, 229: 81 (1985)); utilizando
cremalleras de leucina para producir anticuerpos biespecificos (véase, por ejemplo, Kostelny et al., J. Immunol.,
148(5): 1547-1553 (1992)); utilizando la tecnologia de “diacuerpo” para la fabricacion de fragmentos de anticuerpos
biespecificos (véase, por ejemplo, Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA, 90: 6444-6448 (1993)); y utilizando
dimeros de Fv monocatenario (sFv) (véase, por ejemplo Gruber et al., J. Immunol., 152: 5368 (1994)); y preparando
anticuerpos triespecificos como se describe, por ejemplo, en Tutt et al. J. Immunol. 147: 60 (1991).

En la presente memoria también se incluyen anticuerpos modificados por ingenieria genética con tres 0 mas sitios

de unién a antigeno funcionales, incluyendo los “anticuerpos Octopus” (véase, por ejemplo, el documento US
2006/0025576A1).
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El anticuerpo o fragmento de la presente memoria también incluye un “Fab de accién doble” o “FAD”, que
comprende un sitio de unién a antigeno que se une a c-met asi como a otro antigeno diferente, tal como EGFR
(véase, por ejemplo, el documento US 2008/0069820).

6. Variantes de anticuerpo

En determinadas realizaciones, se contemplan variantes de secuencias de aminodacidos de los anticuerpos
proporcionados en la presente memoria. Por ejemplo, puede ser deseable mejorar la afinidad de unién y/u otras
propiedades bioldgicas del anticuerpo. Las variantes de la secuencia de aminoacidos de un anticuerpo pueden
prepararse introduciendo modificaciones apropiadas en la secuencia de nucleétidos que codifica al anticuerpo, o
mediante sintesis peptidica. Dichas modificaciones incluyen, por ejemplo, deleciones, y/o inserciones en y/o
sustituciones de restos dentro de las secuencias de aminoacidos del anticuerpo. Cualquier combinacién de delecién,
insercién y sustitucién puede realizarse para llegar a la construccion final, siempre que la construccion final posea
las caracteristicas deseadas, por ejemplo, unién a antigeno.

En determinadas realizaciones, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una 0 mas sustituciones de
aminoacidos. Los sitios de interés para la mutagénesis sustitucional incluyen las HVR y los FR. Pueden introducirse
sustituciones de aminoacidos en un anticuerpo de interés y explorarse los productos para una actividad deseada,
por ejemplo, unién antigénica conservada/mejorada, inmunogenicidad disminuida o CCDA o CDC mejoradas.

Un tipo de variante sustitucional implica la sustitucion de uno o mas restos de la regidon hipervariable de un
anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo humanizado o humano). Generalmente, la variante o variantes
resultantes seleccionadas para un estudio posterior tendran modificaciones (por ejemplo, mejoras) en determinadas
propiedades biol6gicas (por ejemplo, aumento de afinidad, reduccién de inmunogenicidad) con respecto al
anticuerpo parental y/o tendran determinadas propiedades bioldgicas sustancialmente conservadas del anticuerpo
parental. Una variante sustitucional a modo de ejemplo es un anticuerpo madurado por afinidad, que puede
generarse convenientemente, por ejemplo, utilizando técnicas de maduracion por afinidad basadas en presentacion
en fagos tales como las descritas en la presente memoria. En resumen, uno o mas restos de HVR se mutan y los
anticuerpos variantes se presentan en fagos y se exploran con respecto a una actividad biolégica particular (por
ejemplo, afinidad de union).

Las inserciones en la secuencia de aminoacidos incluyen fusiones amino y/o carboxilo terminal cuya longitud varia
de un resto a polipéptidos que contienen cien 0 mas restos, asi como inserciones intrasecuencia de restos de
aminoacidos sencillos o multiples. Como ejemplos de inserciones terminales se incluyen un anticuerpo con un resto
metionilo N terminal. Otras variantes de insercion de la molécula de anticuerpo incluyen la fusion, en el extremo N o
C del anticuerpo, con una enzima (por ejemplo, para ADEPT) o un polipéptido que aumenta la semivida en suero del
anticuerpo.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria se altera para aumentar o
disminuir el grado al cual se glucosila el anticuerpo. La adicién o delecién de sitios de glucosilaciéon en un anticuerpo
pueden realizarse convenientemente alterando la secuencia de aminoacidos de tal manera que se creen o retiren
uno o mas sitios de glucosilacién.

Cuando el anticuerpo comprende una region Fc, el hidrato de carbono unido a la misma puede alterarse. Los
anticuerpos nativos producidos por células de mamifero comprenden normalmente un oligosacarido ramificado,
biantenario que esta generalmente unido por un enlace N a Asn297 del dominio CH2 de la regién Fc. Véase, por
ejemplo, Wright et al. TIBTECH 15: 26-32 (1997). El oligosacarido puede incluir diversos hidratos de carbono, por
ejemplo, manosa, N-acetil glucosamina (GIcNAc), galactosa y acido sialico, asi como una fucosa unida a GIcNAc en
el “tallo” de la estructura del oligosacarido biantenario. En algunas realizaciones, en un anticuerpo de la invencién
pueden realizarse modificaciones del oligosacarido para crear variantes de anticuerpo con determinadas
propiedades mejoradas.

En una realizacion, se proporcionan variantes de anticuerpo que tienen una estructura de hidrato de carbono que
carece de fucosa unida (directa o indirectamente) a una region Fc. Por ejemplo, la cantidad de fucosa en dicho
anticuerpo puede ser del 1 % al 80 %, del 1 % al 65 %, del 5 % al 65 % o del 20 % al 40 %. La cantidad de fucosa se
determina calculando la cantidad promedio de fucosa dentro de la cadena de azlcar en Asn297, con respecto a la
suma de todas las glucoestructuras unidas a Asn 297 (por ejemplo, estructuras complejas hibridas y con alto
contenido de manosa) medida por espectrometria de masas MALDI-TOF, como se describe, por ejemplo, en el
documento WO 2008/077546.. Asn297 se refiere al resto de asparagina localizado aproximadamente en la posicién
297 en la regién Fc (numeracion Eu de restos de la region Fc); sin embargo, Asn297 también puede localizarse
aproximadamente + 3 aminoacidos aguas arriba 0 aguas abajo de la posicion 297, es decir, entre las posiciones 294
y 300, debido a variaciones de secuencia minoritarias en los anticuerpos. Dichas variantes de fucosilacion pueden
tener una funcion de CCDA mejorada. Véanse, por ejemplo, las publicaciones de patente de Estados Unidos n.° US
2003/0157108 (Presta, L.); US 2004/0093621 (Kyowa Hakko Kogyo Co., Ltd). Los ejemplos de publicaciones
relacionadas con variantes de anticuerpo “desfucosiladas” o “con deficiencia de fucosa” incluyen: US 2003/0157108;
WO 2000/61739; WO 2001/29246; US 2003/0115614; US 2002/0164328; US 2004/0093621; US 2004/0132140; US
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2004/0110704; US 2004/0110282; US 2004/0109865; WO 2003/085119; WO 2003/084570; WO 2005/035586; WO
2005/035778; W02005/053742; W02002/031140; Okazaki et al. J. Mol. Biol. 336:1239-1249 (2004); Yamane-
Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004). Como ejemplos de lineas celulares capaces de producir anticuerpos
desfucosilados se incluyen células Lec13 CHO deficientes en fucosilacién de proteinas (Ripka et al. Arch. Biochem.
Biophys. 249: 533-545 (1986); solicitud de patente de Estados Unidos n.° US 2003/0157108 A1, Presta, L; y
documento WO 2004/056312 Al, Adams et al.,, especialmente el Ejemplo 11), y lineas celulares inactivadas
(knockout), tales como el gen alfa-1,6-fucosiltransferasa, FUT8, células CHO inactivadas (véase, por ejemplo,
Yamane-Ohnuki et al. Biotech. Bioeng. 87: 614 (2004); Kanda, Y. et al., Biotechnol. Bioeng., 94(4): 680-688 (2006) y
el documento W02003/085107).

Las variantes de anticuerpo se proporcionan adicionalmente con oligosacaridos bisectados, por ejemplo, en los que
el oligosacérido biantenario unido a la regidon Fc del anticuerpo se bisecta con GIcNAc. Dichas variantes de
anticuerpo pueden tener fucosilacion reducida y/o funcion de CCDA mejorada. Se describen ejemplos de dichas
variantes de anticuerpo, por ejemplo, en el documento WO 2003/011878 (Jean-Mairet et al.); en la patente de
Estados Unidos n.° 6.602.684 (Umana et al.); y en el documento US 2005/0123546 (Umana et al.). También se
proporcionan variantes de anticuerpo con al menos un resto de galactosa en el oligosacarido unido a la region Fc.
Dichas variantes de anticuerpo pueden tener funcién CDC mejorada. Dichas variantes de anticuerpo se describen,
por ejemplo, en los documentos WO 1997/30087 (Patel et al.); WO 1998/58964 (Raju, S.); y WO 1999/22764 (Raju,
S.).

En determinadas realizaciones, en la regiéon Fc de un anticuerpo proporcionado en la presente memoria pueden
introducirse una o mas modificaciones de aminoacidos, generando de este modo una variante de regioén Fc. La
variante de region Fc puede comprender una secuencia de regién Fc humana (por ejemplo, una region Fc de 1gG1,
1gG2, 1I9G3 o IgG4 humana) que comprende una modificacion de aminoacidos (por ejemplo una sustitucién) en una
0 mas posiciones de aminoacidos.

En determinadas realizaciones, la invencién contempla una variante de anticuerpo que posee algunas, aunque no
todas, las funciones efectoras, lo que hacen que sea un candidato deseable para aplicaciones en las que la semivida
del anticuerpo in vivo es importante a pesar de que determinadas funciones efectoras (tales como CDC y CCDA)
son innecesarias o perjudiciales.

Los anticuerpos con funcién efectora reducida incluyen aquellos con sustitucion de uno o mas de restos 238, 265,
269, 270, 297, 327 y 329 en la region Fc (patente de Estados Unidos n.° 6.737.056). Dichos mutantes de Fc incluyen
mutantes de Fc con sustituciones en dos 0 mas posiciones de aminoécidos 265, 269, 270, 297 y 327, incluyendo el
mutante de Fc denominado “DANA”", con sustitucion de los restos 265 y 297 en alanina (patente de Estados Unidos
n.° 7.332.581).

Se describen determinadas variantes de anticuerpo con unién mejorada o disminuida a FcR (véase, por ejemplo, la
patente de Estados Unidos n.° 6.737.056; el documento WO 2004/056312 y Shields et al., J. Biol. Chem. 9(2): 6591-
6604 (2001).)

En determinadas realizaciones, una variante de anticuerpo comprende una regiéon Fc con una o mas sustituciones
de aminoacido que mejoran la CCDA, por ejemplo, sustituciones en las posiciones 298, 333 y/o 334 de la region Fc
(numeracién EU de restos).

En algunas realizaciones, se realizan alteraciones en la region Fc que dan como resultado una unién a C1q alterada
(es decir mejorada o disminuida) y/o una citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), por ejemplo, como se
describe en la patente de Estados Unidos n.° 6.194.551, en el documento WO 99/51642 y en Idusogie et al. J.
Immunol. 164: 4178-4184 (2000).

En el documento US2005/0014934A1 (Hinton et al.), se describen anticuerpos con semividas aumentadas y union
mejorada al receptor Fc neonatal (FCRn), que es responsable de la transferencia de las IgG maternas al feto (Guyer
et al., J. Immunol. 117: 587 (1976) y Kim et al., J. Immunol. 24: 249 (1994)). Estos anticuerpos comprenden una
region Fc con una o mas sustituciones en su interior que mejoran la unién de la regiéon Fc con FcRn. Dichas
variantes de Fc incluyen aquellas con sustituciones en uno o mas de los restos de la regiéon Fc: 238, 256, 265, 272,
286, 303, 305, 307, 311, 312, 317, 340, 356, 360, 362, 376, 378, 380, 382, 413, 424 o 434, por ejemplo, lla
sustitucion del resto 434 de la regidn Fc (patente de Estados Unidos n.° 7.371.826).

Véase también Duncan y Winter, Nature 322: 738-40 (1988); la patente de Estados Unidos n.° 5.648.260; la patente
de Estados Unidos n.° 5.624.821; y el documento WO 94/29351 en lo que respecta a otros ejemplos de variantes de
region Fc.

En determinadas realizaciones, puede ser deseable crear anticuerpos con cisteinas modificados por ingenieria
genética, por ejemplo, “tioMAbs”, en los que uno o mas restos de un anticuerpo se sustituyen por restos de cisteina.
En realizaciones particulares, los restos sustituidos se producen en sitios accesibles del anticuerpo. Sustituyendo
aquellos restos con cisteina, los grupos tiol reactivos se colocan de este modo en sitios accesibles del anticuerpo y
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pueden utilizarse para conjugar el anticuerpo con otros residuos, tales como residuos farmacoldgicos o residuos
enlazador-farmaco, para crear un inmunoconjugado, como se describe adicionalmente en la presente memoria. En
determinadas realizaciones, cualquiera de uno o mas de los siguientes restos puede sustituirse con cisteina: V205
(numeracién de Kabat) de la cadena ligera; A118 (numeracion de EU) de la cadena pesada y S400 (numeracion de
EU) de la regién Fc de cadena pesada. Pueden generarse anticuerpos modificados por ingenieria genética con
cisteina como se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos n.° 7.521.541.

En determinadas realizaciones, un anticuerpo proporcionado en la presente memoria puede modificarse
adicionalmente para que contenga residuos no proteicos adicionales que son conocidos en la técnica y se dispone
de ellos con facilidad. Los residuos adecuados para la derivatizacion del anticuerpo incluyen, pero sin limitacién,
polimeros solubles en agua. Como ejemplos no limitantes de polimeros solubles en agua se incluyen, pero sin
limitacion, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa, dextrano, alcohol
polivinilico, polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de etileno/anhidrido maleico,
poliaminoacidos (homopolimeros o copolimeros al azar) y dextrano o poli(n-vinilpirrolidona)polietilenglicol,
homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de prolipropilen 6xido/etilen 6xido, polioles polioxietilados (por
ejemplo, glicerol), alcohol polivinilico y mezclas de los mismos. El propionaldehido de polietilenglicol puede tener
ventajas en la fabricacion debido a su estabilidad en agua. El polimero puede tener cualquier peso molecular, y
puede ser ramificado o no ramificado. El nimero de polimeros unidos al anticuerpo puede variar, y si se une mas de
un polimero, estos pueden ser moléculas iguales o diferentes. En general, el nimero y/o tipo de polimeros utilizados
para la derivatizacion puede determinarse basandose en aspectos que incluyen, pero sin limitacion, las propiedades
o funciones particulares del anticuerpo a mejorar, de si el derivado de anticuerpo se utilizard en una terapia en
condiciones definidas, etc.

En otra realizacidn, se proporcionan conjugados de un anticuerpo y fracciones no proteicas que pueden calentarse
selectivamente por exposicién a radiacion. En una realizacion, la fraccidon no proteica es un nanotubo de carbono
(Kam et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA 102: 11600-11605 (2005)). La radiacion puede ser de cualquier longitud
de onda e incluye, pero sin limitacion, longitudes de onda que no perjudiquen a las células normales, pero que
calienten las fracciones no proteicas a una temperatura a la cual se destruyan las células cercanas a la fraccion no
proteica del anticuerpo.

En una realizacion, el medicamento es un inmunoconjugado que comprende un anticuerpo (tal como un anticuerpo
c-met) conjugado con uno 0 mas agentes citotdxicos, tales como agentes quimioterapéuticos o farmacos, agentes
inhibidores del crecimiento, toxinas (por ejemplo, toxinas de proteinas, toxinas enzimaticamente activas de origen
bacteriano, fingico, vegetal o animal, o fragmentos de las mismas), o is6topos radiactivos.

En una realizacion, un inmunoconjugado es un conjugado de anticuerpo y farmaco (CAF) en el que un anticuerpo se
conjuga con uno o mas farmacos, incluyendo, pero sin limitaciéon, un maitansinoide (véanse las patentes de Estados
Unidos n.° 5.208.020, 5.416.064 y la patente europea EP 0 425 235 B1); una auristatina, tal como fracciones de
farmaco monometilauristatina DE y DF (MMAE y MMAF) (véanse las patentes de Estados Unidos n.° 5.635.483 y
5.780588, y 7.498.298); una dolastatina; una calicamicina o un derivado de la misma (véanse las patentes de
Estados Unidos n.° 5.712.374, 5.714.586, 5.739.116, 5.767.285, 5.770.701, 5.770.710, 5.773.001 y 5.877.296;
Hinman et al., Cancer Res. 53: 3336-3342 (1993); y Lode et al., Cancer Res. 58: 2925-2928 (1998)); una
antraciclina, tal como daunomicina o doxorrubicina (véase Kratz et al., Current Med. Chem. 13: 477-523 (2006);
Jeffrey et al., Bioorganic & Med. Chem. Letters 16: 358-362 (2006); Torgov et al., Bioconj. Chem. 16: 717-721
(2005); Nagy et al., Proc. Natl. Acad. Sci. UTILIZA 97: 829-834 (2000); Dubowchik et al., Bioorg. & Med. Chem.
Letters 12: 1529-1532 (2002); King et al., J. Med. Chem. 45: 4336-4343 (2002); y la patente de Estados Unidos n.°
6.630.579); metotrexato; vindesina; un taxano, tal como, docetaxel, paclitaxel, larotaxel, tesetaxel y ortataxel; un
tricoteceno y CC1065.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo, como se describe en la presente memoria,
conjugado con una toxina enzimaticamente activa o con un fragmento de la misma, incluyendo, pero sin limitacién, la
cadena A de la toxina diftérica, fragmentos activos de no union de la toxina diftérica, la cadena A exotoxina (de
Pseudomonas aeruginosa), la cadena A de ricina, la cadena A de abrina, la cadena A de modecina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas de dianthin, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPIl y PAP-S),
inhibidor de Momordica charantia, curcina, crotina, inhibidor de Saponaria officinalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina y los tricotecenos.

En otra realizacion, un inmunoconjugado comprende un anticuerpo, como se describe en la presente memoria,
conjugado con un atomo radiactivo para formar un radioconjugado. Se dISPOI‘]e de dlversos |soto os radlactlvos para
Ia g) roduccion de radioconjugados. Como ejemplos se incluyen At? 125y Re'® 188, , B2, p%,

e isétopos radiactivos de Lu. Cuando el radioconjugado se utlllza para Ia detecuon, este puede comprender un
atomo radiactivo para estudios escintigraficos, por ejemplo, tc99m o 1123, o un marcador en spin para la formacién
de imagenes por resonancia magnética nuclear (RMN) (también conocida como formacion de imagenes por
resonancia magnética, IMR), tales como, de nuevo yodo-123, yodo-131, indio-111, fldor-19, carbono-13, nitrégeno-
15, oxigeno-17, gadolinio, manganeso o hierro.
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Los conjugados de un anticuerpo y agente citotéxico pueden prepararse utilizando varios agentes de acoplamiento
de proteinas bifuncionales, tales como as N-succinimidil-3-(2-piridilditio) propionato (SPDP), succinimidil-4-(N-
maleimidometil) ciclohexan-1-carboxilato (SMCC), iminotiolano (IT), derivados bifuncionales de imidoésteres (tales
como dimetil adipimidato HCI), ésteres activos (tales como disuccinimidil suberato), aldehidos (tales como
glutaraldehido), compuestos bis-azido (tales como bis (p-azidobenzoil) hexanodiamina), derivados de bis-diazono
(tales como bis-(p-diazoniobenzoil)-etilendiamina), diisocianatos (tales como toluen 2,6-diisocianato) y compuestos
de fltor bis-activo (tales como 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno). Por ejemplo, puede prepararse una inmunotoxina
ricina como se describe en Vitetta et al., Science 238: 1098 (1987). El acido 1-isotiocianatobenzil-3-metildietilen
triaminopentaacético (MX-DTPA) marcado con carbono 14 es un ejemplo de un agente quelante para la conjugacion
de radionucleétidos con anticuerpos. Véase el documento W094/11026. El enlazador puede ser un “enlazador
escindible” que facilite la liberacion de un farmaco citotdxico en la célula. Por ejemplo, puede utilizarse un enlazador
acido labil, un enlazador sensible a peptidasa, un enlazador fotolabil, un enlazador dimetilo o un enlazador que
contenga disulfuro (Chari et al., Cancer Res. 52: 127-131 (1992); patente de Estados Unidos n.° 5.208.020).

Los inmunoconjugados o CAF de la presente memoria, contemplan expresamente, pero sin limitacién, dichos
conjugados preparados con reactivos reticulantes que incluyen, pero sin limitacion, BMPS, EMCS, GMBS, HBVS,
LC-SMCC, MBS, MPBH, SBAP, SIA, SIAB, SMCC, SMPB, SMPH, sulfo-EMCS, sulfo-GMBS, sulfo-KMUS, sulfo-
MBS, sulfo-SIAB, sulfo-SMCC y sulfo-SMPB, y SVSB (succinimidil-(4-vinilsulfona)benzoato) que se encuentran
disponibles en el comercio (por ejemplo, en Pierce Biotechnology, Inc., Rockford, IL., U.S.A).

1. METODOS DIAGNOSTICOS

En un aspecto, la invencién proporciona métodos para identificar a un paciente con cancer que sea susceptible de
responder al tratamiento con un antagonista de c-met, que comprende la etapa de determinar si el cancer del
paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met, en el que la expresion del biomarcador c-met indica que el
paciente es susceptible a responder al tratamiento con el antagonista de c-met.

En otro aspecto, la invenciéon proporciona métodos para determinar el pronéstico de un paciente con cancer, que
comprende la etapa de determinar si el cancer del paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met, en el que
la expresion del biomarcador c-met indica que el paciente es susceptible a aumentar la supervivencia global (SG) y/o
la supervivencia sin progresion (SSP) cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met.

En otro aspecto, la invencién proporciona métodos para determinar la expresion del biomarcador c-met, que
comprende la etapa de determinar si un cancer de un paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met, en el
que la expresion del biomarcador c-met es la expresiéon de proteinas y se determina en una muestra del paciente
utilizando IHQ, en el que una expresion alta del biomarcador c-met es el 50 % o mas de las células tumorales con
una intensidad de tincién de c-met moderada, una intensidad de tincion de c-met moderada/alta combinada o una
intensidad de tincion de c-met alta, en el que la expresion de c-met se detecta utilizando un anticuerpo c-met, en el
gue la expresion del biomarcador c-met indica que el paciente es susceptible a aumentar la SG y/o la SSP cuando el
paciente es tratado con un antagonista de c-met.

En un aspecto, la invencion de la presente memoria se refiere a un método para seleccionar una terapia para un
paciente con cancer (por ejemplo, CPNM), que comprende determinar la expresién de un biomarcador c-met en una
muestra del paciente, y seleccionar un medicamento para el cancer basandose en el nivel de expresion del
biomarcador. En una realizacién, un nivel alto del biomarcador, o biomarcadores, dard como resultado la seleccién
de un antagonista de c-met, tal como un anticuerpo c-met para su uso en el tratamiento del paciente. En otra
realizacién, en la que el biomarcador, o biomarcadores, estan presentes a un nivel bajo (es decir, un nivel bajo o
sustancialmente indetectable), se seleccionara al paciente para el tratamiento con un medicamento para el cancer
distinto de un antagonista de c-met. En algunas realizaciones, la muestra es una muestra de cancer del paciente
(por ejemplo, CPNM).

En un aspecto, la invencion proporciona un método de optimizacion de la eficacia terapéutica, que comprende
determinar la expresién del biomarcador c-met en una muestra de cancer de un paciente. En algunas realizaciones,
la deteccion de biomarcador c-met alto significa una SSP y/o SG aumentada cuando el paciente es tratado con un
antagonista de c-met. En algunas realizaciones, la deteccién de biomarcador c-met bajo significa una SSP y/o SG
disminuida cuando el paciente es tratado con el antagonista de c-met. En algunas realizaciones, el cancer es CPNM.

En un aspecto, la invencién proporciona un método para determinar el prondéstico de un paciente, que comprende
determinar el nivel del biomarcador c-met en una muestra de cancer del paciente. En algunas realizaciones,
biomarcador c-met alto significa una probabilidad de SSP y/o SG disminuida en comparacion con un paciente cuyo
cancer tiene un nivel de biomarcador c-met bajo. En algunas realizaciones, una expresion alta de biomarcador c-met
significa una SSP y/o SG aumentada cuando el paciente es tratado con el antagonista de c-met. En algunas
realizaciones, una expresion baja del biomarcador c-met significa una SSP y/o SG disminuida cuando el paciente es
tratado con el antagonista de c-met. En algunas realizaciones, el cancer es CPNM, y expresion alta de biomarcador
c-met significa SSP y/o SG aumentada cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met en combinacién
con un antagonista de EGFR. En algunas realizaciones, el cancer es CPNM, y una expresion baja de biomarcador c-
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met significa una SSP y/o SG disminuida cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met en combinacion
con un antagonista de EGFR.

En un aspecto, la cantidad de biomarcador c-met se determina utilizando un método que comprende: (a) realizar
andlisis IHQ de una muestra (tal como de una muestra de cancer de paciente) con un anticuerpo anti-c-met; y b)
determinar la expresién de un biomarcador c-met en la muestra. En algunas realizaciones, la intensidad de tincién
IHQ de c-met se determina con respecto a un valor de referencia. En algunas realizaciones, la expresion del
biomarcador c-met se determina utilizando un esquema de puntuacién de la intensidad de tincién de c-met como se
desvela en la presente memoria, por ejemplo, en la Taba A en la Seccion Ill.7 mas adelante. En algunas
realizaciones, el método comprende adicionalmente clasificar a los pacientes basandose en una puntuacién IHQ.

En un aspecto, la cantidad de expresién de biomarcador c-met se determina utilizando un método que comprende la
etapa de determinar la expresion de biomarcador c-met en la muestra (tal como una muestra de cancer del
paciente), en el que la muestra del paciente ha sido sometida a analisis IHQ utilizando un anticuerpo anti-c-met. En
algunas realizaciones, la intensidad de tincion IHQ de c-met se determina con respecto a un valor de referencia. En
algunas realizaciones, la expresién de biomarcador c-met se determina utilizando un esquema de puntuacién de
intensidad de tincion c-met desvelado en la presente memoria, por ejemplo, en la Tabla A en la Seccién 1ll.7 mas
adelante.

En algunas realizaciones, los analisis de IHQ comprenden adicionalmente tincion morfolégica, antes o después de
los mismos. En una realizacién, se utiliza hematoxilina para la tincion de nucleos celulares de los portaobjetos. La
hematoxilina estd ampliamente extendida. Un ejemplo de hematoxilina adecuada es la hematoxilina Il (Ventana).
Cuando se desean nucleos de color azul mas claro, puede utilizarse un reactivo afiil después de la tincion con
hematoxilina.

En la presente memoria se desvela la deteccidon de biomarcador c-met utilizando IHQ y también se desvela un
esquema de puntuacion de intensidad de tincion de c-met, por ejemplo, en la Tabla A, en la Seccion .7 mas
adelante. Como se indica en la presente memoria, pueden detectarse otros biomarcadores. En la presente memoria
se desvelan otros ejemplos de biomarcardores. En algunas realizaciones de cualquiera de las invenciones
desveladas en la presente memoria, una expresion de biomarcador c-met alta es un estado clinico de diagndstico
met positivo, como se define segun la Tabla A de la presente memoria. En algunas realizaciones de cualquiera de
las invenciones desveladas en la presente memoria, una expresion de biomarcador c-met alta es un estado clinico
de diagndstico met negativo, como se define segln la Tabla A de la presente memoria.

En un aspecto, la cantidad de biomarcador c-met se determina utilizando un método que comprende: (a) realizar
perfil de expresién génica, PCR (tal como rtPCR), RNA-seq, analisis de micromatriz, SAGE, técnica MassARRAY o
FISH en una muestra (tal como una muestra de cancer del paciente) con un anticuerpo anti-c-met; y b) determinar la
expresion de un biomarcador c-met en la muestra. Como se indica en la presente memoria, pueden detectarse otros
biomarcadores. En la presente memoria se desvelan otros ejemplos de biomarcadores.

Se analiza una muestra del paciente para detectar la expresion de uno o mas de los biomarcadores de la presente
memoria. La fuente de la muestra tisular o celular puede ser tejido sélido tal como una muestra, una biopsia o
aspirado, de tejido u érgano reciente, congelado y/o conservado; sangres o cualquiera de los constituyentes de la
sangre; liquidos corporales tales como liquido cefalorraquideo, liquido amniético, liquido peritoneal o liquido
intersticial; células de cualquier tiempo en gestacion o desarrollo del sujeto. La muestra tisular puede contener
compuestos que no estén entremezclados naturalmente con el tejido en la naturaleza, tales como conservantes,
anticoagulantes, tampones, fijantes, nutrientes, antibiéticos o similares. Los ejemplos de muestras de tumores de la
presente memoria incluyen, pero sin limitacién, biopsias tumorales, células tumorales, suero o plasma, proteinas
plasmaticas en circulacion, liquido ascitico, cultivos de células primarias o de lineas celulares procedentes de
tumores o que presentan propiedades similares a un tumor, asi como muestras de tumor conservadas, tales como
muestras de tumor fijadas en formalina, incluidas en parafina o muestras de tumor congeladas. En una realizacion,
la muestra del paciente es una muestra de tumor fijada en formalina e incluida en parafina (FFIP) (por ejemplo, una
muestra de tumor de CPNM o una muestra de tumor de cancer de mama). La muestra puede obtenerse antes de
gue el paciente sea tratado con un medicamento para el cancer (tal como un antagonista anti-c-met). La muestra
puede obtenerse de un tumor primario o de un tumor metastasico. La muestra puede obtenerse la primera vez que
se diagnostica el cancer o, por ejemplo, después de que el tumor haya metastatizado. En algunas realizaciones, la
muestra de tumor es de pulmon, ganglio linfatico, rifién o cerebro.

Varios métodos para determinar la expresién de ARNm, proteina, o amplificacion génica, incluyen, pero sin
limitacion, perfil de expresién génica, reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR), incluyendo PCR cuantitativa en
tiempo real (QRT-PCR), RNA-Seq, FISH, analisis de micromatriz, analisis en serie de expresion génica (SAGE),
MassARRAY, protedmica, inmunohistoquimica (IHQ), etc. En algunas realizaciones, se cuantifica la expresion
proteica. Dichos analisis de proteinas pueden realizarse utilizando IHQ, por ejemplo, en muestras tumorales del
paciente.
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Ahora se describiran con mas detalle diversos ejemplos de métodos para la determinacion de la expresion del
biomarcador.

1. Perfil de expresion génica

En general, los métodos de perfil de expresion génica pueden dividirse en dos grandes grupos: métodos basados en
analisis de hibridacion de polinucleétidos y métodos basados en secuenciacion de polinucleétidos. Los métodos mas
habitualmente utilizados, conocidos en la técnica para la cuantificacion de la expresion del ARNm en una muestra,
incluyen transferencia northern e hibridacion in situ (Parker y Barnes, Methods in Molecular Biology 106: 247-283
(1999)); ensayos de proteccion RNAsa (Hod, Biotechniques 13: 852- 854 (1992)); y reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR) (Weis et al., Trends in Genetics 8: 263-264 (1992)). Como alternativa, pueden emplearse
anticuerpos que pueden reconocer duplex especificos, incluyendo diplex de ADN, duplex de ARN y duplex hibridos
de ADN-ARN, o duplex de ADN-proteina. Como métodos representativos de analisis de expresion génica basados
en secuenciacion, se incluyen el analisis en serie de expresion génica (SAGE, serial analisis of gene expression) y el
analisis de expresion génica por secuenciacion de firma masivamente paralela (MPSS, massively parallel signature
sequencing).

2. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

De las técnicas indicadas anteriormente, un método cuantitativo sensible y flexible es la PCR, que puede utilizarse
para comparar niveles de ARNm en poblaciones de muestras diferentes, en tejidos normales y tumorales, con o sin
tratamiento con farmacos, para caracterizar patrones de expresion génica, para discriminar entre ARNmM
intimamente relacionados y para analizar la estructura del ARN.

La primera etapa es el aislamiento de ARNm de una muestra diana. En material de partida es normalmente ARN
total aislado de tumores humanos o de lineas celulares tumorales y que corresponden a tejidos o a lineas celulares
normales, respectivamente. Por tanto, el ARN puede aislarse de varios tumores primarios, incluyendo mama,
pulmén, colon, prostata, cerebro, higado, rifién, pancreas, bazo, timo, testiculo, ovario, Utero, etc., de tumores o de
lineas celulares tumorales, con ADN agrupado de donantes sanos. Si la fuente de ARNm es un tumor primario, el
ARNmM puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejido fijadas (por ejemplo, fijadas en formalina) e incluidas en
parafina, congeladas o conservadas en archivos. En la técnica se conocen bien métodos generales para la
extraccion de ARNm y se desvelan en libros de texto de biologia molecular convencionales, incluyendo Ausubel et
al., Current Protocols of Molecular Biology, John Wiley and Sons (1997). Se desvelan métodos de extraccion de
ARN de tejidos incluidos en parafina, por ejemplo, en Rupp y Locker, Lab Invest. 56: A67 (1987) y en De Andrés et
al., BioTechniques 18: 42044 (1995). En particular, el aislamiento de ARN puede realizarse utilizando un kit de
purificacién, ajustando un tampdn y proteasas de fabricantes comerciales, tales como Qiagen, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Por ejemplo, puede aislarse ARN total de células en cultivo utilizando minicolumnas de
Qiagen RNeasy. Otros kits de aislamiento de ARN disponibles en el comercio incluyen el kit de purificacion de ADN
y ARN completo de MASTERPURE® (EPICENTRE®, Madison, Wis.) y el kit de aislamiento de ARN en bloques de
parafina (Ambion, Inc.). Puede aislarse ARN total de muestras tisulares utilizando RNA Stat-60 (Tel-Test). El ARN
preparado de tumor puede aislarse, por ejemplo, por centrifugacion en gradiente de densidad con cloruro de cesio.

Como el ARN no puede servir como un molde para la PCR, la primera etapa en el perfil de expresion génica
mediante PCR es la transcripcion inversa del molde de ARN en ADNCc, seguido de su amplificacion exponencial en
una reaccion PCR. Las dos transcriptasas inversas mas habitualmente empleadas son la transcriptasa inversa del
virus de la mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la transcriptasa inversa del virus de la leucemia murina de Moloney
(MMLV-RT). La etapa de transcripcion inversa se inicia normalmente utilizando cebadores especificos, hexameros al
azar o cebadores oligo-dT, dependiendo de las circunstancias y del objeto del perfil de expresion. Por ejemplo, el
ARN extraido puede retro transcribirse utilizando un kit de PCR para ARN de GENEAMP™ (Perkin Elmer, Calif.,
UTILIZA), siguiendo las instrucciones del fabricante. Después, el ADNc derivado puede utilizarse como un molde en
la reaccion PCR posterior. Aunque la etapa de la PCR puede utilizar diversas ADN polimerasas dependientes de
ADN termoestable, normalmente emplea la ADN polimerasa de Tag (Termus aquaticus), que tiene actividad
nucleasa 5’-3’ pero carece de actividad endonucleasa de correccion de errores 3'-5'. Por tanto, la PCR TAQMAN®
normalmente utiliza la actividad nucleasa 5’ de la polimerasa de Taq o de Tth (Termus termophilus), para hidrolizar
una sonda de hibridacién unida a su amplicon diana, aunque puede utilizarse cualquier enzima con actividad
nucleasa 5 equivalente. Para generar un amplicon tipico de una reaccion PCR se utilizan dos cebadores
oligonucleotidicos. Para detectar secuencias de nucleétidos localizadas entre los dos cebadores de la PCR se
disefia un tercer oligonucleétido, o sonda. La sonda no es extensible con la enzima ADN polimerasa de Taq, y esta
marcada con un colorante fluorescente indicador y un colorante fluorescente desactivador. Cualquier emision
inducida por laser del colorante indicador es desactivada por el colorante desactivador cuando los dos colorantes se
sitlan muy cerca entre si, ya que estan en la sonda. Durante la reaccion de amplificacion, la enzima ADN
polimerasa de Taq escinde la sonda de una manera dependiente de molde. Los fragmentos de sonda resultantes se
disocian en solucién y la sefial del colorante indicador liberado se libera del efecto desactivador del segundo
fluoréforo. Una molécula del colorante indicador se libera por cada nueva molécula sintetizada y la deteccion del
colorante indicador no desactivado proporciona la base para una interpretacion cuantitativa de los datos.
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Puede realizarse PCR TAQMAN® utilizando equipos disponibles en el comercio, tales como, por ejemplo, ABI
PRISM 7700® Sequence Detection System® (Perkin- Elmer-Applied Biosystems, Foster City, Calif., UTILIZA), o
Lightcycler (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En una realizacién preferida, el procedimiento
con nucleasa 5’ se realiza en un dispositivo de PCR cuantitativa en tiempo real, tal como el sistema de deteccion de
secuencia ABI PRISM 7700®. El sistema consiste en un termociclador, un laser, un dispositivo acoplado a carga
(CCD), una camara y un ordenador. El sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador.
Durante la amplificacién, la sefial fluorescente inducida con laser se recoge en tiempo real a través de cables de
fibra 6ptica para los 96 pocillos y se detecta en el CCD. El sistema incluye un programa informatico para poner en
marcha el instrumento y para analizar los datos.

Los datos del ensayo con nucleasa 5’ se expresan inicialmente como Ct, o ciclo umbral (threshold). Como se indicé
anteriormente, los valores de fluorescencia se registran durante cada ciclo y representan la cantidad de producto
amplificado hasta ese punto en la reaccion de amplificacion. El punto cuando la sefial fluorescente se registra
primero como estadisticamente significativo es el ciclo umbral (Ct).

Para minimizar errores y el efecto de variacidon entre muestras, la PCR normalmente se realiza utilizando un patron
interno. El patrén interno ideal se expresa a un nivel constante entre los diferentes tejidos, y no se ve afectado por el
tratamiento experimental. Los ARN mas frecuentemente utilizados para normalizar patrones de expresién génica son
los ARNm de los genes constitutivos (housekeeping) gliceraldehido-3-fosfato-deshidrogenasa (GAPDH) y P-actina.

Una variacion mas reciente de la técnica PCR es la PCR cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR), que mide la
acumulacion de productos PCR a través de una sonda fluorogénica doblemente marcada (es decir, una sonda
TAQMAN®). La PCR en tiempo real es compatible tanto con la PCR competitiva cuantitativa, en la que para la
normalizacion se utiliza un competidor interno para cada secuencia diana, como con la PCR comparativa cuantitativa
que utiliza un gen de normalizacién contenido en la muestra, o un gen constitutivo para PCR. Para detalles
adicionales véase, por ejemplo Held et al., Genome Research 6: 986-994 (1996).

Las etapas de un protocolo representativo para el perfil de expresiéon génica utilizando tejidos fijados, incluidos en
parafina, como la fuente de ARN, incluyendo aislamiento, purificacion, extensién con cebador y amplificacion de
ARNmMm, se ofrecen en diversos articulos de revistas publicadas (por ejemplo: Godfrey et al., J. Molec. Diagnostics 2:
84-91 (2000); Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 (2001)). En resumen, un proceso representativo comienza
cortando secciones de aproximadamente 10 microgramos de espesor de muestras tisulares tumorales incluidas en
parafina. Después, el ARN se extrae, y se retira la proteina y el ADN. Después del analisis de la concentracion de
ARN, pueden incluirse etapas de reparacién y/o amplificacion de ARN, si fuera necesario, y el ARN se retro
transcribe utilizando promotores especificos de genes seguido de PCR.

De acuerdo con un aspecto de la presente invencion, los cebadores y las sondas de PCR se disefian basandose en
secuencias intronicas presentes en el gen a amplificar. En esta realizacion, la primera etapa en el disefio del
cebador/sonda es la delineacién de secuencias intronicas dentro de los genes. Esto puede realizarse mediante
programas informaticos disponible al publico, tales como el programa informatico DNA BLAT desarrollado por Kent,
W., Genome Res. 12(4): 656-64 (2002) o por el programa informatico BLAST incluyendo sus variaciones. Las etapas
posteriores siguen métodos bien establecidos de disefio de cebadores y sondas de PCR.

Para evitar sefiales inespecificas es importante ocultar secuencias repetitivas dentro de los intrones cuando se
disefian los cebadores y las sondas. Esto puede realizarse facilmente utilizando el programa Repeat Masker
(ocultador de repeticiones) disponible en linea a través del Baylor College of Medicine, que explora secuencias de
ADN frente a una biblioteca de elementos repetitivos y devuelve una secuencia de consulta (query) en la los
elementos repetitivos estan ocultos. Las secuencias intrénicas ocultas pueden utilizarse después para disefiar
secuencias de cebadores y sondas utilizando cualquiera de los paquetes de disefio de cebadores/sondas
disponibles o, de otra manera, disponibles al publico, tal como Primer Express (Applied Biosystems); ensayo por
disefio MGB (Applied Biosystems); Primer3 (Rozen y Skaletsky (2000) Primer3 en la WWW para usuarios generales
y programadores bidlogos. En: Krawetz S, Misener S (eds) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in
Molecular Biology. Humana Press, Totowa, N.J., paginas 365-386).

Los factores que se tienen en cuenta en el disefio de cebadores de PCR, incluyen la longitud del cebador, la
temperatura de fusion (Tf) y el contenido de G/C, la especificidad, las secuencias de cebadores complementarias y
la secuencias del extremo 3. En general, los cebadores de PCR éptimos tienen generalmente una longitud de 17-30
bases, y contienen aproximadamente un 20-80 %, tal como, por ejemplo, aproximadamente un 50-60 % de bases de
G+C. Normalmente se prefieren Tf entre 50 y 80 °C, por ejemplo, aproximadamente de 50 a 70 °C.

Para orientaciones adicionales sobre el disefio de sondas y cebadores de PCR véase, por ejemplo, Dieffenbach et
al., "General Concepts for PCR Primer Design" en: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Nueva York, 1995, paginas 133-155; Innis y Gelfand, "Optimization of PCRs" en: PCR Protocols, A
Guide to Methods and Applications, CRC Press, Londres, 1994, paginas 5-11 y Plasterer, T. N. Primerselect: Primer
and probe design. Methods Mol. Biol. 70: 520527 (1997), cuya total divulgacidon se incorpora expresamente por
referencia en la presente memoria.
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3. RNA-Seq

La RNA-Seq, también denominada Secuenciacién Aleatoria del Transcriptoma Completo (WTSS, Whole
Transcriptome Shotgun Sequencing) se refiere al uso de tecnologias de secuenciacion a alto rendimiento para
secuenciar ADNc para obtener informacion sobre el contenido de ARN en la muestra. Las publicaciones que
describen la RNA-Seq incluyen: Wang et al. “RNA-Seq: a revolutionary tool for transcriptomics” Nature Reviews
Genetics 10 (1): 57-63 (enero 2009); Ryan et al. BioTechniques 45 (1): 81-94 (2008); y Maher et al. “Transcriptome
sequencing to detect gene fusions in cancer”. Nature 458 (7234): 97-101 (enero 2009).

4. Micromatrices

La expresion génica diferencial también puede identificarse, o confirmarse, utilizando la técnica de micromatriz. Por
tanto, el perfil de expresion de genes asociados a cancer de mama puede medirse en tejido de tumor reciente o
incluido en parafina, utilizando tecnologia de micromatriz. En este método, secuencias polinucleotidicas de interés
(incluyendo los ADNc y oligonucleoétidos) se siembran, o se organizan, en un sustrato microplaca. Las secuencias
organizadas se hibridan después con sondas de ADN especificas a partir de células o tejidos de interés. Al igual que
en el método de PCR, la fuente de ARNm es normalmente ARN total aislado de tumores humanos o de lineas
celulares tumorales, y corresponde a lineas celulares o tejidos normales. Por tanto, el ARN puede aislarse de
diversos tumores primarios o de lineas celulares tumorales. Si la fuente de ARNm es un tumor primario, el ARNm
puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejido fijadas (por ejemplo, fijadas en formalina) e incluidas en
parafina, congeladas o conservadas en archivos, que se preparan y conservan habitualmente en la practica clinica
cotidiana.

En una realizacion especifica de la técnica de micromatriz, se aplican insertos amplificados por PCR de clones
ADNCc a un sustrato en una matriz densa. Preferentemente, se aplican al menos 10.000 secuencias de nucleétidos al
sustrato. Los genes ordenados en la matriz, inmovilizados en la microplaca a 10.000 elementos cada uno, son
adecuados para hibridacién en condiciones rigurosas. Pueden generarse sondas de ADNc marcadas con
fluorescencia incorporando nucleétidos fluorescentes mediante transcripcion inversa de ARN extraido de tejidos de
interés. Las sondas de ADNc marcadas aplicadas a la microplaca hibridan con especificidad con cada mancha de
ADN sobre la matriz. Después de un lavado riguroso para retirar las sondas no especificamente unidas, la
microplaca se escanea mediante microscopia laser confocal o mediante otro método de deteccion, tal como una
camara CCD. La cuantificacion de la hibridacion de cada elemento ordenado permite evaluar la abundancia de
ARNm correspondiente. Con fluorescencia de doble color, sondas de ADNc marcadas por separado, generadas a
partir de dos fuentes de ARN, se hibridan en grupos de dos con la matriz. Por tanto, la abundancia relativa de los
transcritos de las dos fuentes correspondientes a cada gen especificado se determina simultaneamente. La escala
miniaturizada de la hibridaciéon permite realizar una evaluacion conveniente y rapida del patron de expresion de una
gran cantidad de genes. Se ha observado que dichos métodos tienen la sensibilidad necesaria para detectar
transcritos poco habituales, que se expresan a escasas copias por célula y para detectar de manera reproducible al
menos aproximadamente diferencias dobles en los niveles de expresién (Schena et al., Proc. Acad. Sci. EE.UU. 93
(2): 106-149 (1996)). Los andlisis de micromatriz pueden realizarse con equipos disponibles al publico, siguiendo
protocolos del fabricante, tal como utilizando la tecnologia Affymetrix GENCHIP™ o la tecnologia de micromatriz
Incyte.

El desarrollo de métodos de micromatriz para el andlisis de expresion génica a gran escala hace posible investigar
sistematicamente marcadores moleculares de clasificacién de cancer y predecir resultados en diversos tipos de
tumores.

5. Andlisis en serie de expresién génica (SAGE)

El andlisis en serie de expresién génica (SAGE) es un método que permite el andlisis simultaneo y cuantitativo de
una gran cantidad de transcritos génicos, sin tener que proporcionar una sonda de hibridacion individual para cada
transcrito. En primer lugar, se genera una etiqueta de secuencia corta (de aproximadamente 10-14 pb) que contiene
informacién suficiente para identificar Unicamente un transcrito, siempre que la etiqueta se obtenga de una sola
posicion dentro de cada transcrito. Después, muchos transcritos se unen entre si para formar moléculas largas en
serie, que pueden secuenciarse, revelando la identidad de las etiquetas multiples simultaneamente. El patron de
expresion de cualquier poblacion de transcritos puede evaluarse cuantitativamente determinando la abundancia de
etiquetas individuales, e identificando el gen correspondiente a cada etiqueta. Para mas detalles, véase, por ejemplo
Velculescu et al., Science 270: 484-487 (1995); y Velculescu et al., Cell 88: 243-51 (1997).

6. Tecnologia MassARRAY

La tecnologia MassARRAY (Sequenom, San Diego, Calif.) es un método automatizado de andlisis de expresion
génica a alto rendimiento que utiliza espectrometria de masas (MS, mass spectrometry) para la deteccion. De
acuerdo con este método, después del aislamiento del ARN, de la transcripcién inversa y de la amplificacién por
PCR, los ADN se someten a extensién con cebador. Los productos de extensién con cebador derivados de ADNc se
purifican, y se distribuyen en una microplaca que se carga previamente con los componentes necesarios para la
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preparacion de muestras MALTI-TOF MS. Los diversos ADNc presentes en la reaccion se cuantifican analizando las
areas pico en el espectro de masas obtenido.

7. Inmunohistoquimica

Los métodos inmunohistoquimicos (“IHQ") son también adecuados para detectar los niveles de expresion de los
biomarcadores de la presente invencion. Se ha observado que la tincién inmunohistoquimica de secciones tisulares
es un método fiable para evaluar o detectar la presencia de proteinas en una muestra. Las técnicas
inmunohistoquimicas utilizan un anticuerpo para explorar y visualizar antigenos celulares in situ, generalmente por
métodos cromogénicos o fluorescentes. Por tanto, para detectar la expresion, se utilizan anticuerpos o antisueros,
preferentemente antisueros policlonales, y mas preferentemente, anticuerpos monoclonales especificos para cada
marcador. Como se indica con mayor detalle mas adelante, los anticuerpos pueden detectarse por marcaje directo
de los propios anticuerpos, por ejemplo, con marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores
hapteno, tal como biotina, o una enzima tal como peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina. Como
alternativa, se utiliza un anticuerpo primario no marcado junto con un anticuerpo secundario marcado, que
comprende antisueros, antisueros policlonales, o un anticuerpo monoclonal especifico para el anticuerpo primario.
Los protocolos y kits de inmunohistoquimica son muy conocidos en la materia y se encuentran disponibles en el
comercio.

Se dispone de dos métodos generales de IHQ; ensayos directos e indirectos. De acuerdo con el primer ensayo, la
union del anticuerpo con el antigeno diana se determina directamente. Este ensayo directo utiliza un reactivo
marcado, tal como una etiqueta fluorescente, o un anticuerpo primario marcado con enzima, que puede visualizarse
sin requerir una interaccion de anticuerpo adicional. En un ensayo indirecto tipico, el anticuerpo primario no
conjugado se une al antigeno y después un anticuerpo secundario marcado se une al anticuerpo primario. Cuando el
anticuerpo secundario se conjuga con un marcador enzimatico, se afiade un sustrato cromogénico o fluorogénico
para proporcionar la visualizacién del antigeno. La amplificacion de la sefial se produce porque varios anticuerpos
secundarios pueden reaccionar con diferentes epitopos en el anticuerpo primario.

El anticuerpo primario y/o secundario utilizado para inmunohistoquimica normalmente se marcara con una fraccion
detectable. Se dispone de numerosos marcadores que generalmente pueden agruparse en las siguientes
categorias:

(a) Radiois6topos, tales como *°S, **C, '#|, °H y **!. El anticuerpo puede marcarse con el radioisétopo utilizando,
por ejemplo, las técnicas descritas en Current Protocols in Immunology, Volimenes 1 y 2, Coligen et al., Ed.
Wiley-Interscience, Nueva York, N. Y., Pubs. (1991), y la radioactividad puede medirse utilizando recuento por
centelleo.

(b) Particulas de oro coloidal.

(c) Marcadores fluorescentes incluyendo, pero sin limitacion, quelante de tierras raras (quelantes de europio),
Rojo Texas, rodamina, fluoresceina, dansilo, lisamina, umbeliferona, ficoeritrina, ficocianina o fluoréforos
disponibles en el comercio, tales como SPECTRUM ORANGE® y SPECTRUM GREEN® y/o derivados de uno
cualquiera o mas de los anteriores. Los marcadores fluorescentes pueden conjugarse con el anticuerpo
utilizando las técnicas desveladas, por ejemplo, en Current Protocols in Immunology, citado anteriormente. La
fluorescencia puede medirse utilizando un fluorimetro.

(d) Diversos marcadores de sustrato enzimatico disponibles y la Patente de Estados Unidos n.° 4.275.149
proporciona una revision de algunos de estos. La enzima generalmente cataliza una alteracién quimica del
sustrato cromogénico que puede medirse utilizando diversas técnicas. Por ejemplo, la enzima puede catalizar un
cambio de color en un sustrato, que puede medirse espectrofotométricamente. Como alternativa, la enzima
puede alterar la fluorescencia o quimioluminiscencia del sustrato. Anteriormente se describen técnicas para
cuantificar un cambio en la fluorescencia. El sustrato quimioluminiscente comienza a excitarse electronicamente
mediante una reaccion quimica y después puede emitir luz que puede medirse (utilizando un quimioluminémetro,
por ejemplo), o dona energia a un aceptor fluorescente. Como ejemplos de marcadores enzimaticos se incluyen
luciferasas (por ejemplo, luciferasa de luciérnaga y luciferasa bacteriana; Patente de Estados Unidos n.°
4.737.456), luciferina, 2,3-dihidrotalazinodionas, malato deshidrogenasa, ureasa, peroxidasa tal como peroxidasa
de rabano picante(HRPO), fosfatasa alcalina, 3-galactosidasa, glucoamilasa, lisozima, sacarido oxidasas (por
ejemplo, glucosa oxidasa, galactosa oxidasa y glucosa-6-fosfato deshidrogenasa), oxidasas heterociclicas (tales
como uricasa y xantina oxidasa), lactoperoxidasa, microperoxidasa y similares. En O’Sullivan et al. Methods for
use in Enzyme Immunoassay, in Methods in Enzym. (ed J. Langone y H. Van Vunakis), Academic press, Nueva
York, 73: 147-166 (1981) se describen técnicas para conjugar enzimas con anticuerpos

Como ejemplos de combinaciones de enzima-sustrato se incluyen, por ejemplo:

(i) Peroxidasa de rabano picante (HRPO) con hidrogeno peroxidasa como un sustrato, en el que la hidrégeno
peroxidasa oxida un colorante precursor [por ejemplo, ortofenilendiamina (OPD) o clorhidrato de 3,3, 5,5'-
tetrametilbencidina (TMB)]. También puede utilizarse 3,3-diaminobencidina (DAB) para visualizar el anticuerpo
marcado con HRP;

(ii) fosfatasa alcalina (AP) con para-nitrofenil fosfato como sustrato cromogénico; y
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(iii) B-D-galactosidasa (B-D-Gal) con un sustrato cromogénico (por ejemplo, p-nitrofenil-B-D-galactosidasa) o un
sustrato fluorogénico (por ejemplo, 4-metilumbeliferil-3-D-galactosidasa).

Los expertos en la técnica disponen de numerosas otras combinaciones de enzima-sustrato. Para una revision
general de estas, véanse las Patentes de Estados Unidos 4.275.149 y 4.318.980.

Algunas veces, el marcador se conjuga indirectamente con el anticuerpo. El experto en la técnica conocera diversas
técnicas para realizar esto. Por ejemplo, el anticuerpo puede conjugarse con biotina o cualquiera de las cuatro
amplias categorias de marcadores mencionadas anteriormente puede conjugarse con avidina o viceversa. La biotina
se une selectivamente a la avidina y por tanto, el marcador puede conjugarse con el anticuerpo en esta manera
indirecta. Como alternativa, para realizar la conjugacion indirecta del marcador con el anticuerpo, el anticuerpo se
conjuga con un hapteno pequefio y uno de los diferentes tipos de marcadores mencionados anteriormente se
conjuga con un anticuerpo anti hapteno. Por tanto, puede realizarse la conjugacién indirecta del marcador con el
anticuerpo.

Ademas de los procedimientos de preparacion de muestras indicados anteriormente, puede desearse un tratamiento
adicional de la seccion tisular antes, durante o después de la IHQ. Por ejemplo, pueden realizarse métodos de
recuperacion de epitopos, tales como calentamiento de la muestra tisular en tampén citrato [véase, por ejemplo,
Leong et al. Appl. Inmunohistoquimica. 4 (3): 201 (1996)].

Después de una etapa de bloqueo opcional, la seccidn tisular se expone a un anticuerpo primario durante un periodo
de tiempo suficiente y en condiciones adecuadas de tal manera que el anticuerpo primario se une al antigeno de
proteina diana en la muestra tisular. Las condiciones apropiadas para conseguir esto pueden determinarse por
experimentacion habitual.

El grado de unién del anticuerpo con la muestra se determina utilizando uno cualquiera de los marcadores
detectables comentados anteriormente. Preferentemente, el marcador es un marcador enzimatico (por ejemplo
HRPO) que cataliza una alteracion quimica del sustrato cromogénico tal como el cromégeno 3,3-diaminobenzidina.
Preferentemente el marcador enzimatico se conjuga con un anticuerpo que se une especificamente al anticuerpo
primario (por ejemplo, el anticuerpo primario es anticuerpo policlonal de conejo y anticuerpo secundario es
anticuerpo anti conejo de cabra).

Los especimenes asi preparados pueden montarse y cubrirse con un cubreobjetos. La evaluacion del portaobjetos
se determina después utilizando, por ejemplo, un microscopio.

La IHQ puede combinarse con tincién morfoldgica, antes o después de la misma. Después de la desparafinizacion,
las secciones montadas en portaobjetos pueden tefiirse con una tincién morfolégica para su evaluacion. La tincion
morfolégica a utilizar proporciona una evaluaciéon morfolégica precisa de una seccion tisular. La seccion puede
teflirse con uno o mas colorantes cada uno de los cuales tifie de forma distinta diferentes componentes celulares. En
una realizacion, se utiliza hematoxilina para tefir los nicleos celulares de los portaobjetos. El uso de la hematoxilina
esta muy generalizado. Un ejemplo de una hematoxilina adecuada es la Hematoxilina Il (Ventana). Cuando se
desean nucleos de color azul mas claro, puede utilizarse un reactivo afiil después de la tincion con hematoxilina. Un
experto en la técnica apreciara que la tincion puede optimizarse para un tejido determinado aumentando o
disminuyendo la duracion de tiempo en la que los portaobjetos permanecen en el colorante.

En el comercio existen sistemas automatizados para la preparacién y procesamiento IHQ de portaobjetos. El
sistema Ventana® Bench-Mark XT es un ejemplo de dicho sistema automatizado.

Después de la tincién, la seccién tisular puede analizarse mediante técnicas de microscopia convencionales.
Generalmente, un patdlogo o especialista similar, evalta el tejido para detectar la presencia de células anémalas o
normales o un tipo de células especifico y proporciona los locus de los tipos de células de interés. Por tanto, por
ejemplo, un patélogo o especialista similar revisara los portaobjetos e identificara células normales (tal como células
pulmonares normales) y células anémalas (tal como células pulmonares anémalas o neoplasicas). Puede utilizarse
cualquier medio de definicién de locus de las células de interés (por ejemplo, coordenadas en un eje X-Y).

Los anticuerpos anti-c-met adecuados para su uso en IHQ son muy conocidos en la técnica e incluyen SP-44
(Ventana), DL-21 (Upstate), ab27492 (Abcam), PA1-37483 (Pierce Antibodies). Un experto habitual en la técnica
entiende que pueden identificarse y caracterizarse anticuerpos anti-c-met adicionales adecuados, comparando con
anticuerpos c-met utilizando, por ejemplo, el protocolo IHQ desvelado en la presente memoria.

Como controles para andlisis IHQ asi como controles de puntuacion, pueden utilizarse granulos de células de control
con diversas intensidades de tincion. Por ejemplo, H441 (intensidad de tincion de c-met fuerte); A549 (intensidad de
tincion de c-met moderada); H1703 (intensidad de tincion de c-met débil), HEK-293 (293) (intensidad de tincion de c-
met débil) y TOV-112D (intensidad de tincién de c-met negativa) o H1155 (intensidad de tinciéon de c-met negativa).
En algunas realizaciones, las Figuras 1 y/o 2 de la presente memoria pueden hacer referencia a dos ejemplos de
intensidades de puntuacién IHQ de c-met. En algunas realizaciones, la Figura 1 representa una intensidad de
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puntuaciéon IHQ de c-met de 0, 1+, 2+ y 3+, por ejemplo, segun el esquema de puntuacion de la Tabla A que se
indica a continuacion. En algunas realizaciones, la Figura 2 representa una puntuacién IHQ de c-met a modo de
ejemplode 0, 1, 2 y 3, por ejemplo, segun el esquema de puntuacion de la Tabla A que se indica a continuacion.

El protocolo de inmunohistoquimica de c-met y el esquema de puntuacién se ilustra en la presente memoria. Los
criterios de intensidad de tincion de c-met pueden evaluarse de acuerdo con la Tabla A:

Tabla A

Puntuacién IHQ |Criterios de tincién

0 muestras con tincion negativa o ambigua, o < del 50 % de las células tumorales con tincion débil
(1+) o débil (1+) y moderada (2+) combinada

1 el 50 % o més de las células tumorales con tincion débil (1+) o débil (1+) y moderada (2+)
combinada, pero menos del 50 % de las células tumorales con tincibn moderada (2+) o
moderada (2+) y fuerte (3+) combinada

2 el 50 % o mas células tumorales con tincion moderada (2+) o moderada (2+) y fuerte (3+)
combinada, pero menos del 50 % de las células tumorales con tincién fuerte (3+)

3 el 50 % o mas de las células tumorales con tincion fuerte (3+)

En algunas realizaciones, las categorias clinicas “diagnéstico Met positivo” y “diagndstico Met negativo” se definen
de la siguiente manera:

diagnostico Met positivo: puntuaciéon IHQ de 2 o 3 (como se define en la Tabla A), y
diagnostico Met negativo: puntuacién IHQ de 0 o 1 (como se define en la Tabla A).

En algunas realizaciones, biomarcador c-met alto asociado es una puntuacién IHQ de 2, una puntuacién IHQ de 3 o
una puntuacion IHQ de 2 o 3. En algunas realizaciones, biomarcador c-met alto es el 50 % o mas de las células
tumorales con intensidad de tinciéon de c-met moderada, intensidad de tinciéon de c-met moderada/alta combinada o
intensidad de tincion de c-met alta. En algunas realizaciones, biomarcador c-met alto es el 50 % o mas de las células
tumorales con intensidad de tincién de c-met moderada o alta. En algunas realizaciones, al menos el 50 de las
células tumorales se analizan en una muestra. En algunas realizaciones, al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60 o0 70 0 mas
células tumorales se analizan en una muestra. En algunas realizaciones, una expresion de biomarcador c-met alta
es un diagnostico met positivo (estado clinico de diagndstico met positivo) tal como se define segun la Tabla A de la
presente memoria.

En algunas realizaciones, biomarcador c-met bajo es una puntuacién IHQ de 0, una puntuaciéon IHQ de 1 o una
puntuacion IHQ de 0 o 1. En algunas realizaciones, biomarcador c-met bajo es tincién de c-met negativa, menos del
50 % de las células tumorales con intensidad de tincién débil o débil y moderada combinada, o el 50 % o mas de las
células tumorales con intensidad de tincion de c-met débil o débil y moderada combinada pero menos del 50 % de
las células tumorales con intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte combinada. En algunas realizaciones,
al menos 10, 20, 30, 40, 50, 60 o 70 o mas células tumorales se analizan en una muestra. En algunas realizaciones,
una expresion de biomarcador c-met baja es un diagnéstico met negativo (estado clinico de diagnéstico met
negativo) tal como se define segin la Tabla A de la presente memoria.

8. Protedmica

El término “proteoma” se define como la totalidad de las proteinas presentes en una muestra (por ejemplo, un tejido,
un organismo o un cultivo celular) en momento determinado. La protedmica incluye, entre otras cosas, el estudio de
los cambios globales de la expresion de proteinas en una muestra (también denominado “expresion proteémica”). La
protedmica normalmente incluye las siguientes etapas: (1) separacion de proteinas individuales en una muestra por
electroforesis en gel 2-D (PAGE 2-D); (2) identificacion de las proteinas individuales recuperadas del gel, por
ejemplo, mediante espectrometria de masas o secuenciacion N terminal y (3) andlisis de los datos utilizando
bioinformatica. Los métodos proteémicos son complementos valiosos a otros métodos de perfil de expresion génica
y pueden utilizarse, en solitario o0 en combinacién, con otros métodos, para detectar los productos de los marcadores
pronéstico de la presente invencion.

9. Amplificacién de genes
La deteccion de la amplificacién del gen c-met se realiza utilizando diversas técnicas conocidas por los expertos en
la materia. Por ejemplo, puede utilizarse hibridacion genémica comparativa para producir un mapa del nimero de

copias de secuencias de ADN en funcion de la localizacién cromosomica. Véase, por ejemplo, Kallioniemi et al.
(1992) Science 258: 818-821. La amplificacién del gen c-met también puede detectarse, por ejemplo, mediante
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hibridaciéon de Southern, utilizando una sonda especifica para el gen c-met o mediante PCR cuantitativa en tiempo
real.

En determinadas realizaciones, la deteccion de la amplificacion del gen c-met se realiza evaluando directamente el
numero de copias del gen c-met, utilizando, por ejemplo, una sonda que se hibrida con el gen c-met. Por ejemplo,
puede realizarse un ensayo FISH. En determinadas realizaciones, la deteccién de la amplificacion del gen c-met se
realiza evaluando indirectamente el nimero de copias del gen c-met, por ejemplo, evaluando el nimero de copias de
una region cromosémica que se encuentra fuera del gen c-met pero que se amplifica conjuntamente con el gen c-
met. La expresion del biomarcador también puede evaluarse utilizando un ensayo de diagnoéstico in vivo, por
ejemplo, administrando una molécula (tal como un anticuerpo) que se une a la molécula a detectar y que esta
marcada con un marcador detectable (por ejemplo, un is6topo radiactivo) y escaneando externamente al paciente
para la localizacién del marcador.

IV. Usos médicos de antagonistas de c-met y otros me  dicamentos para el cancer en métodos terapéuticos

En un aspecto, la invencion proporciona un método para el tratamiento de un paciente con cancer, que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de c-met si se ha encontrado que el
paciente tiene una cantidad alta (elevada) de biomarcador ¢ -met.

La invencién también se refiere a un método para el tratamiento de un paciente con CPNM que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo
anti-c-met, por ejemplo MetMADb), si se ha encontrado que el paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met
(por ejemplo, si el cancer del paciente expresa una alta cantidad de biomarcador c-met, por ejemplo, determinada
utilizando IHQ). En algunas realizaciones, el CPNM es carcinoma de células escamosas. En algunas realizaciones,
el CPNM es adenocarcinoma. En algunas realizaciones, el CPNM es CPNM de segunda linea o de tercera linea,
localmente avanzado o metastasico. En algunas realizaciones, el CPNM es CPNM localmente avanzado o
metastasico después de fracasar al menos un régimen de quimioterapia previo. En la presente memoria se analizan
e ilustran métodos para determinar la expresion de c-met utilizando IHQ. En algunas realizaciones, se ha observado
gue el cancer del paciente expresa alta cantidad de c-met con una puntuacion IHQ de 2, una puntuacién IHQ de 3 o
una puntuacién IHQ de al menos 2 (2 o 3). En algunas realizaciones, se ha observado que el cancer del paciente
(una muestra del cancer del paciente) contiene 50 % o mas células tumorales con intensidad de tinciéon de c-met
moderada, intensidad de tincion de c-met moderada/alta combinada o intensidad de tincién de c-met alta. En
algunas realizaciones, una alta cantidad de biomarcador c-met es el 50 % o mas de las células tumorales con
intensidad de tincién de c-met moderada o alta. En algunas realizaciones, los criterios desvelados en la presente
memoria se utilizan para puntuar el estado del biomarcador c-met como alto o bajo.

Ademas, la invencion proporciona un método para el tratamiento de un paciente con CPNM que comprende
administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de una combinacién de un antagonista de c-met (tal
como un anticuerpo anti c-met, tal como MetMAb) y un antagonista de EGRF (tal como erlotinib), si se ha
encontrado que el paciente tiene una alta cantidad de biomarcador c-met. El paciente tratado en la presente
memoria se beneficiara deseablemente de (o serd mas susceptible a presentar) una mayor supervivencia sin
progresion (SSP) y supervivencia global (SG) en relacién con un paciente que tiene la cantidad reducida de
biomarcador c-met. En la presente memoria se describen ejemplos de antagonistas de EGFR. En algunas
realizaciones, el CPNM es CPNM localmente avanzado o metastasico después de que fracasar al menos un
régimen de quimioterapia previo.

Adicionalmente, la invencion se refiere a un método para el tratamiento de un paciente con cancer (tal como CPNM)
gue comprende administrar al paciente una cantidad terapéuticamente eficaz de un medicamento para el cancer
distinto de un antagonista de c-met si se ha encontrado que el paciente tiene una cantidad reducida de biomarcador
c-met (por ejemplo, si el cancer del paciente expresa el biomarcador c-met reducido, por ejemplo, como se
determina por IHQ). En algunas realizaciones, el cancer del paciente no expresa de manera detectable c-met o
expresa c-met con una puntuacion IHQ de 0, con una puntuacién IHQ de 1 o con una puntuacién de IHQ de 0 o 1.
En algunas realizaciones, los criterios desvelados en la presente memoria se utilizan para puntuar un estado de
biomarcador c-met como negativo. En algunas realizaciones, se ha observado que el cancer del paciente (una
muestra del cancer del paciente) contiene tincion c-met negativa, menos del 50 % de las células tumorales con una
intensidad de tincién de c-met débil o débil y moderada combinada, o el 50 % o mas de las células tumorales con
una intensidad de tincion de c-met débil o débil y moderada combinada pero menos del 50 % de las células
tumorales con una intensidad de tincién de c-met moderada o moderada y fuerte combinada.

Los medicamentos para el cancer de la invencion pueden utilizarse solos 0 en combinacién con otros medicamentos
para el cancer. Por ejemplo, un anticuerpo anti c-meto (por ejemplo, MetMAb) puede administrarse a una dosis de
aproximadamente 15 mg/kg cada tres semanas, 0 a una dosis de aproximadamente 10 mg/kg cada dos semanas.

Por ejemplo, un anticuerpo anti c-met puede administrarse conjuntamente (coadministrarse) con al menos un agente

terapéutico adicional, por ejemplo, con un agente quimioterapéutico, con otros antagonistas de c-met (tal como otros
anticuerpos c-met), con un antagonista de EGFR (tal como erlotinib), o con un anticuerpo anti-VEGF (tal como
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bevacizumab). Un anticuerpo c-met puede coadministrarse con un antagonista de c-met adicional. Dichas terapias
de combinacion indicadas anteriormente incluyen la administracion combinada (en la que dos o méas agentes
terapéuticos se incluyen en la misma formulacién o en formulaciones separadas) y la administraciéon separada, en
cuyo caso, la administracién de un primer medicamento puede producirse antes, simultdneamente y/o después, de
la administracién de un segundo medicamento. En una realizacién, un anticuerpo anti c-met (tal como MetMAb) a
una dosis de aproximadamente 15 mg/kg cada tres semanas; se utiliza en combinacion con erlotinib (N-(3-etinilfenil)-
6,7-bis(2-metoxietoxi)-4-quinazolinamina) a una dosis de 150 mg, cada dia de un ciclo de tres semanas. En otras
realizaciones, se utiliza un antagonista de c-met (por ejemplo, anticuerpo anti c-met) en combinacién con un
anticuerpo anti VEGF y quimioterapia (por ejemplo, un taxano). Un ejemplo de protocolo es la administracién a un
paciente con cancer de mama metastasico triple negativo, de un anticuerpo anti c-met (por ejemplo, MetMADb)
administrado a una dosis de 10 mg/kg el Dia 1 y el Dia 15 de un ciclo de 28 dias, un anticuerpo anti VEGF (por
ejemplo, bevacizumab) administrado a una dosis de 10 mg/kg el Dia 1 y el Dia 15 del ciclo de 28 dias y paclitaxel
administrado a una dosis de 90 mg/m? por infusién IV el Dia 1, el Dia 8 y el Dia 15 del ciclo de 28 dias. Un ejemplo
de protocolo es la administracion a un paciente con cancer de mama metastasico triple negativo de un anticuerpo
anti c-met (por ejemplo MetMAb) administrado a una dosis de 10 mg/kg el Dia 1 y el Dia 15 de un ciclo de 28 dias y
paclitaxel administrado a una dosis de 90 mg/m2 por infusion IV el Dia 1, el Dia 8 y el Dia 15 del ciclo de 28 dias.

Los medicamentos para el cancer también pueden utilizarse en combinacién con radioterapia.

El (los) medicamento(s) de la presente memoria pueden administrarse mediante cualquier medio adecuado,
incluyendo administracion parenteral, intrapulmonar e intranasal, y, si se desea un tratamiento local, administracion
intralesional. Las infusiones parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal o subcutanea. La dosificacion puede ser mediante cualquier via adecuada, por ejemplo, mediante
inyecciones, tal como inyecciones intravenosas o subcutaneas, dependiendo en parte de si la administracién es
breve o crénica. En la presente memoria se contemplan diversos programas de dosificacion, incluyendo, pero sin
limitacion, administraciones sencillas o multiples a lo largo de diversos momentos, administracién en embolada, e
infusién pulsada.

Para la prevencién o el tratamiento de enfermedades, la dosificacion apropiada de un anticuerpo de la invencion
(cuando se utiliza en solitario o en combinaciéon con uno 0 mas agentes terapéuticos adicionales) dependera del tipo
de enfermedad a tratar, del tipo de anticuerpo, de la gravedad y del ciclo de la enfermedad, de si el anticuerpo se
administra con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia previa, del historial clinico del paciente y de la
respuesta al anticuerpo, y del criterio del médico tratante. El anticuerpo se administra adecuadamente al paciente de
una vez o durante una serie de tratamientos. Una dosificacion diaria tipica variaria de aproximadamente 1 ug/kg a
100 mg/kg o mas, dependiendo de los factores mencionados anteriormente. Para administraciones repetidas
durante varios dias o mas, dependiendo de la afeccion, el tratamiento generalmente seria sostenido hasta que se
produzca una supresion deseada de los sintomas de la enfermedad. Sin embargo, pueden utilizarse otros
regimenes de dosificacion. El progreso de esta terapia se monitoriza facilmente mediante técnicas y ensayos
convencionales.

Se entiende que cualquiera de las formulaciones o métodos terapéuticos anteriores pueden realizarse utilizando un
inmunoconjugado de la invencion en lugar de, 0 ademas de, un anticuerpo como medicamento.

En algunas realizaciones, el paciente no recibi6 mas de dos tratamientos previos para el Estadio IlIB/IV. En otras
realizaciones, el paciente no recibi6 mas de 30 dias de exposicion a un agente en investigacién o comercializado
gue puede actuar por inhibicion de EGFR, o una toxicidad conocida relacionada con EGFR dando como resultado
modificaciones en la dosis. Como inhibidores de EGFR se incluyen (pero sin limitacion) gefitinib, erlotinib y
cetuximab. En algunas realizaciones, el paciente no recibié quimioterapia, bioterapia, radioterapia o farmaco en
investigacion en los 28 dias previos a la aleatorizacion (salvo que, opcionalmente, pudiesen utilizarse inhibidores de
quinasa en las dos semanas previas a la aleatorizacién siempre que cualquier toxicidad relacionada con el farmaco
fuera resuelta adecuadamente). En algunas realizaciones, el paciente no es un paciente con metastasis del SNC no
tratada y/o activa (que progresa o que requiere anticonvulsivos o corticosteroides para un control sintomatico). En
los ejemplos se describen otros criterios de exclusion de pacientes y la presente invencion contempla el uso de una
0 mas de las exclusiones descritas en su interior. En algunas realizaciones, se ha observado que una muestra de
cancer del paciente tiene EGFR de tipo silvestre. En algunas realizaciones, no se ha observado que una muestra de
cancer del paciente tiene EGFR mutado.

V. Articulos de fabricacién

En otra realizacion de la divulgacion, se proporciona un articulo de fabricacion para su uso en el tratamiento de
cancer (tal como CPNM o cancer de mama). El articulo de fabricacién comprende un recipiente y una etiqueta o
prospecto en el recipiente, o asociado al mismo. Como recipientes adecuados se incluyen, por ejemplo, frascos,
viales, jeringas, etc. Los recipientes pueden formarse a partir de diversos materiales tales como vidrio o plastico. El
recipiente lleva o contiene una composiciéon que comprende el medicamento para el cancer como agente activo y
puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o un
vial con un tapon perforable a través del cual pasa una aguja de inyeccion hipodérmica).
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El articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un segundo recipiente que comprenda un tampon
diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (ABPI), solucién salina
tamponada con fosfato, solucién de Ringer y solucion DE dextrosa. El articulo de fabricacion puede incluir
adicionalmente otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

El articulo de fabricacién también incluye informacién, por ejemplo, en forma de un prospecto, que indica que la
composicion se utiliza para el tratamiento de un cancer basandose en el nivel de expresion de uno o mas
biomarcadores de la presente memoria. El prospecto o la etiqueta pueden tener cualquier forma, tal como un papel o
un medio electrénico, tal como un medio registrado magnéticamente (por ejemplo, un disquete) o un CD-ROM. El
prospecto o la etiqueta también pueden incluir otra informacion concerniente a las composiciones farmacéuticas y
formas de dosificacion en el kit o articulo de fabricacion.

De acuerdo con una realizacion, se proporciona un articulo de fabricacion que comprende, envasado conjuntamente,
un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo anti c-met) en un transportador farmacéuticamente aceptable y
un prospecto que indique que el antagonista de c-met es para el tratamiento de un paciente con cancer (tal como
CPNM) basandose en la expresion de un biomarcador c-met.

La divulgacién también se refiere a un método de fabricacion de un articulo de fabricacién que comprende combinar
en un envase una composicion farmacéutica que comprenda un antagonista de c-met (por ejemplo, un anticuerpo
anti c-met) y un prospecto de envase que indique que la composicion farmacéutica es para el tratamiento de un
paciente con cancer (tal como CPNM) basandose en la expresién de un biomarcador c-met.

El articulo de fabricacion puede comprender adicionalmente un recipiente adicional que comprenda un tampon
diluyente farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (ABPI), solucién salina
tamponada con fosfato, solucién de Ringer y/o solucién DE dextrosa. El articulo de fabricacion puede incluir
adicionalmente otros materiales deseables desde un punto de vista comercial y del usuario, incluyendo otros
tampones, diluyentes, filtros, agujas y jeringas.

VI. Kits de diagnostico

La invencién también se refiere a kits de diagnoéstico Utiles para la deteccion de cualquiera de uno o mas de los
biomarcadores identificados en la presente memoria. Por consiguiente, se proporciona un kit de diagndéstico que
comprende uno 0 mas reactivos para determinar la expresién de uno o mas biomarcadores de c-met, k-ras, ALK o
EGFR en una muestra de un paciente con cancer. Opcionalmente, el kit comprende adicionalmente instrucciones
para el uso del kit, para seleccionar un medicamento para el cancer (por ejemplo, un antagonista de c-met, tal como
un anticuerpo anti c-met) para el tratamiento del cancer del paciente, si el paciente expresa el biomarcador c-met a
un nivel alto. En otra realizacion, las instrucciones son para el uso del kit para seleccionar un medicamento para el
cancer distinto de un antagonista de c-met (o distinto de un anticuerpo anti c-met) si el paciente expresa el
biomarcador a un nivel reducido.

VII. Métodos de publicidad

La divulgacion de la presente memoria también se refiere a métodos para anunciar un medicamento para el cancer,
gue comprende promocionar, a un publico objetivo, el uso del medicamento para el cancer (por ejemplo, anticuerpo
anti c-met) para el tratamiento de un paciente con cancer basado en la expresion del biomarcador c-met.

La publicidad es generalmente comunicacion pagada a través de un medio no personal, en el que el patrocinador se
identifica y el mensaje se controla. La propaganda para los fines de la presente memoria, incluye publicidad,
relaciones publicas, colocacién de productos, patrocinio, suscripcién y promocion de venta. Este término también
incluye avisos publicos informativos patrocinados que aparecen en cualquiera de los medios de comunicacion
impresos, diseflados para atraer la atencién de una audiencia de masas para persuadir, informar, promover, motivar
o, de otra manera, modificar el comportamiento hacia un patrén favorable de compra, respaldo o aprobacion de la
invencion del presente documento.

La publicidad y la promocién del método de diagndstico de la presente memoria puede efectuarse por cualquier
medio. Como ejemplos de medios de publicidad utilizados para divulgar estos mensajes se incluyen la television,
radio, peliculas, revistas, perioddicos, Internet y vallas publicitarias, incluyendo mensajes comerciales que son
mensajes que aparecen en los medios de comunicacion. La publicidad también incluye la que se encuentra en los
asientos de carros de supermercado, en las paredes de una pasarela de un aeropuerto y en los laterales de los
autobuses, 0 en mensajes telefonicos o en sistemas de PA en tiendas, o en cualquier lugar donde pueda colocarse
una comunicacion visual o audible.

Como ejemplos mas especificos de medios de promocién o publicidad se incluyen la television, radio, peliculas,

Internet, tal como paginas web y seminarios en red, redes informaticas interactivas destinadas a llegar a usuarios
simultaneos, vallas publicitarias fijas o electrénicas y otras sefiales publicas, carteles, bibliografia tradicional o
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electronica tal como revistas y periédicos, otros medios de comunicacion, presentaciones o contactos individuales
por ejemplo, mediante correo electrénico, teléfono, mensaje instantaneo, correo, mensajeria, visitas en persona, etc.

El tipo de publicidad que se utilice dependera de muchos factores, por ejemplo, de la naturaleza de la audiencia a la
gue se debe llegar, por ejemplo, hospitales, compafiias aseguradoras, clinicas, médicos, personal sanitario y
pacientes, asi como de cuestiones de costes y leyes y jurisdicciones importantes y reglamentos que rigen la
publicidad de medicamentos y diagnésticos. La publicidad puede ser individualizada o personalizada basandose en
las caracterizaciones del usuario definidas por la interaccion del servicio y/u otros datos tales como la demografia del
usuario y la localizacion geografica.

Ejemplos

Materiales y métodos

Muestras: se analizaron muestras de pacientes pretratamiento a partir de un ensayo clinico multicéntrico,
aleatorizado, en fase Il y con ocultacidn (descrito adicionalmente mas adelante) disefiado para evaluar la actividad y
seguridad preliminar del tratamiento con MetMAb mas erlotinib frente a erlotinib mas placebo en CPNM. Se requirié
la presentacion de muestras tumorales fijadas en formalina e incluidas en parafina o de portaobjetos de parafina no
tefiidos (15 portaobjetos) de tumor representativo de todos los pacientes incluidos en el estudio.

Inmunohistoquimica (IHQ): las secciones tisulares fijadas en formalina e incluidas en parafina, se desparafinaron
antes de la recuperacion, bloqueo e incubacién del antigeno con anticuerpos primarios anti c-Met. Después de la
incubacién con el anticuerpo secundario y el revelado enzimatico del color, las secciones se tifieron con tincion de
contraste y se deshidrataron en series de alcoholes y xilenos antes de cubrir con un cubreobjetos.

Se utilizé el siguiente protocolo para la IHQ. Para realizar la tincion IHQ con c-met se utilizé el sistema Ventana
Benchmark XT, utilizando los siguientes reactivos y materiales:

Anticuerpo primario: anticuerpo primario monoclonal de conejo (cat n.° M3444.R) anti cMET total (SP44) de
Ventana

Tipo de especimen: muestras fijadas en formalina incluidas en parafina (FFIP) y granulos de células de control de
diferentes intensidades de tincién

Especie del procedimiento: ser humano

Instrumento: BenchMark XT

Condiciones de recuperacion del epitopo: acondicionamiento celular 1 (CC1, Ventana, cat n.° 950-124)
Condiciones de los anticuerpos primarios: 10 ug/ml/16 min a 37 °C

Diluyente: tampon de dilucién de anticuerpo Ventana (tampén Tris HCI, cat n.° 95119)

Anticuerpo virgen para control negativo: IgG de conejo virgen a 3 ug/ml (IgG de conejo control negativo Ventana
Confirm, cat n.° 760-1029)

Deteccion: kit de deteccién Ultraview Universal DAB (Reactivo Benchmark, sistema de polimero, Ventana cat n.°
760-500) utilizado segun las instrucciones del fabricante.

Tincion de contraste: hematoxilina Il Ventana (cat n.° 790-2208) con reactivo afiil (Cat n.° 760-2037)

El Protocolo Benchmark XT fue el siguiente:

. Parafina (Seleccionado)

. Desparafinizacion (Seleccionado)

. Acondicionamiento celular (Seleccionado)

. Acondicionador n.° 1 (Seleccionado)

. CC1 moderado (Seleccionado)

. CC1 estandar (Seleccionado)

. Temperaturas de Incubacién de Ab (Seleccionado)

. Ab Inc. 37C (Seleccionado)

. Valoracion (Seleccionado)

10. Aplicar a mano (Anticuerpo Primario) e Incubar durante (0 h 16 Min)

11. Tincién con contraste (Seleccionado)

12. Aplicar una gota de (Hematoxilina II) (Tincion de contraste), aplicar Cubreobjetos e incubar durante (4
minutos)

13. Tincién de Contraste Posterior (Seleccionado)

14. Aplicar una gota de (REACTIVO ANIL) (Tincién de Contraste Posterior), aplicar Cubreobjetos e incubar
durante (4 minutos)

15. Lavar los portaobjetos en agua jabonosa para eliminar el aceite.

16. Aclarar los portaobjetos con agua

17. Deshidratar los portaobjetos a través de Etanol 95 %, etanol 100 % a xileno (programa de autotincion Leica
n.°9)

18. Cubrir con portaobjetos.
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Puntuacién de la expresion de c-met mediante IHQ: la presencia o la ausencia de expresién de c-met en
muestras de tumor se evalud utilizando IHQ. Hubo un amplio intervalo dinamico de intensidades de tincion de c-met
en CPNM, con tincion de células tumorales con intensidad negativa, débil, moderada o fuerte. Ademas, la expresién
de c-met en tejido de tumor CPNM fue frecuentemente heterogénea; es decir, las células tumorales presentaron
diferentes niveles de expresion de met en una muestra. Tanto la intensidad de tincién por IHQ (negativa, débil,
moderada o fuerte) como la proporcion de células tumorales que se tifien a diferentes niveles de intensidad, se
consideraron al evaluar la expresion de c-met por IHQ. Los criterios para definir los tumores con diagnéstico met
positivo y los tumores con diagnéstico met negativo se definieron antes de desenmascarar el estudio, segun se
determina por IHQ siguiendo el sistema de puntuacion a continuacién.

Se puntud la tincion de c-Met de las células tumorales. En la mayoria de los casos, la tincion fue principalmente
membranosa con algunas sefiales citoplasmaticas (M, c), sin embargo, también se observé tincion citoplasmatica
predominante (C, m) en 5-10 % de las muestras. La tincion se clasific6 como intensidad de tincion fuerte (3+),
moderada (2+), débil (1+), ambigua (+/-) o negativa (-). La intensidad de tincién fuerte se caracterizdé por un
citoplasma de color marrén oscuro a negro y/o membranas engrosadas, oscuras de intensidad similar. La intensidad
de tincion moderada se caracteriz6 por un citoplasma y/o membranas de color marrén. La tincibn moderada carecia
de color oscuro observado en intensidad de sefial fuerte y las membranas eran mas finas. La intensidad de la sefial
débil se caracterizd por un citoplasma de color marrén claro. La sefial débil carecia del color marrén profundo
observado en la intensidad de tincion moderada y las membranas eran mas finas. La intensidad de sefial negativa o
ambigua se caracterizd por una ausencia de cualquier sefial detectable o por una sefial de color gris palido o de
color bronceado, en lugar de marrén, y sin evidencia de tincion de membrana potenciada.

Ademas de evaluar la intensidad de tincion, se estimaron visualmente los porcentajes de diversas
intensidades/patrones de tincién en las muestras con sefiales heterogéneas.

Los siguientes granulos de células de control con diversas intensidades de tincién se incluyeron como controles para
el andlisis de IHQ, asi como controles de puntuacién: H441 (tincion +++ (fuerte)); A549 (tincién ++ (moderada));
H1703 (tincion + (débil)); y TOV-112D (tincién - (negativa)) o H1155 (tincion - (negativa)). Para las muestras de
pulmén, también se utilizé epitelio bronquial como control interno, ya que muestra una tincibn membranosa
moderada (2+). También se utilizé anticuerpo de control de isotipo para determinar la tincién inicial de fondo de las
muestras de ensayo. El anticuerpo de control positivo, tal como Ki-67, se utilizé para evaluar la calidad del tejido. La
Figura 2 muestra un ejemplo de muestras de tejido CPNM con puntuaciones IHQ de 0, 1, 2 o 3, preparadas de
acuerdo con el protocolo IHQ anterior. Como se muestra en la Figura 2, la sefial de tincién de c-met puede
distribuirse homogéneamente con un nivel uniforme de intensidad a lo largo de las partes neoplasicas del tumor, o
se distribuye heterogéneamente con mas de un nivel de intensidad. La tincién puede ser heterogénea, por ejemplo,
las muestras pueden tener mas de un nivel de intensidad. La Figura 1 muestra ejemplos de granulos de células de
control preparados de acuerdo con el protocolo IHQ anterior.

Después de evaluar la tincion con IHQ, se informé una puntuacion IHQ basada en el analisis de al menos 50 células
tumorales con los siguientes limites de puntuacion:

Puntuacion Criterios de tincion

IHQ*
Diagnéstico |0 muestras con tincién negativa o ambigua o < 50 % de células tumorales con tincion
negativo débil (1+) o débil (1+) y moderada (2+) combinada

1 50 % o mas de células tumorales con tincién débil (1+) o débil (1+) y moderada (2+)

combinada, pero menos del 50 % de células tumorales con tincion moderada (2+) o
moderada (2+) y fuerte (3+) combinada

Diagnéstico |2 50 % o més de células tumorales con tincion moderada (2+) o moderada (2+) y
positivo fuerte (3+) combinada, pero menos del 50 % de células tumorales con tincién fuerte
(3+)
3 50 % o mas de células tumorales con tincion fuerte (3+)

*indistintamente denominada “puntuacion clinica IHQ” o “puntuacién clinica”

La tincién vascular se documentd, pero no se utilizé para la puntuacion IHQ, debido en parte a la falta de suficiente
vasculatura en algunas muestras de biopsia.

Las categorias clinicas “diagnostico Met positivo” y “diagndstico Met negativo” se definieron de la siguiente manera:

diagndstico Met negativo: puntuacion IHQ de 0 o 1
diagndstico Met positivo: puntuacion IHQ de 2 o 3.
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Para mayor claridad, se observa que la presente solicitud utiliza la siguiente terminologia:
Por claridad, se observa que la presente solicitud utiliza la siguiente terminologia:

Puntuacion Categoria de diagndstico clinico

IHQ

0ol diagnostico Met negativo, denominado indistintamente Met Dx-, Met bajo
203 diagnostico Met positivo, denominado indistintamente Met Dx +, Met alto

Ademas, en la solicitud de patente de Estados Unidos n.° 61/378.911, presentada el 31 de agosto del 2010, una
solicitud de patente relacionada con la presente solicitud, se utilizaron las expresiones “met positivo” y “met negativo”
para referirse a la puntuacion IHQ de 2 o0 3, y a la puntuacion IHQ de 0 o 1, respectivamente.

Ensayo clinico

El cancer de pulmodn es la principal causa de muerte por cancer a nivel mundial: produce la muerte de méas personas
que los canceres de mama, colon, rifién, higado, melanoma y préstata combinados. Cada afio mueren 1,18 millones
de personas como resultado de la enfermedad (Parkin DM, CA Cancer J Clin (2005) 55: 74-108). La mayoria de los
pacientes con cancer de pulmén son diagnosticados cuando la enfermedad esta en una fase avanzada y se ha
propagado a otras partes del cuerpo.

El cancer de pulmén no microcitico (CPNM) es la forma mas comun de la enfermedad, representando
aproximadamente el 85% de todos los casos. Solo el 7,5 % de las personas diagnosticadas con CPNM avanzado
(fase 1V) se espera que estén vivas después de cinco afos. EI CPNM puede clasificarse como un adenocarcinoma,
carcinoma de células escamosas o carcinoma de células grandes. El adenocarcinoma es la forma mas comun de
CPNM. Cada vez hay mas pruebas de que los dos principales subtipos histolégicos de CPNM, el adenocarcinoma
(que representa aproximadamente el 40% de los canceres de pulmén) y el CCE (que representa aproximadamente
el 25 % del cancer de pulmén) presentan propiedades biolégicas Unicas que dan como resultado respuestas
diferenciales a terapias similares. Pemtrexed, aunque activo en adenocarcinoma, ha demostrado una eficacia
relativamente menor en CCE (Scagliotti et al, 2008, J Clin Oncol. 26(21): 3543-51 Epub 27 de mayo de 2008). El
tratamiento con bevacizumab en pacientes con CPNM con CCE localizado centralmente, ha dado como resultado un
aumento del riesgo de hemorragia (Sandler et al 2006, N Engl J Med. 355 (24): 2542-50). Finalmente, los pacientes
con CCE con enfermedad metastasica histdricamente tienen peor supervivencia global en comparacion con el
adenocarcinoma. Por tanto, aun existe una necesidad de identificar regimenes eficaces para este subgrupo
histologico.

El protocolo original para este estudio se describié, por ejemplo, en el documento W02010/045345; sin embargo, el
estudio se modificd posteriormente para afiadir la inclusion de 50 pacientes con histologia de células escamosas de
la siguiente manera. Los pacientes se asignaron al azar en una proporcion de 1:1 a uno de los dos grupos de
tratamiento: MetMAb + erlotinib frente a erlotinib + placebo. Una vez que se incluyeron 120 pacientes, que
comprendia la poblacion “global”, la elegibilidad se restringié a pacientes con histologia de carcinoma de células
escamosas (CCE) para asegurar que en el estudio se incluia un total de aproximadamente 80 pacientes con CCE.
La asignacion al azar de los primeros 120 pacientes que comprendia la poblacion “global” se estratificd por un
estado de fumador, un estado de rendimiento e histologia y la asignacion al azar de los siguientes 50 pacientes con
CCE se estratifico por un estado de fumador y un estado de rendimiento. Durante este estudio, a los pacientes y a
las personas en tratamiento, incluidos los investigadores, se les oculté a la asignacion de tratamiento del farmaco de
estudio (MetMAb o placebo). Un andlisis especifico del protocolo de los datos de este estudio obtenido a mas tardar
el 8 de junio del 2010 (n = 128 pacientes) sugiridé que los pacientes cuyos tumores expresaban niveles mas bajos de
c-met no obtenian beneficios de MetMAb. Basandose en estos datos, la exploracion e inclusién de nuevos pacientes
en el estudio se detuvo y el ensayo clinico se modificé de la siguiente manera:

« La administracion de MetMAb se interrumpié en pacientes que tenian tumores con diagnostico c-met negativo,
con la excepcion de determinados pacientes si segun criterio del investigador, el paciente estaba obteniendo
beneficios del farmaco del estudio.

« Los pacientes con tumores de diagnéstico c-met que interrumpieron la administracién de MetMAb por razones
distintas de la progresion de la enfermedad podrian continuar recibiendo monoterapia de erlotinib.

« Solo se permitid que los pacientes con tumores de diagnéstico c-met negativo, asignados al azar al grupo de
placebo + erlotinib que presentaban progresion de la enfermedad, se cruzaran para recibir MetMAb (ademas de
continuar con erlotinib) si se obtenia una biopsia de tejido reciente en la progresion de la enfermedad y los
resultados IHQ mostraron tumor de diagndstico c-met positivo.

» Todos los demas pacientes continuaron recibiendo tratamiento segun el protocolo.

El objetivo principal del estudio enmendado fue evaluar la supervivencia sin progresion (SSP) de MetMAb mas
Erlotinib, con respecto a Erlotinib méas placebo, en pacientes con tumores Met positivo (determinado por
inmunohistoquimica), en pacientes con histologia de células escamosas, asi como en todos los pacientes (es decir
incluyendo pacientes con tumores Met negativo).
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Los objetivos secundarios de este estudio fueron: (a) evaluar la supervivencia sin progresién (SSP) en pacientes con
histologia de células escamosas; (b) determinar la tasa de respuesta global RECIST 1.0 y la duracién de la
respuesta en pacientes con tumores c-met positivo, histologia de células escamosas, asi como la poblacion total de
pacientes; (b) caracterizar la seguridad y tolerabilidad de MetMAb mas Erlotinib en pacientes con CPNM; y (c)
evaluar la concentracién minima (Cmin) y la concentracion maxima (Cmax) tanto de MetMAb como de erlotinib en
pacientes con CPNM.

Otros objetivos de este estudio fueron (a) evaluar la supervivencia global, en pacientes con histologia de células
escamosas, con tumores c-met positivo, asi como en la poblacién total; (b) evaluar la tasa de respuesta FDG-PET
por grupo de tratamiento y en pacientes con tumores c-met positivo, asi como en la poblacién global; (c) evaluar la
supervivencia sin progresion (SSP) en respondedores de FDG-PET frente a no respondedores, por grupo de
tratamiento y en tumores Met positivo, histologia de células escamosas, asi como en la poblacién global; (d) evaluar
la relacién entre los criterios de evaluacién de respuesta en tumores solidos (RECIST, Response Evaluation Criteria
In Solid Tumors) 1.0 en la primera evaluacién tumoral y la SSP; (e) evaluar la relaciéon entre la respuesta y los
cambios en los biomarcadores (o expresion inicial de) relacionados con las rutas de sefializacion HGF/Met y/o EGFR
(incluyendo, pero sin limitacién, IL-8 y HGF en suero); (f) evaluar posibles mecanismos de resistencia en pacientes
que progresan en el estudio; y (g) evaluar el tiempo de progresién en pacientes con tumores a c-met positivo asi
como en la poblacién global.

Diserio del estudio. Este estudio fue un estudio clinico multicéntrico en Fase Il, con doble ocultacién, aleatorizado,
disefiado para evaluar la actividad y seguridad preliminar del tratamiento con MetMAb mas Erlotinib frente a Erlotinib
mas placebo en CPNM de segunda y tercera linea. Aproximadamente se asignaron al azar 120 pacientes
histolégicamente no especificados de aproximadamente 40 sitios multinacionales a una proporcion de 1:1 a respecto
a uno de los dos grupos de tratamiento: MetMAb mas Erlotinib frente a Erlotinib mas placebo. Una vez que se
incluyeron 120 pacientes, que comprendia la poblacién “global”, la elegibilidad se restringi6 a pacientes con
histologia de carcinoma de células escamosas (CCE) para asegurar que en el estudio se incluia un total de
aproximadamente 80 pacientes con CCE. La asignacion al azar de los primeros 120 pacientes que comprendia la
poblacién “global” se estratificd por estado de fumador (no fumadores y fumadores que lo habian dejado hace mas
de 10 de afios frente a fumadores actuales y fumadores que lo habian dejado hace menos de 10 afios), estado de
rendimiento e histologia, y la asignacion al azar de los siguientes 50 pacientes con CCE se estratificd por el estado
de fumador y estado de rendimiento. El tratamiento en cada grupo continué hasta alcanzar la progresion de la
enfermedad, una toxicidad inaceptable, o si se cumplia cualquier otro criterio de interrupciéon. Después de la
progresion de la enfermedad, a los pacientes asignados al azar al grupo de Erlotinib mas placebo se les dio la
opcién de recibir MetMAb (ademas de continuar con Erlotinib), siempre y cuando continuasen cumpliendo los
criterios de elegibilidad. Los datos de seguridad recogidos de este estudio cruzado se resumieron para generar
hipotesis.

Como se ha indicado anteriormente, un analisis especifico del protocolo de los datos de este estudio obtenido a mas
tardar el 8 de junio del 2010 (n = 128 pacientes) sugiri6 que los pacientes cuyos tumores expresaban niveles mas
bajos de c-met no obtenian beneficios de MetMAb. Basandose en estos datos, la exploracion e inclusion de nuevos
pacientes en el estudio se detuvo y el ensayo clinico se modific6 como se ha indicado anteriormente.

Durante estudio, se recogieron datos sobre la medicion del tumor y el estado de supervivencia para la evaluacion de
la SSP, supervivencia global (OS) y tasa de respuesta global (TRG). Se obtuvieron escaneres CT al inicio y durante
los primeros cuatro ciclos en intervalos de aproximadamente cada 6 semanas (es decir, cada dos ciclos de tres
semanas de MetMAb/placebo). Después de cuatro ciclos, se realizaron escaneres CT de rutina aproximadamente
cada 9 semanas (cada 3 ciclos de MetMAb/placebo). La obtencién de imagenes FDG-PET se obtuvo al inicio y los
Dias 10-14 del Ciclo 1. Durante el transcurso de este estudio, un centro de lectura de imagenes (CLI) evalué los
resultados FDG-PET y se determind si la obtencion de imagenes FDG-PET deberia continuar en todos los sitios
participantes o si la obtencién de imagenes FDG-PET debia limitarse a unos cuantos sitios basandose en los datos
recibidos.

En algunos pacientes, se recogieron muestras de suero y plasma exploratorio para determinar el efecto de MetMAb
mas Erlotinib sobre niveles en circulacion de posibles marcadores de actividad, incluyendo, pero sin limitacion, IL-8 y
HGF. La correlacion de estos y otros marcadores con resultados clinicos ayuda a identificar biomarcadores
predictivos, por ejemplo, marcadores en circulacion que pueden reflejar la actividad del farmaco o la respuesta a la
terapia. La sangre para el suero y plasma se extrajo de pacientes con consentimiento en tiempos preespecificados y
se evalud para los niveles de estos marcadores exploratorios.

La expresion de c-met y/o EGFR se determind en una muestra de tratamiento previo del tumor. La expresién de C-
met y/o EGFR se determin6 por andlisis IHQ y/o FISH.

Debido al beneficio de supervivencia bien establecido de los asiaticos orientales cuando se tratan con terapias

dirigidas por EGFR, este estudio no permitié que mas del 20% de la poblacion de estudio evaluable fuera asiatica
oriental.
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Medidas de resultado. La medida principal del resultado de este estudio fue la supervivencia sin progresion (SSP)
definida por los Criterios de Evaluacion de Respuesta en Tumores Soélidos (RECIST) 1.0 o muerte por cualquier
causa en los treinta dias posteriores al Ultimo tratamiento.

Las medidas secundarias del resultado de este estudio fueron las siguientes:

(a) respuesta global (RG) (respuesta parcial mas respuesta completa), determinada utilizando RECIST 1.0 en
tumores Met positivo y en la poblacion global; y
(b) duracién de la RG.

Las medidas del resultado exploratorio incluyeron lo siguiente:

(a) tasas de respuesta FDG-PET, determinadas basandose en las definiciones de la European Organization for
Research of Cancer (EORTC);

(b) se supervisara la incidencia, la naturaleza y la gravedad de los acontecimientos adversos y de los
acontecimientos adversos graves, y los cambios en los signos vitales, hallazgos fisicos y resultados de
laboratorio clinico durante y después de la administracién del farmaco del estudio y

(c) supervivencia global (tiempo desde la asignacion al azar hasta la muerte por cualquier causa en los 30 dias
posteriores al Ultimo tratamiento del estudio).

Las medidas principales y secundarias de los resultados se evaluaran en pacientes con tumores c-met positivo, en
pacientes con CCE y en la poblacién “global”.

Para analisis de farmacocinética y farmacodinamica de MetMAb y erlotinib se recogeran muestras de suero.

Criterios de seleccion de pacientes. Los pacientes adultos eran elegibles para participar en este estudio si tenian
CPNM inoperable localmente avanzado o metastasico (Fase IlIb/IV) (por ejemplo, determinado por estudios
histologicos) y si habian recibido al menos uno, pero no mas de dos, regimenes previos para la enfermedad CPNM
en Fase IlIb/IV. Antes de la asignacion al azar, se requirid la disponibilidad en el lugar de una muestra tumoral fijada
en formalina e incluida en parafina, que permitié realizar el diagndstico definitivo de CPNM con células tumorales
viables adecuadas en un bloque de tejido (preferido) o en 15 portaobjetos seriados, acompafiado de un informe de
patologia asociado. No se aceptaron muestras citolégicas ni de aspirado con aguja fina. El paciente podia ser
incluso elegible si proporcionaba al menos una cantidad mayor o igual a 5 portaobjetos en serie no tefiidos o estaba
dispuesto a consentir y a someterse a un tratamiento previo 0 a una biopsia excisional del tumor. No se aceptaron
muestras citolégicas ni de aspirado con aguja fina.

En este estudio, la estadificacién del cancer siguié el American Joint Committee on Cancer’'s AJCC Cancer Staging
Manual, 62 edicion. Los pacientes que recibieron terapia neoadyuvante y/o adyuvante para la enfermedad en Fase I-
llla antes de su régimen de primera linea (para Fase llIb/IV), fueron elegibles para la participacién en el estudio
siempre que también recibieran terapia de primera linea para la enfermedad en Fase llIb/IV. En algunas
realizaciones, al menos uno de los regimenes que contenia quimioterapia (en cualquier fase) estaba basado en
platino. Los pacientes deben haber tenido una enfermedad medible determinada por RECIST. En algunas
realizaciones, los pacientes tenian al menos una lesién medible en un escaner FDG-PET previo al tratamiento, que
también es una lesion diana en CT segin RECIST. En algunas realizaciones, los pacientes proporcionaron una
muestra de tumor previa al tratamiento y poseian al menos una lesion medible en un escaner FDG-PET previo al
tratamiento que también es una lesion diana en CT segun RESIST.

En algunas realizaciones, los sujetos excluidos eran sujetos que tenian mas de dos tratamientos previos para la
Fase IIIB/IV. En algunas realizaciones, los sujetos excluidos incluyeron sujetos con mas de 30 dias de exposicion a
un agente en investigacion o comercializado, que podia actuar por inhibicion de EGFR, o una toxicidad conocida
relacionada con EGFR que producia modificaciones en la dosis. Como inhibidores de EGFR se incluyen (pero sin
limitacion) gefitinib, erlotinib y cetuximab. En algunas realizaciones, los sujetos excluidos incluyeron sujetos que
recibieron quimioterapia, bioterapia, radioterapia o un farmaco en investigacion 28 dias antes de la asignacion al
azar (salvo que puedan utilizarse inhibidores de quinasa dos semanas antes de la asignacion al azar siempre que se
resuelva adecuadamente cualquier toxicidad relacionada con el farmaco) o sujetos con metastasis del SNC no
tratados y/o activos (que progresan o que requieren anticonvulsivos o corticosteroides para control sintomatico). En
algunas realizaciones, los sujetos con antecedente de metastasis cerebral eran elegibles para participar en el
estudio, siempre y cuando cumplieran los siguientes criterios: (a) enfermedad medible fuera del SNC, tal como lo
define RECIST; (b) ninguna evidencia radiografica de progresién provisional entre la finalizacién de la terapia dirigida
al SNC y el estudio de exploracion radiografica; (c) tratamiento dirigido al SNC que puede incluir neurocirugia o
radiocirugia estereotactica; (d) la exploracion del estudio radiografico del SNC fue de = 4 semanas desde la
finalizacion de la radioterapia y de = 2 semanas desde la interrupcién de corticoides y anticonvulsivos; (e) la
radioterapia y la radiocirugia estereotactica finalizaron = 4 semanas antes del Dia 1 y (f) la neurocirugia se finaliz6 =
24 semanas antes del Dia 1y la biopsia de cerebro se finalizé = 12 semanas antes del Dia 1.
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En alguna realizacién, el sujeto excluido también incluy6 sujetos con antecedentes de enfermedad sistémica grave,
incluyendo infarto de miocardio en los seis Ultimos seis meses antes de la asignacién al azar, hipertension
descontrolada (presion arterial persistente > 150/100 mmHg en antihipertensos), angina inestable, insuficiencia
cardiaca congestiva de grado Il o superior segln la Asociacion Estadounidense de Cardiologia (New York Heart
Association, NYHA), arritmia sintomatica inestable que requiere medicaciéon (los pacientes con arritmia auricular
cronica, es decir, fibrilacion auricular o taquicardia supraventricular paroxistica son elegibles) o enfermedad vascular
periférica de grado Il o superior, diabetes descontrolada, como lo demuestra el nivel sérico de glucosa en ayunas >
200 mg/dl; procedimiento quirdrgico mayor o lesién traumatica significativa en los 28 dias antes de la asignacion al
azar; anticipacion de la necesidad de un procedimiento quirdrgico mayor durante el estudio; radioterapia paliativa
local en los 7 o0 14 dias previos a la asignacién al azar o efectos adversos persistentes de la radioterapia que no se
han resuelto hasta el grado Il 0 menor antes de la asignacion al azar; incapacidad para tomar medicacion por via
oral o necesidad de alimentacion IV o nutricion parenteral total con lipidos o procedimientos quirlirgicos previos que
afectan a la absorcion gastrointestinal. En algunas realizaciones, los sujetos excluidos incluyeron sujetos que tenian
cualquiera de los siguientes valores hematolégicos anémalos no corregidos (2 semanas antes de la asignacion al
azar): CAN < 1.500 células/pl, recuento de plaquetas < 100.000 células/pl, hemoglobina < 9,0 g/dl, después de
transfusion de globulos rojos. Otros valores basales de laboratorio (2 semanas antes de la aleatorizacion), bilirrubina
sérica > 1,5xLSN, creatinina sérica > 1,5xLSN, hipercalcemia incontrolada (> 11,5 mg/dl o > 1,5 calcio ionizado). En
algunas realizaciones, el sujeto excluido incluia sujetos que tenian diabetes incontrolada y sujetos que tenian
hipercalcemia sintomatica que requerian el uso continuado de terapia con bisfosfonatos.

En algunas realizaciones, los sujetos excluidos incluyeron mujeres embarazadas o lactantes; los sujetos que tenian
otras neoplasias malignas que se habian sometido a una supuesta cura quirirgica o radioterapia (por ejemplo,
carcinoma intraepitelial de cuello uterino, cancer de prostata localizado después de prostatectomia o carcinoma de
piel de células basales/escamosas) 5 afios antes de la asignacién al azar podian ser analizados con un monitor
médico; o evidencia de confusidon o desorientacidon, o antecedentes de enfermedad psiquiatrica mayor. Véase
también otras exclusiones en la etiqueta de erlotinib.

Métodos estadisticos y analisis de eficacia. Los analisis de eficacia primaria y secundaria, incluyeron todos pacientes
asignados al azar, con los pacientes asignados al grupo de tratamiento al que fueron asignados al azar. Los analisis
de seguridad incluyeron todos los pacientes asignados al azar que recibieron al menos una dosis del tratamiento del
estudio, con los pacientes asignados al grupo de tratamiento asociado al régimen realmente recibido. Las
caracteristicas demogréficas e iniciales (por ejemplo, edad y sexo) se resumieron utilizando las medias, las
desviaciones tipicas, las medianas y los intervalos para las variables continuas y las proporciones para las variables
categoricas, segun procediera. Los resimenes se presentaron por la poblacién global de pacientes y por grupo de
tratamiento. El valor de las medidas iniciales de cualquier variable se defini6 como el dltimo valor disponible antes de
la primera administracion del tratamiento del estudio.

Para estimar la SSP mediana para cada grupo de tratamiento se utilizé6 la metodologia de Kaplan-Meier. Los
factores de estratificacion se determinaron mediante los datos de la forma legible por ordenador (FLO), no mediante
los datos recogidos por el sistema interactivo de lectura por voz en el momento de la asignacién al azar a menos que
faltaran los datos de FLO. La estimacion de la razon de riesgos (es decir, la magnitud del efecto del tratamiento y el
intervalo de confianza del 95 %) se determiné utilizando un modelo de regresién estratificado de Cox con una
variable indicadora para el tratamiento con MetMAb. Se aplicaron los mismos métodos de analisis que los descritos
para la SSP en pacientes de la poblacién “global” a pacientes con tumores met positivos y a pacientes con histologia
de CCE. Todas las muertes por cualquier causa en los 30 dias posteriores al Ultimo tratamiento se incluyeron como
acontecimientos de SSP. La respuesta objetiva se defini6 como una respuesta completa o parcial determinada en
dos ocasiones consecutivas mayores o iguales a cuatro semanas de diferencia. Los pacientes si una evaluacién
postbasal del tumor se consideraron no respondedores. Se calcul6é una estimacion de la tasa de respuesta objetiva 'y
un intervalo de confianza del 95 % (Blyth-Still-Casella) para cada grupo de tratamiento. Se calcularon los intervalos
de confianza para la diferencia en la tasa de respuesta tumoral (Satnes and Snell 1980; Berger y Boos 1994). Para
los pacientes con una respuesta objetiva, la duracién de la respuesta objetiva se definié6 como el tiempo desde la
respuesta inicial a la progresion de la enfermedad o la muerte por cualquier causa al cabo de los 30 dias posteriores
al ultimo tratamiento. Los métodos para manejar la censura y para el andlisis fueron los mismos que se describieron
para SSP. Se evaluaron todos criterios de valoracion de eficacia secundaria en pacientes con tumores met positivo,
en pacientes con histologia de CCE y por poblacion de pacientes “global”.

Medicamentos del ensayo clinico. MetMAb es un anticuerpo monoclonal monovalente, recombinante, humanizado
conocido, dirigido contra c-met. MetMAb se suministra como un liquido estéril en un vial de un solo uso de 15 cc.
Cada vial contiene 600 mg de MetMAb en 10 ml a una concentracién de 60 mg/ml en acetato de histidina 10 mM,
trehalosa 120 nM, polisorbato 20 al 0,02 %, pH 5,4. Los viales de MetMAb se refrigeraron a 2°C - 8°C y
permanecieron refrigerados hasta antes de su uso. MetMAb se administré por via intravenosa, después de dilucion
en solucion salina normal (0,9 %).

Erlotinib (TARCEVA®) se proporciona como un comprimido convencional de liberaciéon inmediata que contiene
erlotinib como la sal clorhidrato. Ademas del principio activo, erlotinib, los comprimidos contienen lactosa (hidratada),
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celulosa microcristalina, almidén glicolato de sodio, laurilsulfato de sodio y estearato de magnesio. Se dispone de
comprimidos que contienen 25 mg, 100 mg y 150 mg de Erlatinib.

El placebo consistia en 250 cc de NNS al 0,9 % (solucion salina IV, 0,9 %).

Tratamiento del estudio. La dosis de MetMAb fue de 15 mg/kg por via intravenosa el dia 1 de un ciclo de tres
semanas. El peso en la exploracion se utilizé para determinar la dosis real de MetMAb. La dosis de erlotinib fue de
150 mg por via oral cada dia de un ciclo de 3 semanas. El nivel de dosificacion de erlotinib puede haberse reducido
a 100 mg (primera reduccién) o a 50 mg (segunda reduccién) en cuanto a la toxicidad probablemente atribuible al
erlotinib (por ejemplo, erupcién cutanea, diarrea).

Numero de copias de MET y EGFR: se evaluaron los numeros de copias del gen MET y EGFR mediante hibridacion
fluorescente in situ (FISH). Se designaron mayor o igual a 5 copias de MET/célula como FISH positivo (véase
Cappuzzo et al., J Clin Oncol (2009) 27: 1667-9). La verdadera amplificacion de MET se defini6 como un grupo de
genes estrechos de méas de o igual a 15 copias de MET en mas de o igual a 10 % de células tumorales o una
relacion MET/CEP7 mayor o igual a 2. Para experimentos en los que se evaluaron tanto MET como el nUmero de
copias de EGFR, los tumores se consideraron MET y EGFR positivos mediante FISH, basandose en un criterio de
puntuacion utilizado en multiples estudios clinicos (véase, por ejemplo, Varella-Garcia et al., J Clin Pathol (2009) 62,
970-7; Capuzzo et al., INCI (2005); 97: 643-55.): FISH positivo: amplificacién génica o polisomia alta, FISH negativo:
polisomia, trisomia o disomia baja. Amplificacion génica: grupos de genes estrechos de 215 copias de MET en
=10 % de las células tumorales o relacion de MET con respecto a CEP7 de =2, polisomia alta: = 4 copias de MET en
= 40 % de las células tumorales.

Genotipado de EGFR, KRAS y MET: se aisl6 ADN de portaobjetos de tejido tumoral macrodiseccionado. Las
mutaciones EGFR y KRAS se evaluaron utilizando kits de genotipado DxS, se evaluaron 14 variantes del exon de
MET mediante DHPLC (Transgenomics Inc, Omaha NE) y se evalué un polimorfismo MET N275S por
pirosecuenciacion.

Perfilado de ARNm: la expresion de ARNm de MET, HGF, EGFR, AREG, y EREG se evalu6é en ARN extraido de
portaobjetos de tejido tumoral macrodiseccionado utilizando la plataforma Fluidigm. Los niveles de transcripcion se
normalizaron a la media de dos genes de referencia que se expresaron de forma estable en tejido pulmonar y los
resultados se expresaron como valores de expresion normalizados (2'A°‘)

HGF plasmaético: los niveles en plasma de HGF recogido antes del tratamiento se evaluaron por ELISA de captura.

Resultados de analisis basados en la fecha limite d e datos de a mas tardar el 8 de junio de 2010

Participaron 128 pacientes con CPNM de segunda o tercera linea y asignaron al azar a 25 centros mundiales desde
marzo del 2009 a marzo del 2010 a: (a) tratamiento con MetMAb (15 mg/kg IV ¢3s) mas erlotinib (denominado
indistintamente "ME") (n = 64) o (b) tratamiento con placebo mas erlotinib (denominado indistintamente "PE") (n =
64). La fecha limite de datos utilizada en este andlisis fue a mas tardar el 8 de junio de 2010.

En la Tabla 1 se muestra la distribucion de los pacientes.

Tabla 1: distribucién de los pacientes
Erlotinib + Placebo| Erlotinib + MetMAD|

n (%) (n = 64) (n = 64) Total (n = 128)
Tratamiento oculto interrumpido 48 (75,0) 49 (76,6) 97 (75,8)
Progresion de la enfermedad 39 (60,9) 34 (53,1) 73 (57,0)
Acontecimientos adversos 2 (3,1 7 (10,9) 9 (7,0)
Muertes 4 (6,3) 2 (3,1) 6 (4,7)
Otros 34,7 6(9,4) 9(7,0)

En la Tabla 2 se muestra la demografia de los pacientes.

Tabla 2: demografia de los pacientes

Erlotinib+Placebo n = 64 (%) [Erlotinib+MetMAb n = 64 (%)
mediana de edad (intervalo) 62 (42-83) 66 (30-83)
Sexo: masculino, n (%) 39 (60,9) 36 (56,3)
Raza: blanca, n (%) 58 (90,6) 56 (87,5)
ECOG: 0/1, n (%) 62 (96,9) 60 (93,8)
No escamoso, h (%) 48 (75) 49 (76,6)
Escamoso, n (%) 16 (25) 15 (23,4)
Nunca fumador, n (%) 8 (12,5) 10 (15,6)
Met alto*, n (%) 30 (50,8) 35 (56,5)
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Kras mutante**, n (%) 13 (23,2) 13 (23,2)
EGFR mutante**, n (%) 6 (10,7) 7 (12,5)
* De 121 pacientes con muestras de tejido evaluables

** De 112 pacientes con muestras de tejido evaluables.

Las caracteristicas iniciales estaban bien equilibradas en la poblacion global (ITT, intencién de tratar) incluyendo la
prevalencia de pacientes con tumores Met alto (51 %/56,5 %; PE/ME), mutacién Kras (23 %/23 %) y mutacion EGFR
(11 %/12,5 %). El tejido fue evaluable para analisis Met por IHQ en 121 pacientes (95 % de los pacientes) y para
mutaciones de EGFR y KRAS en 112 pacientes.

En la Tabla 3 se muestran caracteristicas iniciales por estado Met.

Tabla 3: caracteristicas iniciales por estado Met.

Met Alto (n = 65) Met Bajo (n = 56)
MetMAb+ Erlotinib [Placebo+ Erlotinib [MetMAb+ Erlotinib |Placebo+ Erlotinib
(n =35) (n =30) (n=27) (n=29)
Edad (afios):
Mediana (intervalo) 66 (30 - 83) 63 (44 - 82) 66 (45 - 82) 60(42-83)
>= 65 afios 18 (51,4 %) 14 (46,7 %) 14 (51,9 %) 11 (37,9 %)
Sexo:
Masculino 18 (51,4 %) 19 (63,3 %) 17 (63,0 %) 16 (55,2 %)
ECOG inicial:
0/1 34 (97,1 %) 28 (93,3 %) 24 (88,9 %) 29 (100 %)
Histopatologia: 26 (73,3 %) 21 (70,0 %) 12 (44,4 %) 17 (58,6 %)
Adenocarcinoma escamoso 5 (14,3 %) 4 (13,3 %) 10 (37,0 %) 10 (34,5 %)
Historial de tabaquismo:
nunca fue fumador 7 (20,0 %) 6 (20 %) 2 (7,4 %) 1(3,4 %)
Mutante Kras* 7 (22,6 %) 6(23,1 %) 6 (24,0 %) 7 (25,0 %)
Mutante EGFR* 7 (22,6 %) 2 (7,7 %) 0 4 (14,3 %)
* De 112 pacientes con muestras de tejido evaluables

En este estudio, el tejido se obtuvo del 100 % de los pacientes. El 95 % de los pacientes tenia tejido adecuado para
la evaluacion de Met por IDC. El 54 % de los pacientes tenia CPNM "Met alto".

El tratamiento con MetMADb y erlotinib proporcioné un beneficio clinicamente significativo a pacientes con CPNM Met
alto (Figura 3). Se observé un beneficio de SSP (razén de riesgos (RR) 0,56; IC del 95 % 0,31, 1,02; p = 0,05) y un
beneficio de SG (RR 0,55; IC del 95 % 0,25, 1,16; p = 0,11) los pacientes tratados con MetMAb mas erlotinib. Se
observd una separacion temprana y sostenida de las curvas. La adicion de MetMAb a erlotinib casi duplicé la
supervivencia sin progresion y la supervivencia global en pacientes con CPNM met alto, en comparacion con el
tratamiento con erlotinib + placebo (la SSP en ME fue de 12,4 semanas, frente a 6,4 semanas en PE; la SG en ME
fue de 7,7 semanas frente a 7,4 semanas en PE). 23 pacientes del grupo tratado con erlotinib + placebo se cruzaron
con MetMAb y 12 de los 23 pacientes que se cruzaron con ME tuvieron una expresion alta de biomarcador Met.

Los pacientes con CPNM Met bajo no se beneficiaron del tratamiento con MetMAb + erlotinib (Figura 4). MetMAb
aumento el riesgo de progresién y muerte en pacientes con CPNM Met bajo frente a tratamiento con erlotinib y
placebo: tanto la SSP (RR 2,01; IC 95 % 1,04, 3,91; p = 0,04) como la SG (RR 3,26; IC 95 % 1,20, 8,80; p = 0,01)
fueron peores en la cohorte ME. ~70 por ciento de los pacientes Met bajo tratados con MetMADb y erlotinib progresé
en la primera evaluacion (TAC en la semana 6).

SSP y SG en la poblacién global (Figura 5). La SSP y la SG no fueron significativamente diferentes en los grupos de
tratamiento de MetMAb mas erlotinib y placebo mas erlotinib en la poblacién global. El tratamiento con MetMAb mas
erlotinib no mostré beneficio en la poblacion global en relacion con el tratamiento de placebo mas erlotinib. Las RR
para la SSP y la SG en la poblacion global (denominada indistintamente "intencién de tratar" o ITT por las siglas
intention-to-treat) fueron 1,09 (IC 95 % 0,71, 1,67; p = 0,70) y 1,09 (IC 95 % 0,62, 1,91; p = 0,76). La SSP mediana y
SG media eran coherentes con los resultados previamente informados en situaciones similares de la enfermedad. 23
pacientes del grupo tratado con erlotinib + placebo se cruzaron con un tratamiento con MetMAb+ erlotinib. Las tasas
de respuesta objetiva fueron: Erlotinib + Placebo n = 3 (4,7 %), Erlotinib + MetMAb n = 4 (6,3 %).

La SSP se examiné por subgrupos (Figura 6). Los pacientes con estado Met por IHQ de 3 y 2 mostraron un
beneficio con tratamiento de MetMAb + erlotinib, mostrando los pacientes con estado 3 un mayor beneficio. Los
pacientes con estado Met por IHQ de 0 y 1 no mostraron beneficio con tratamiento con de MetMAb mas erlotinib.
Los pacientes con estado 0 empeoraron con MetMAb + erlotinib en comparacion con los pacientes con estado 1. No
se observd beneficio selectivo del tratamiento de MetMAb + erlotinib en otros subgrupos, incluyendo: categoria
histolégica (no escamoso frente a escamoso), historial de tabaquismo, ECOGCC, mutacién de EGFR o mutacién de
Kras.
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La Figura 9 muestra el analisis de subgrupos de SSP en pacientes con Met alto.

La SG también se examind por subgrupos (Figura 7). Similar a los resultados de SSP, los pacientes con estado Met
alto por IHQ de 3 y 2, mostraron beneficio del tratamiento con MetMAb + erlotinib, los pacientes con estado 3
mostraron el mayor beneficio. Los pacientes con estado Met bajo por IHQ de 0 y 1, no mostraron beneficio del
tratamiento con MetMAb mas erlotinib. Los pacientes con estado O empeoraron con MetMAb + erlotinib en
comparacion con los pacientes con estado 1. El beneficio selectivo del tratamiento de MetMAb + erlotinib no se
observd en otros subgrupos, incluyendo: categoria histolégica (no escamoso frente a escamoso), historial de
tabaquismo, ECOGCC, mutacion de EGFR o mutacion de Kras.

La Figura 10 muestra un andlisis por subgrupos de SG en pacientes con Met alto. Las Figuras 11 y 12 muestran un
andlisis por subgrupos de SSP y SG, respectivamente, en pacientes con Met bajo.

La supervivencia global también se analizé en la poblacién Met alto excluyendo pacientes con mutaciones conocidas
de EGFR. El grado de beneficio del tratamiento con MetMAb + erlotinib (con respecto a placebo + erlotinib) (SG RR
=0,55, IC 95 % 0,26, 1,20, p = 0,13) fue aproximadamente igual a la supervivencia global en la poblacion Met alto
incluyendo a pacientes con mutaciones conocidas de EGFR. Por lo tanto, el beneficio del tratamiento con MetMAb +
erlotinib en pacientes con Met alto no fue promovido por un estado de la mutaciéon de EGFR.

En la Tabla 4 se muestran variables de prondstico clave por estado Met.

Tabla 4: variables de pronéstico clave por estado Met

Met positivo (n = 65) Met negativo (n = 56)
Erlotinib + Placebo [Erlotinib +MetMAb [Erlotinib +Placebo [Erlotinib +MetMAb
(n =30) (n = 35) (n=29) (n=27)
Histopatologia (n = 128)
Adenocarcinoma 21 (70,0) 26 (73,3) 17(58,6) 12 (44,4)
Escamoso 4(13,3) 5(14,3) 10 (34,5) 10 (37,0)
Andlisis mutacional (n =112)
Mutante Kras 6(23,1) 7(22,6) 7 (25,0) 6 (24,0)
Mutante EGFR 2(7,7) 7(22,6) 4(14,3) 0

La expresion de Met fue prondstica de un peor resultado (Figura 8). En un andlisis de los pacientes tratados con
erlotinib + placebo, los pacientes con Met alto tuvieron un mayor riesgo de progresion (RR = 1,73; SSP mediana de
6,4 semanas) y aproximadamente el doble de riesgo de muerte (RR = 2,52; SG mediana de 7,4 semanas) en
relacion con pacientes con Met bajo (SSP mediana de 11,4 semanas; SG mediana de 9,2 semanas). Por lo tanto, la
expresion de Met es un factor prondéstico para la progresion y la supervivencia en pacientes con CPNM de segunda
o tercera linea tratados con erlotinib: los pacientes con Met alto empeoraron cuando se trataron con erlotinib,
mientras que los pacientes con Met bajo mejoraron cuando se trataron con erlotinib.

El patron de progresion (crecimiento de lesion diana frente a nueva lesion) fue comparable entre los grupos de
tratamiento y por el estado met (Tabla 5).

Tabla 5: patrén de progresion

Met Alto Met Bajo
Erlotinib + Placebo [Erlotinib + MetMAb [Erlotinib + Placebo [Erlotinib + MetMAb
n.° de pts PD por RECIST] n =21 n=17 n=15 n=15
PD en lesiones diana 13 (61,9) 11 (64,7) 10 (66,7) 11 (73,3)
PD en nuevas lesiones 12 (57,1) 9 (52,9) 6 (40,0) 7 (46,7)

El patron de progresion (crecimiento de lesion diana frente a nueva lesion) fue comparable entre los grupos de
tratamiento y por estado Met.

En la Tabla 6 se muestra un analisis de eficacia de la tasa de respuesta global, TRG.

Tabla 6: analisis de eficacia de TRG.
Erlotinib + Placebo [Erlotinib + MetMAb

Global n =64 n=64
N.° de pacientes con RG (%) 3@ 1(6.3)
IC 95 % para TRG 1,3-12,5 2,2-15
Dif i TRG, % (IC 95 %)
iferencia en o ( 0) 16(63.94)
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Valor de p 1,0

Met alto n=30 n=35

N.° de pacientes con RG (%) 1(3,3) 3 (8,6)

IC 95 % para TRG 0,2 %-16,3 2,4-21,5
Diferencia en TRG, % (IC 95 %) 5,2 (-6,0-16,5)

Valor de p 0,62

En la Tabla 7 se muestra la exposicion al tratamiento por estado Met.

Tabla 7: exposicion al tratamiento por estado Met
Met Alto Met Bajo
Erlotinib | Erlotinib | Erlotinib | Erlotinib
+Placebo | +MetMAb | +Placebo |[+MetMAb
(n =30) (n=35) | (n=29) | (n=27)

MetMAb o Placebo

N.° de ciclos: mediana (intervalo) | 2(1-149) | 4(1-18) | 4(1-12) | 2(1-8)

Erlotinib

N.° de dosis: mediana (intervalo) 49,5 (4-290)61 (14-338)85 (21-239)42 (1-152)

Pacientes que requieren modificacién de la dosis (%) 8(26,7) 14 (40) 7(24,1) |11 (40,7)

5
Seguridad: el tratamiento con Erlotinib + MetMAb fue bien tolerado. La Tabla 8 muestra todos los acontecimientos
adversos, independientemente de la relaciéon, con una frecuencia informada superior al 10 % observada en el
estudio. Con la excepcion de edema (predominantemente de grado 1-2), la toxicidad global de Erlotinib + MetMAb
fue comparable a la de Erlotinib + Placebo.
10
Tabla 8: todos los acontecimientos adversos
Met Alto Met Bajo
n (%) Erlotinib +Placebo Erlotinib +MetMADb Erlotinib +Placebo Erlotinib +MetMAb
(n=30) (n=35) (n=29) (n=27)

Total 30 (100) 35 (100) 29 (100) 26 (96,3)
Erupcion 19 (63,3) 21 (60,0) 16 (52,2) 15 (55,6)
Diarrea 13 (43,3) 18 (51,4) 13 (44,8) 7 (25,9)
Fatiga 12 (40,0) 15 (42,9) 10 (34,5) 6 (22,2)
Disminucion del
apetito 10 (33,3) 10 (28,6) 5(17,2) 3(11,1)
Nauseas 8 (26,7) 10 (28,6) 8 (27,6) 9 (33,3
Disnea 8 (26,7) 7 (20,0 4 (13,8) 4 (14,8)
Tos 6 (20,0) 6(17,1) 5(17,2) 3(11,1)
Dermatitis
acneiforme 3(10,0) 5(14,3) 6 (20,7) 5(18,5)
Piel seca 5 (16,7) 5 (14,3) 5(17,2) 2(7,4)
Edema periférico 2 (6,7) 7 (20) 2 (6,9) 5 (18,5)
Anemia 5(16,7) 4 (11,4) 3(10,3) 3(11,1)

La Tabla 9 muestra todos los acontecimientos adversos de grado 3-5 (frecuencia > 5 %) observados en el estudio.
No hubo acontecimientos de grado 5. La erupcién cutanea, la diarrea y la fatiga fueron comparables entre los grupos
15 de tratamiento tanto en las subpoblaciones Met alto como en las Met bajo. La incidencia de acontecimientos
adversos de grado = 3 fue similar en ME frente a PE en el grupo con Met alto (54 % frente a 53 %); sin embargo, la
incidencia de acontecimientos adversos de grado = 3 fue mayor en el grupo ME que en el grupo de Met bajo (52 %
frente a 35 % en el grupo PE).
Tabla 9: acontecimientos adversos de grado 3-5

Met alto Met bajo

n (%) Erlotinib +Placebo |[Erlotinib +MetMAb [Erlotinib +Placebo [Erlotinib +MetMADb

(n =30) (n = 35) (n =29) (n =27)
Total 16 (53,3) 19 (54,3) 10 (34,5) 14 (51,9)
Erupcion 1(3,3) 3(8,6) 13,4 1(3,7)
Diarrea 2 (6,7) 4 (11,4 1(3,4) 1(3,7)
Neumonia 0 1(2,9 1(3,4) 4(14,8)
Fatiga 13,3 3(8,6) 13,4 2(7,4)
Embolismo pulmonar 1(3,3) 2 (5,7) 0 2(7,4

20
En la Tabla 10 se muestra un resumen de seguridad.
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Tabla 10: resumen de seguridad

Met alto Met bajo

n (%) Erlotinib +Placebo | Erlotinib +MetMAb |Erlotinib + Placebo |Erlotinib +MetMAb

(n =30) (n =35) (n=29) (n=27)
Ningun AA 30 (100) 35 (100) 29 (100) 26 (96,3)
Grado 2 3 AA 16 (53,3) 19 (54,3) 10 (34,5) 14 (51,9)
AAS 11 (36,7) 14 (40) 6 (20,7) 11 (40,7)
AA que conducen al tratamiento 3 (10) 8 (22,9) 0 1(3,7)
Interrupcién*
AA que conducen a muerte** 3(10) 12,9 0 4(14,8)

*Para pacientes del grupo tratado con Erlotinib + MetMAb que eran Met alto: neumonia por aspiracién, hernial
obstructiva, hipoxia, infarto cerebral, estenosis esofagica, fatiga, NOS y toxicidad en ufias.
*AA que conducen a muerte para paciente con Met bajo: neumonia, embolia pulmonar, hemoptisis, CPNM

Conclusiones

« El anticuerpo anti c-met, MetMAb, era un inhibidor selectivo y fuerte del receptor de Met.
« La expresion alta de Met se asocié con un peor resultado en los pacientes tratados con placebo.

« El tratamiento con la combinacién de erlotinib y MetMAb beneficié a pacientes con CPNM que tenian Met alto.

« Los resultados mas malos para los pacientes con CPNM que tenian Met bajo tratados con erlotinib + MetMAb

no pueden explicarse por los acontecimientos adversos.

« Erlotinib + MetMab fueron bien tolerados y no hubo nuevos hallazgos de seguridad significativos.
* Los resultados para la poblacion global frente a los de los pacientes con CPNM con Met alto destacan la
importancia de utilizar un diagndstico.

Andlisis final basado en la fecha limite de datos d

e a mas tardar el 15 de noviembre de 20100

Participaron 128 pacientes con CPNM de segunda o tercera linea y asignaron al azar a 25 centros mundiales desde
marzo del 2009 a marzo del 2010 a: (a) tratamiento con MetMAb (15 mg/kg IV ¢3s) mas erlotinib (denominado
indistintamente "ME") (n = 64) o (b) tratamiento con placebo mas erlotinib (denominado indistintamente "PE") (n =
64). La fecha limite de datos utilizada en este analisis fue a mas tardar el 15 de noviembre de 2010.

En la Tabla 11 se muestra la distribucién de los pacientes.

Tabla 11: distribucién de los pacientes

Diagndstico Met positivo

Diagnéstico Met negativo

N.° de pacientes (%) Placebo + MetMADb + Placebo + MetMADb + Todos(lno:slga7():|entes
erlotinib (n=31) | erlotinib (h=35) | erlotinib (n=31) | erlotinib (n=31)
Progresion de la
enfermedad 23 (74,2) 18 (51,4) 22 (71,0) 22 (71,0) 92 (67,2)
Acontecimiento
adverso 2 (6,5) 7 (20,0) 1(3,2) 1(3,2) 11 (8,0)
Muerte 4 (12,9) 0 1(3,2) 2 (6,5) 7(5,1)
Decision del médico 13,2 2 (5,7) 5 (16,1) 3(9,7) 12 (8,8)
Decision del paciente 1(3,2) 3(8,6) 13,2 1(3,2 6 (4,4)
Decision del
patrocinador 0 0 1(32) 0 1(0.7)

En la Tabla 12 se muestran los datos demograficos del paciente.

Tabla 12: datos demogréficos del paciente

Erlotinib+Placebo n = 64 (%) [Erlotinib+MetMAb n = 64 (%)

Mediana de edad (intervalo) 62 (42-83) 66 (30-83)
Sexo: masculino, n (%) 39 (60,9) 36 (56,3)
Raza: blanca, n (%) 5 (90,6) 56 (87,5)
ECOG: 0/1, n (%) 62 (96,9) 60 (93,8)
No escamoso, n (%) 48 (75) 49 (76,6)
Escamoso, n (%) 16 (25) 15 (23,4)
Nunca fumador, n (%) 8 (12,5) 10 (15,6)
Met Dx pos *, n (%) 30 (50,8) 35 (56,5)
Kras mutante**, n (%) 13 (23,2) 13 (23,2)
EGFR mutante**, n (%) 6 (10,7) 7 (12,5)

* De 121 pacientes con muestras de tejido evaluables
** De 112 pacientes con muestras de tejido evaluables.
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Las caracteristicas iniciales estaban bien equilibradas en la poblacion global (ITT, intencién de tratar) incluyendo la
prevalencia de pacientes que tenian tumores con diagndstico Met positivo (51 %/56,5 %; PE/ME), mutaciéon Kras
(23 %/23 %) y mutacion EGFR (11 %/12,5 %). El tejido fue evaluable para andlisis Met por IHQ en 121 pacientes
(95 % de los pacientes) y para mutaciones de EGFR y KRAS en 112 pacientes.

En la Tabla 13 se muestran caracteristicas iniciales por estado Met.

Tabla 13: caracteristicas iniciales por estado Met

ITT Met Dx Negativo Met Dx Positivo
Placebo + MetMADb + Placebo + MetMADb + Placebo + MetMAb +
erlotinib erlotinib erlotinib erlotinib erlotinib erlotinib
(n=68) (n=69) (n=31) (n=31) (n=31) (n=35)
'(\i"netg'r‘f‘/gi)) de edad| 634283) | 64(30-83) | 61(42-83) | 63(45-82) | 64(44-82) | 66 (30-83)
Sexo: masculino 62 % 58 % 55 % 65 % 65 % 51 %
Raza: blanca 90 % 88 % 90 % 87 % 90 % 91 %
SLOGPS: 97 % 94 % 100 % 90 % 94 % 97 %
Escamoso 29 % 29 % 39 % 45 % 16 % 14 %
Nunca fue fumador 12 % 15 % 3% 7% 19 % 20 %
Met Dx positivo* 50 % 53 % 0 % 0% 100 % 100 %
Mutante KRAS** 23 % 23 % 25 % 24 % 23 % 23 %
Mutante EGFR** 11 % 13 % 14 % 0% 8 % 23 %

* De 128 pacientes con muestras de tejido evaluable
** De 112 pacientes con muestras de tejido evaluable.

En este estudio, el tejido se obtuvo del 100 % de los pacientes. El 95 % de los pacientes tenian tejido adecuado para
la evaluacion de Met por IIC. El 54 % de los pacientes tenia CPNM con "Met alto".

El tratamiento con MetMAb y erlotinib proporcioné un beneficio estadisticamente significativo y clinicamente
importante en pacientes con CPNM con diagnostico Met positivo (Figura 13). Se observé un beneficio de SSP (razén
de riesgos (RR) 0,53; IC 95 % 0,28-0,99; p = 0,04,) y un beneficio de SG (RR 0,37; IC 95 % 0,19-0,72; p = 0,002) en
pacientes con diagnostico Met positivo tratados con MetMAb mas erlotinib. Se observé una separacién temprana y
sostenida de las curvas. La adicion de MetMADb a erlotinib dio como resultado una reduccién de casi tres veces en el
riesgo de muerte. La SSP mediana en pacientes tratados con MetMAb + erlotinib (ME) fue de 2,9 meses, frente a 1,5
meses en pacientes tratados con placebo + erlotinib (PE); la SG mediana en pacientes tratados con MetMAb +
erlotinib fue de 12,6 meses frente a 3,8 meses en los pacientes tratados con placebo + erlotinib).

Los pacientes con CPNM con diagndstico Met negativo no se beneficiaron del tratamiento con MetMAb + erlotinib
(Figura 14). MetMAb aumenté el riesgo de progresion y muerte en pacientes con CPNM con Met bajo frente a
tratamiento con erlotinib y placebo: tanto la SSP mediana (RR 1,82; IC 95 % 0,99-3,32; p = 0,05) como la SG
mediana (RR 1,78; IC 95 % 0,79 - 3,99; p = 0,16) fueron peores en la cohorte tratada con MetMAb + erlotinib. ~70
por ciento de los pacientes con Met bajo tratados con MetMADb y erlotinib progresé en la primera evaluacion (TAC en
la semana 6).

En la figura 15 se muestra la SSP y la SG en la poblacion global. La SSP y la SG no fueron significativamente
diferentes en los grupos de tratamiento con MetMAb mas erlotinib y placebo mas erlotinib en la poblacién global. El
tratamiento con MetMAb mas erlotinib no mostré beneficio en la poblacién global en relacion con el tratamiento con
placebo mas erlotinib. Las razones de riesgo para la SSP y GS en la poblacién global (denominada indistintamente
"intencién de tratar" o ITT) fueron 1,09 (IC 95 % 0,73, 1,62; p = 0,69) y 0,8 (IC 95% 0,5, 1,3; p = 0,76). La SSP
mediana y la SG mediana fueron coherentes con los hallazgos previamente informados en situaciones similares de
enfermedad.

También se examind la SG por subgrupos (Figura 16). Los pacientes con diagnostico Met positivo mediante IHQ de
estado 3 y 2 mostraron beneficio del tratamiento con MetMAb + erlotinib, y los pacientes con estado 3 mostraron
mayor beneficio. Los pacientes con diagnéstico Met negativo mediante IHQ de estado 0 y 1 no se beneficiaron del
tratamiento con MetMAb mas erlotinib, y los pacientes con estado 0 empeoraron con MetMAb + erlotinib en
comparacion con los del estado 1. No se observé beneficio selectivo del tratamiento de MetMAb + erlotinib en otros
subgrupos, incluyendo: categoria histologica (células escamosas frente a no escamosas), historial de tabaquismo,
ECOGCC, mutacién de EGFR o mutacion de Kras.

La Figura 17 muestra un andlisis de subgrupos de SG en pacientes con diagndéstico Met negativo.
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También se analiz6 la supervivencia global en subpoblaciones de pacientes clave: pacientes con MET FISH positivo
(definido como mayor o igual a cinco copias de MET), diagnostico Met positivo/MET FISH negativo, diagnéstico Met
positivo/EGFR de tipo silvestre y diagnostico Met positivo/MET FISH negativo/EGFR de tipo silvestre (Figura 18). El
beneficio de la adicion de MetMAb a erlotinib no fue exclusivo para los pacientes con MET FISH positivo y se
observé en los pacientes con MET FISH negativo/diagnéstico Met positivo, lo que sugiere que la IHQ es un factor
pronéstico de beneficio mas sensible de MetMAb. El beneficio de MetMAb + erlotinib en los pacientes con
diagnostico Met positivo no fue promovido por un estado de mutacion de EGFR.

En la Tabla 14 se muestran variables pronésticas clave por estado Met.

Tabla 14: variables prondsticas clave por estado Met

Met Positivo (h = 65) Met Negativo (n = 56)
Erlot inib + Placebo Erlotinib +MetMADb Erlotinib +Placebo Erlotinib +MetMADb
(n =30) (n = 35) (n=29) (n=27)
Histopatologia (n = 128)
Adenocarcinoma 21 (70,0) 26 (73,3) 17(58,6) 12 (44,4)
Erlotinib + Placebo Erlotinib +MetMAb Erlotinib +Plac ebo Erlotinib +MetMADb
(n=30) (n=35) (n=29) (n=27)
Histopatologia (n = 128)
Escamoso | 4(13,3) | 5 (14,3) | 10 (34,5) | 10 (37,0)
Andlisis mutacional (n = 112)
Mutante Kras 6(23,1) 7(22,6) 7 (25,0 6 (24,0
Mutante EGFR 2(7,7) 7(22,6) 4(14,3) 0

La expresion de Met fue prondstico de un peor resultado (Figura 19). En un andlisis de los pacientes tratados con
erlotinib + placebo, los pacientes con diagnéstico Met positivo tenian riesgo aumentado de progresion (RR = 1,7;
SSP mediana de 1,5 meses) y riesgo aumentado de muerte (RR = 3,8; SG mediana de 3,8 meses) con respecto a
los pacientes con diagnéstico Met negativo (SSP mediana de 2,7 meses; SG mediana de 15,3 meses). Por tanto, la
expresion de Met es un factor prondstico de progresion y supervivencia en los pacientes con CPNM de segunda o
tercera linea tratados con erlotinib: los pacientes con diagnostico Met positivo no empeoraron cuando se trataron con
erlotinib, mientras que los pacientes con diagnéstico Met negativo mejoraron cuando se trataron con erlotinib.

Seguridad: el tratamiento con Erlotinib + MetMAb fue bien tolerado. En la Tabla 15 se resumen los datos de
seguridad.

Tabla 15: resumen de datos de seguridad

Diagndstico Met Positivo Diagndstico Met Negativo

N.° de pacientes (%) Placebo + MetMAD + Placebo + MetMADb +
erlotinib (n = 31)lerlotinib (n = 35)lerlotinib (n = 31)|erlotinib (n = 31)

Ningun acontecimiento adverso 31 (100) 35 (100) 31 (100) 31 (100)
Acontecimiento adverso de grado = 3 17 (54,8) 20(57,1) 13(41,9) 17 (54,8)
Acontecimiento adverso grave 11 (35,5) 15 (42,9) 9 (29,0) 13 (41,9)
Acontecimientos adversos que conducen a
interrumpir el tratamiento con MetMAb/placebo 2(6.5) 8(22.9) 0 2(6.5)
gzc;r::gclmlentos adversos que conducen a 4(12,9) 1(2,9) 0 3(9,7)

La adicion de MetMAb no aumenté sustancialmente la frecuencia (mayor que o igual a 10) de ninglin acontecimiento
adverso especifico en ambas poblaciones diagnésticas con la excepcion del edema periférico, que fue mayor en los
grupos tratados con MetMAb, en las poblaciones con diagnoéstico Met tanto positivo como negativo. El tratamiento
con MetMAb no aportdé nuevas toxicidades sustanciales ni agravé las toxicidades conocidas de erlotinib,
independientemente del estado diagndstico de Met, aunque una proporcién mas alta de pacientes con diagnéstico
Met positivo interrumpio el tratamiento con MetMAb + erlotinib debido a acontecimientos adversos y una proporcion
mas alta de pacientes con diagnéstico Met negativo con tratamiento MetMAb + erlotinib tuvo acontecimientos
adversos significativos y acontecimientos adversos de grado 3 o mayor.

Crecimiento tumoral y progresion de la enfermedad: La tasa de crecimiento tumoral no fue significativamente
diferente entre los grupos de tratamiento del estado Met en el ciclo 2, momento en el cual se habia producido la
mayoria de los acontecimientos de SSP.

El efecto del tratamiento con MetMAb + erlotinib sobre la supervivencia global también se evalué en pacientes
utilizando diferentes esquemas de puntuacién IHQ para definir a los pacientes que se puntuaron como met positivos:

* Un limite menos estricto de mayor que o igual al 10 % de las células tumorales con una intensidad de tincién IHQ
moderada (2+) o alta (3+) ("diagnéstico Met positivo de 10 %")
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e Un limite mas estricto de mayor que o igual al 90 % de las células tumorales con una intensidad de tinciéon IHQ
moderada (2+) o alta (3+) ("diagndstico Met positivo de 90 % ).

Las estimaciones del efecto del tratamiento en subgrupos de pacientes se expresaron como razones de riesgo
utilizando un modelo de Cox no estratificado, incluyendo un intervalo de confianza del 95 %. Los resultados de este
andlisis se muestran en la Figura 21. Cuando se utilizé el 10 % como limite, la RR en los pacientes seleccionados
como diagnostico Met positivo de 10% (n = 87) fue de 0,52, con un IC del 95 % de 0,30, 0,92. Cuando se utilizé el
50 % como limite (es decir, mayor que o igual al 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion IHQ
moderada (2+) o alta (3+)), la RR en los pacientes seleccionados como diagnostico Met positivo (n = 66) fue de 0,38,
con un IC del 95 % de 0,20, 0,71. Cuando se utilizé el 90 % como limite, la RR en pacientes seleccionados como
diagndstico Met positivo de 90% (n = 47) fue de 0,30, con un IC del 95 % de 0,14, 0,64. En los pacientes que se
seleccionaron como (a) diagndstico Met positivo de 10% vy (b) diagnostico no Met positivo utilizando el limite de
50 %, (n = 21), la RR fue de 2,83, con un IC del 95 % de 0,53, 15,2. En los pacientes que se seleccionaron como (a)
diagndstico Met positivo utilizando el limite del 50 % y (b) diagnéstico no Met positivo del 90 % (n = 19), la RR fue de
0,75, con un IC del 95% de 0,24, 2,42. Este andlisis detallado de los diferentes esquemas de puntuacién confirma el
uso de la definicién de diagndstico Met positivo como mayor o igual al 50 % de las células tumorales que se tifien
con una intensidad de moderada (2+) o alta (3+) para Met por IHQ.

Conclusiones

« El anticuerpo anti c-met, MetMAb, era un inhibidor selectivo y fuerte del receptor de Met.

» La expresion alta de Met se asoci6 con un peor resultado en los pacientes tratados con placebo.

« El tratamiento con la combinacién de erlotinib y MetMAb beneficié a pacientes con CPNM con diagnéstico Met
positivo.

e Los resultados mas malos para los pacientes con CPNM con diagndstico Met positivo tratados con erlotinib +
MetMAb no pueden explicarse por los acontecimientos adversos.

e Erlotinib + MetMab fueron bien tolerados y no hubo nuevos hallazgos de seguridad significativos.

* Los resultados para la poblacion global frente a los de los pacientes con CPNM con diagnéstico Met positivo
destacan la importancia de utilizar un diagnéstico.

Andlisis con biomarcadores exploratorios de OAM45584g: un estudio en fase |l controlado con placebo de erlotinib +
MetMAb en pacientes con cancer de pulmén no microcitico (CPNM) avanzado

Se midieron biomarcadores tumorales exploratorios relacionados con la sefializacién de c-Met y/o EGFR mediante
FISH, qRT-PCR o diversas técnicas de deteccion de mutaciones a partir de especimenes archivados de tejido
tumoral. Los niveles plasmaticos de HGF se midieron mediante ensayo ELISA. Los analisis con resultados se
llevaron a cabo independientemente del estado del diagndstico clinico de Met.

Resultados: las caracteristicas iniciales de pacientes con tumor evaluable o de especimenes de plasma fueron
generalmente comparables.

Mutaciones de EGFR y de KRAS: se obtuvieron datos de EGFR y KRAS de n = 112 (93 %) pacientes, variantes del
exon 14 de MET de n = 87 (72 %) pacientes y del snp N375S de MET de n = 113 (93 %) pacientes. Se predijeron
mutaciones de EGFR para 6/7 respuestas objetivas en estudio y fueron comparables entre los grupos de
tratamiento. Las mutaciones de KRAS (detectadas en el 23 % (26/112) de especimenes evaluables) se excluyeron
mutuamente con mutaciones de EGFR (detectadas en el 12 % (13/112) de los especimenes evaluables) y no
tuvieron un resultado significativamente impactante con MetMAb en las poblaciones ITT o con diagnéstico Met
positivo/negativo.

Datos de variantes de MET: la mutacién de delecion del exén 14 de MET se identificd en el 1% (n = 1) de los
especimenes evaluables. El snp N375S de MET se identifico en el 11 % (n = 12) de los especimenes evaluables.
Debido al desequilibrio entre los grupos de tratamiento no se pudieron realizar analisis de los resultados.

FISH (hibridacién in situ con fluorescencia) de MET: se obtuvieron datos FISH de n = 96 (75 %) pacientes. Hubo una
tendencia no significativa a mejorar el resultado en pacientes con EGFR de tipo silvestre que fueron MET FISH
positivo, como se define por = 5 copias de MET/célula, pero no a un umbral inferior (por ejemplo = 4 copias
(RR=0,89, p=0,82)). En general, el 74 % de los pacientes que fueron FISH positivo también tuvieron un diagnostico
Met positivo. La verdadera amplificacién génica se detectd en el 8 % de los pacientes. Sin embargo, los pacientes
con EGFR de tipo silvestre que tuvieron un diagnéstico Met positivo y fueron MET FISH negativo, mostraron una
tendencia a mejorar los resultados (SG RR=0,45, p=0,07), lo que indica que la evaluacién de la amplificacién del gen
met utilizando FISH, perdia posiblemente un gran subgrupo de pacientes que podian beneficiarse del tratamiento
con MetMADb. No hubo ninguna diferencia significativa en la SG en los pacientes con MET y EGFR FISH positivo.

Andlisis de genes de la ruta MET y EGFR por qRT-PCR y analisis de niveles plasmaticos de HGF: se obtuvieron

datos de ARNm de n = 67 pacientes (49 %) (Figura 20). Se observ6 una asociacion no estadisticamente significativa
de los niveles de ARNm de tumor MET con la puntuacion clinica IHQ para Met; sin embargo, la expresion de ARNm
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de MET o de otros genes no se predijo independientemente para beneficio de la SSP o SG en el subconjunto de
pacientes con datos de ARNm (Tabla 16).
Tabla 16. Asociacion de la expresion de MET, EGFR, AREG y EREG con resultados

ARNmM Placebo + Erlotinib MetMAD + Erlotinib  |RR | IC del 95 % | Valor de p

(mediana) n | Mediana (meses) |n | Mediana (meses)

MET (3,16) | Alta [12|6,5 22 8,7 0,59|0,25-1,4 0,23
Baja |19|15,3 14]11,7 1,48|0,54-4,1 0,45

EGFR (7,75) |Alta |138,3 21|71 1,1 |0,44-2,76 0,83
Baja [18]|7,1 15]11,7 0,88/0,33-2,33 [0,80

AREG (7,11) |Alta |13|8,3 21 |NA 0,77/0,30-1,99 (0,58
Baja [186,9 15]6,5 1,31/0,53-3,25 0,55

EREG (0,26) |Alta |13|6,9 21/10,2 0,67]0,28-1,63 |0,37
Baja |[189,2 15]8,1 1,34/0,50-3,60 |0,57

Se obtuvieron datos iniciales de HGF plasmatico de n = 96 pacientes (70 %). Fue obvia una tendencia no
significativa de un mejor resultado en pacientes con niveles bajos de proteina HGF en el plasma recogido antes del
tratamiento.

Conclusiones: los datos presentados en la presente memoria confirman una IHQ Met como el indicador mas fuerte,
sensible e independiente del beneficio de SG en el tratamiento con MetMAb. La investigacién adicional de estos
biomarcadores se justifica dado el pequefio tamafio de este estudio.

Aunque la invencién Anterior se ha descrito con algun detalle a modo de ilustracion y ejemplo con fines de claridad y
entendimiento, las descripciones y ejemplos no deben interpretarse como limitantes del alcance de la invencion.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> GENENTECH, INC.
<120> BIOMARCADORES Y METODOS DE TRATAMIENTO
<130> P4492R1 WO

<140>
<141>

<150> 61/503.489
<151> 30-06-2011

<150> 61/492.338
<151> 01-06-2011

<150> 61/487.527
<151> 18-05-2011

<150> 61/420.703
<151> 07-12-2010

<150> 61/390.995
<151> 07-10-2010

<150> 61/389.922
<151> 05-10-2010

<150> 61/378.911
<151> 31-08-2010

<160> 13

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211>10

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

55



10

15

20

25

30

35

40

45

50

<220>
<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 1

ES2641916T3

Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His

1 5

<210>2

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 2

Gly Met Ile Agp Pro Ser Asn Ser Agp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe

Lys Asp

<210>3

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 3

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr

1 5

<210>4

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 4

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu

1 5

Ala

<210>5

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

10

10

10

56

10

15

15



10

15

20

25

30

ES2641916T3

<220>
<221> Fuente
<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 5

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210>6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Péptido sintético”

<400> 6

Gln Gln Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210>7

<211> 119

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>7

57



ES2641916T3

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr
20 25 30

Trp Leu His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
50 55 60

Lys Asp Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr
65 70 75 g0

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 90 95

Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr Val Thr Pro Leu Asp Tyr Trp Gly Gln Gly
100 105 110

Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210>8

<211>114

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente
<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 8

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

58



10

Asp

Ser

Ala

Pro

65

Ile

Tyr

Lys

Arg

Ser

Pro

50

Ser

Ser

Tyr

Arg

<210>9
<211> 222
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

val

Gln

35

Lys

Arg

Ser

Ala

<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>9

Thr

20

Lys

Leu

Phe

Leu

Tyr
100

Ile

Asn

Leu

Ser

Gln

85

Pro

Thr

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp

ES2641916T3

Cys

Leu

Tyr

55

Ser

Glu

Thr

Lys

Ala

40

Trp

Gly

Asp

Phe

Ser

25

Trp

Ala

Ser

Phe

Gly
105

10

Ser

Tyr

Ser

Gly

Ala

90

Gln

59

Gln

Gln

Thr

Thr

75

Thr

Gly

Ser

Gln

Arg

60

Asp

Tyr

Thr

Leu

Lys

45

Glu

Phe

Tyr

Lys

Leu

30

Pro

Ser

Thr

Cys

Val
110

15

Tyr

Gly

Gly

Leu

Gln

95

Glu

Thr

Lys

Val

Thr

80

Gln

Ile



Cys

Leu

Glu

Lys

Lys

65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

Pro

Phe

val

Phe

50

Pro

Thr

val

Ala

Arg

130

Gly

Pro

Ser

Gln

His
210

<210> 10

<211> 222
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

Pro

Pro

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

Cys

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Pro

Lys

val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

145

Leu

val

Gln

Ala

Pro

val

Val

Gln

70

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Val

Phe

Lys

ES2641916T3

Pro

Lys

val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

Glu

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

200

Leu

Leu

Thr

25

val

Val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Ser

Leu

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

val

Pro

170

Thr

val

Leu

60

Gly

His

vVal

Tyr

75

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

155

Pro

Val

Met

Ser

Gly

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

Val

Asp

His

Pro
220

Pro

Ser

Asp

45

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
125

Ser

Glu

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ser

Arg

30

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Lys

Val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Phe

Pro

val

Thr

Val

BO

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His



10

<220>

<221> Fuente
<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>

Cys

1

Leu

Glu

Lys

Lys
65

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

145

Gln

Gly

Gln

Asn

10

Pro

Phe

Val

Phe

50

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

130

Gly

Pro

Ser

Gln

His
210

<210>11

Pro

Pro

Thr

35

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

195

Tyr

Cys

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Thr

Pro

Lys

Val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

165

Leu

Val

Gln

Ala

Pro

Val

Val

Gln
70

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Tyr

Phe

Lys

ES2641916T3

Pro

Lys

Val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

135

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
215

Glu

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys
200

Len

Thr

25

Val

Val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Ser

Len

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

Gln

Val

Val

Pro

170

Thr

Val

Leu

61

Gly Gly

Met Ile

His Glu

Val His

60

Tyr Arg
75

Gly Lys

Ile Glu

Val Tyr

Ser Leu

140

Glu Trp

155

Pro Val

Val Asp

Met His

Ser Pro
220

Pro

Ser

Ser

Arg
30

Val
15

Thr

Asp Pro Glu

45

Asn Ala Llys

Val

Glu

Lys

Thr
125

Trp

Glu

Lys

Glu
205

Gly

Val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

190

Ala

Lys

Ser

Lys

95

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Phe

Pro

Val

Thr

Val
80

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

160

Asp

Trp

His



10

ES2641916T3

<211> 449
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400> 11
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln
1 5 10

Ser Len Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Tyr Thr Phe
20 25

Trp Len His Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly lys Gly Leun
35 40 45

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn

62

Pro Gly Gly
15

Thr Ser Tyr
30

Glu Trp Val

Pro Asn Phe



Lys

65

Leu

Ala

Thr

Pro

Gly

145

Asn

Gln

Ser

Ser

Thr

225

Ser

Pro

Ala

50

Asp

Gln

Thr

Leu

Leu

130

Cys

Ser

Ser

Ser

Asn

210

His

Val

Thr

Glu

Lys
230

Arg

Met

Tyr

Val

115

Ala

Leu

Gly

Ser

Leu

1985

Thr

Thr

Phe

Pro

Val

275

Thr

Phe

Asn

Arg

100

Thr

Pro

val

Ala

Gly

180

Gly

Lys

Cys

Leu

Glu

260

Lys

Lys

Thr

Ser

85

Ser

vVal

Ser

Lys

Leu

165

Leu

Thr

val

Pro

Phe

245

Val

Phe

Pro

Ile

70

Leu

Tyr

Ser

Ser

Asp

150

Thr

Tyr

Gln

Asp

Pro

230

Pro

Thr

Asn

Arg

55

Ser

Arg

Val

Ser

Lys

135

Tyr

Ser

Ser

Thr

Lys

215

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu
295

ES2641916T3

Ala

Ala

Thr

Ala

120

Ser

Phe

Gly

Leu

Tyr

200

Lys

Pro

Lys

Val

Tyr

280

Glu

Asp

Glu

Pro

105

Ser

Thr

Pro

Val

Ser

185

Ile

Val

Ala

Pro

Val

265

Val

Gln

Thr

Asp

a0

Leu

Thr

Ser

Glu

His

170

Ser

Cys

Glu

Pro

Lys

250

Val

Asp

Tyr

63

Ser

75

Thr

Asp

Lys

Gly

Pro

155

Thr

val

Asn

Pro

Glu

235

Asp

Asp

Gly

Asn

60

Lys

Ala

Tyr

Gly

Gly

140

val

Phe

val

val

Lys

220

Leu

Thr

val

val

Ser
300

Asn

Val

Trp

Pro

125

Thr

Thr

Pro

Thr

Asn

205

Ser

Leu

Leu

Ser

Glu

285

Thr

Thr

Tyr

Gly

110

Ser

Ala

val

Ala

val

1%0

His

Cys

Gly

Met

His

270

Val

Tyr

Ala

Tyr

95

Gln

val

Ala

Ser

val

175

Pro

Lys

Asp

Gly

Ile

255

Glu

His

Arg

Tyr

80

Cys

Gly

Phe

Leu

Trp

160

Leu

Ser

Pro

Lys

Pro

240

Sear

Asp

Asn

Val
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val

305

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

385

Asp

Ser

Ala

Lys

<210>
<211>

<212> PRT

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

370

Asn

Ser

Arg

Leu

12
220

val

Cys

Ser

Pro

355

val

Gly

Asp

Trp

His
435

Leu

Lys

Lys

340

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

420

Asn

Thr

val

325

Ala

Arg

Gly

Pro

Ser

405

Gln

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”

<400>

12

val

310

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

390

Phe

Gly

Tyr
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Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

375

Asn

Phe

Asn

Thr

His

Lys

Gln

Met

360

Pro

Asn

Leu

val

Gln
440

Gln

Ala

Pro

345

Thr

Ser

Tyr

val

Phe

425

Lys

Asp

Leu

330

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

410

Ser

Ser

Trp

315

Pro

Glu

Asn

Ile

Thr

395

Lys

Cys

Leu

Leu

Ala

Pro

Gln

Ala

380

Thr

Leu

Ser

Ser

Asn

Pro

Gln

val

365

val

Pro

Thr

val

Leu
445

Gly

Ile

Val

350

Ser

Glu

Pro

val

Met

430

Ser

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser

1

5

10

Lys

Glu

335

Tyr

Leu

Trp

Val

Asp

415

His

Pro

Val
15

Glu

320

Lys

Thr

Ser

Glu

Leu

400

Lys

Glu

Gly

Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Thr

20

25

30

Ser Ser Gln Lys Asn Tyr Leu Ala Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys

35

40

64

45



10

ES2641916T3

Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser Gly Val
50 55 60

Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr
65 70 75 80

Ile Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln
85 90 95

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile
100 105 110

Lys Arg Thr Val Ala Ala Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp
115 120 125

Glu Gln Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn
130 135 140

Phe Tyr Pro Arg Glu Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu
145 150 155 160

Gln Ser Gly Asn Ser Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp
165 170 175

Ser Thr Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr
180 185 130

Glu Lys His Lys Val Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser
185 200 205

Ser Pro Val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215 220

<210> 13

<211> 227

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<221> Fuente

<223> /Observacion= “Descripcion de secuencia artificial: Polipéptido sintético”
<400> 13

Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu Leu Leu Gly
1 5 10 15

Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met
20 25 30
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Ile

Glu

His

65

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

145

Trp

Val

Asp

His

Pro
225

Ser

Asp

50

Asn

Val

Glu

Lys

Thr
130

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu

210

Gly

Arg

35

Pro

Ala

Val

Tyr

Thr

115

Leu

Cys

Ser

Asp

Ser

195

Ala

Lys

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

100

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

180

Arg

Len

Pro

Val

Thr

Val

85

Cys

Ser

Pro

Val

Gly

165

Asp

Trp

His

Glu

Lys

Lys

70

Leu

Lys

Lys

Ser

Lys

150

Gln

Gly

Gln

Asn

Val

Phe

55

Pro

Thr

Val

Ala

Arg

135

Gly

Pro

Ser

Gln

His
215

ES2641916T3

Thr

40

Asn

Arg

Val

Ser

Lys

120

Glu

Phe

Glu

Phe

Gly

200

Tyr

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

105

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

185

Asn

Thr

Val

Tyr

Glu

Hisg

90

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

170

Leu

Val

Gln

66

Val

Val

Gln

75

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

155

Tyr

Tyr

Phe

Lys

Val

Asp

60

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

140

Asp

Lys

Ser

Ser

Ser
220

Asp

45

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

125

Asn

Ile

Thr

Lys

Cys

205

Len

Val

Val

Ser

Leu

Ala

110

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

130

Ser

Ser

Ser

Glu

Thr

Asn

95

Pro

Gln

Val

Val

Pro

175

Thr

Val

Len

Hisg

Val

Tyr

80

Gly

Ile

Val

Ser

Glu

160

Pro

Val

Met

Ser
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REIVINDICACIONES

1. Un método para identificar a un paciente con cancer que es (a) susceptible a, o (b) menos susceptible a,
responder al tratamiento con un antagonista de c-met, que comprende la etapa de determinar si el cancer del
paciente tiene (a) una cantidad alta o (b) una cantidad baja de biomarcador c-met, en donde la expresiéon del
biomarcador c-met indica que el paciente es (a) susceptible a responder al tratamiento con el antagonista de c-met o
(b) menos susceptible a responder al tratamiento con el antagonista de c-met,

en el que la expresion de la proteina de biomarcador c-met se determina en una muestra de cancer obtenida del
paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y (a) una expresién alta de biomarcador c-met es (i) el 50 % o mas de
las células tumorales con una intensidad de tincion moderada de c-met o una intensidad de tincion moderada/fuerte
combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte (puntuacién
IHQ de 2), o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte de c-met (puntuacion
IHQ de 3) y (b) una expresion baja de biomarcador c-met es (i) una tinciéon negativa de c-met, menos del 50 % de las
células tumorales con una intensidad de tincién baja o baja y moderada combinada de c-met (puntuacion IHQ de 0)
o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincién baja o baja y moderada combinada de c-
met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte
combinada de c-met (puntuacion IHQ de 1),

en el que la intensidad de tincion de la expresién de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién de c-
met de granulos de células de control, v,

en el que un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincion fuerte de c-met tiene la intensidad de tinciéon de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincién negativa de c-met tiene la intensidad de tincién de c-
met de la linea celular H1155; y un control para la intensidad de tincién baja de c-met tiene la intensidad de tincion
de c-met de la linea celular HEK-293.

2. Un método para determinar el pronéstico de un paciente con cancer, que comprende la etapa de determinar si el
cancer del paciente tiene una cantidad alta de biomarcador c-met, en el que la expresion de biomarcador c-met
indica que el paciente es susceptible a tener un aumento de la supervivencia global (SG) y/o de la supervivencia sin
progresion (SSP) cuando el paciente es tratado con un antagonista de c-met, en donde la expresion de la proteina
de biomarcador c-met se determina en una muestra de cancer obtenida del paciente utilizando inmunohistoquimica
(IHQ) y una expresion alta de biomarcador c-met es (i) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de
tincion moderada de c-met o una intensidad de tincion moderada/fuerte combinada de c-met pero menos del 50 %
de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte (puntuacién IHQ de 2), o (ii) el 50 % o mas de las
células tumorales con una intensidad de tincidn fuerte de c-met (puntuacién IHQ de 3),

en el que la intensidad de tincion de la expresiéon de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién de c-
met de granulos de células de control, y

en el que un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincién fuerte de c-met tiene la intensidad de tinciéon de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincién negativa de c-met tiene la intensidad de tincién de c-
met de la linea celular H155; y un control para la intensidad de tincién baja de c-met tiene la intensidad de tincion de
c-met de la linea celular HEK-293.

3. Un método para seleccionar un tratamiento para un paciente, que comprende determinar la expresion de un
biomarcador c-met en una muestra de cancer obtenida del paciente y seleccionar un medicamento para el cancer
basandose en el nivel de expresion del biomarcador, en donde se selecciona al paciente para el tratamiento con (i)
un antagonista de c-met si la muestra de cancer expresa el biomarcador a un nivel alto, o (ii) un medicamento para
el cancer distinto de un antagonista de c-met si la muestra de cancer expresa el biomarcador a un nivel bajo o
sustancialmente indetectable,

en el que la expresién de la proteina del biomarcador c-met se determina en una muestra de cancer del paciente
utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y (a) una expresién alta de biomarcador c-met es (i) el 50 % o mas de las
células tumorales con una intensidad de tincion moderada de c-met o una intensidad de tincion moderada/fuerte
combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte (puntuacién
IHQ de 2), o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte de c-met (puntuacion
IHQ de 3) y (b) una expresion baja de biomarcador c-met es (i) una tinciéon negativa de c-met, menos del 50 % de las
células tumorales con una intensidad de tincion débil o débil y moderada combinada de c-met (puntuacion IHQ de 0)
o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincién débil o débil y moderada combinada de c-
met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte
combinada de c-met (puntuacion IHQ de 1),

en el que la intensidad de tincion de la expresiéon de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién de c-
met de granulos de células de control, y

en el que un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincion fuerte de c-met tiene la intensidad de tincién de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincién negativa de c-met tiene la intensidad de tincién de c-
met de la linea celular H1155; y un control para la intensidad de tincion débil de c-met tiene la intensidad de tincion
de c-met de la linea celular HEK-293.
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4. Un método para determinar la expresiéon del biomarcador c-met, que comprende la etapa de determinar la
expresion de la proteina de biomarcador c-met en una muestra de cancer obtenida de un paciente utilizando
inmunohistoquimica (IHQ) con un anticuerpo anti-c-met, que comprende determinar (a) el porcentaje de células
tumorales en la muestra con una intensidad de tincion negativa de c-met, (b) el porcentaje de células tumorales en la
muestra con una intensidad de tinciéon débil de c-met, (c) el porcentaje de células tumorales en la muestra con una
intensidad de tincion moderada de c-met y (d) el porcentaje de células tumorales en la muestra con una intensidad
de tincién fuerte de c-met, en donde la expresion del biomarcador c-met tiene una puntuacion IHQ de 0 cuando la
muestra tiene una tincién negativa de c-met, o menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de
tincion débil o débil y moderada combinada de c-met; una puntuacion IHQ de 1 cuando la muestra tiene el 50 % o
mas de las células tumorales con una intensidad de tincidon débil o débil y moderada combinadas de c-met pero
menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte combinadas
de c-met; una puntuacién IHQ de 2 cuando la muestra tiene el 50 % o mas de las células tumorales con una
intensidad de tincion moderada o moderada y fuerte combinada de c-met pero menos del 50 % de las células
tumorales con una intensidad de tincion fuerte; y una puntuacién IHQ de 3 cuando la muestra tiene el 50 % o mas de
las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte de c-met;

en el que la intensidad de tincion de la expresién de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién de c-
met de granulos de células de control, y

en el que un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincién de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincion fuerte de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincién negativa de c-met tiene la intensidad de tincién de c-
met de la linea celular H1155; y un control para la intensidad de tincion débil de c-met tiene la intensidad de tincion
de c-met de la linea celular HEK-293.

5. El método de la reivindicacion 4, en el que la expresion del biomarcador c-met con una puntuacién IHQ de 2 0 3
indica que el paciente es susceptible a responder al tratamiento con un antagonista de c-met.

6. El método de las reivindicaciones 4 o 5, que comprende la etapa de determinar si un cancer del paciente tiene un
nivel alto de biomarcador c-met, en el que una expresion alta de biomarcador c-met es (i) el 50 % o mas de las
células tumorales con una intensidad de tincién moderada de c-met o una intensidad de tincion moderada y fuerte
combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién fuerte (puntuacién
IHQ de 2) o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincion fuerte de c-met (puntuacion
IHQ de 3), en donde la expresion de c-met se detecta utilizando el anticuerpo c-met, en donde la expresion del
biomarcador c-met indica que el paciente es susceptible a tener un aumento de la SG y/o de la SSP cuando el
paciente es tratado con un antagonista de c-met.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que el control para la intensidad de tincién
moderada de c-met es la linea celular A549; el control para la intensidad de tincién fuerte de c-met es la linea celular
H441; el control para la intensidad de tincién negativa de c-met es la linea celular H1155; y el control para la
intensidad de tincion débil de c-met es la linea celular HEK-293.

8. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1, 2 y 6, en el que el paciente tiene una SSP y/o
una SG superior con respecto a un paciente que no tiene un biomarcador c-met alto.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la muestra se obtiene (i) antes del
tratamiento con un antagonista de c-met, (ii) antes del tratamiento con un medicamento para el cancer o (iii) después
de que el cancer haya metastatizado.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-9, en el que la muestra se fija a la formalina y se incluye
en parafina.

11. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-10, en el que la IHQ de c-met se realiza utilizando el
anticuerpo anti-c-met SP44.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11, en el que el cancer es cancer de pulmén no
microcitico, cancer de células renales, cancer pancreatico, carcinoma gastrico, cancer de vejiga, cancer esofagico,
mesotelioma, melanoma, cancer de mama, cancer de tiroides, cancer colorrectal, cancer de cabeza y cuello,
osteosarcoma, cancer de prostata o glioblastoma.

13. El método de la reivindicacion 12, en el que el cancer es cancer de pulmoén no microcitico (CPNM).

14. El método de la reivindicacion 13, en el que el CPNM es: cancer de pulmén no microcitico de segunda linea o de
tercera linea localmente avanzado o metastasico, adenocarcinoma o carcinoma de células escamosas.

15. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 5-14, en el que el antagonista de c-met es un
anticuerpo antagonista anti-c-met.

68



10

15

20

25

30

35

40

ES2641916T3

16. El método de la reivindicacion 15, en el que el anticuerpo anti-c-met:

(i) comprende (a) una HVR1 que comprende la secuencia GYTFTSYWLH (SEQ ID NO: 1); (b) una HVR2 que
comprende la secuencia GMIDPSNSDTRFNPNFKD (SEQ ID NO: 2); (c) una HVR3-HC que comprende la
secuencia ATYRSYVTPLDY (SEQ ID NO: 3); (d) una HVR1-LC que comprende la secuencia
KSSQSLLYTSSQKNYLA (SEQ ID NO: 4); (e) una HVR2-LC que comprende la secuencia WASTRES (SEQ ID
NO: 5); y (f) una HVR3-LC que comprende la secuencia QQYYAYPWT (SEQ ID NO: 6); o

(ii) es monovalente y comprende (a) un primer polipéptido que comprende una cadena pesada, comprendiendo
dicho polipéptido la secuencia:

EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGYTFTSYWLHWVRQAPGKGLEWVGMIDPSNSDTR
FNPNFKDRFTISADTSKNTAYLOQMNSLRAEDTAVYYCATYRSYVTPLDYWGQGTLVTVSSA
STKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGL

YSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSV
FLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYR

VVSVLTVLHQODWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQ
VSLSCAVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLVSKLTVDKSRWQQGNV
FSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 11);

(b) un segundo polipéptido que comprende una cadena ligera, comprendiendo el polipéptido la secuencia

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGKAPKLLIYWASTRE
SGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQYYAYPWTFGQGTKVEIKRTVAAPSVFI
FPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSS
TLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 12);

y un tercer polipéptido que comprende una secuencia Fc, comprendiendo el polipéptido la secuencia

DKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDG
VEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVSNKALPAPIEKTISKAKGQ
PREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLWCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDG
SFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK (SEQ ID NO: 13),

en donde el dominio variable de la cadena pesada y el dominio variable de la cadena ligera estan presentes
como un complejo y forman un solo brazo de unién a antigeno, en donde el primer y el segundo polipéptidos Fc
estan presentes en un complejo y forman una regiéon Fc que aumenta la estabilidad de dicho fragmento de
anticuerpo en comparacion con una molécula de Fab que comprende dicho brazo de unién a antigeno.

17. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 5-15, en el que el antagonista de c-met es uno o0 mas
de crizotinib, tivantinib, carbozantinib, MGCD-265, ficlatuzumab, TAK-701 humanizado, rilotumumab, foretinib,
h224G11, DN-30, MK-2461, E7050, MK-8033, PF-4217903, AMG208, JNJ-38877605, EMD1204831, INC-280, LY-
2801653, SGX-126, RP1040, LY2875358, BAY-853474 y/o LA480.

18. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 5-17, en el que el tratamiento es en combinacién con un
tratamiento con un antagonista de EGFR.

19. El método de la reivindicacion 18, en el que el antagonista de EGFR es erlotinib.

20. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, 5-17, en el que el antagonista de c-met es onartuzumab
y el tratamiento comprende adicionalmente un tratamiento con erlotinib, o el antagonista de c-met es crizotinib,
tivantinib, carbozantinib, MGCD-265, ficlatuzumab, TAK-701 humanizado o foretinib, y el tratamiento comprende
adicionalmente un tratamiento con erlotinib.

21. Un antagonista de c-met para su uso en un método de tratamiento de un paciente con cancer de pulmén no
microcitico (CPNM) donde se ha encontrado que el cancer del paciente tiene una cantidad alta de un biomarcador c-
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met, en donde la expresién de la proteina del biomarcador c-met se determina en una muestra de cancer obtenida
del paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y una expresién alta del biomarcador de c-met es (i) el 50 % o0 mas
de las células tumorales con una intensidad de tincion moderada de c-met o una intensidad de tincion
moderada/fuerte combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con intensidad de tincion fuerte
(puntuacién IHQ de 2) o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincion fuerte de c-met
(puntuacion IHQ de 3),

en donde la intensidad de tincién de la expresion de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincién de c-
met de granulos de células de control, y

en donde un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincién de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincion fuerte de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincién negativa de c-met tiene la intensidad de tincién de c-
met de la linea celular H1155; y un control para la intensidad de tincion débil de c-met tiene la intensidad de tincion
de c-met de la linea celular HEK-293.

22. El antagonista de c-met para el uso de la reivindicaciéon 21, en donde el antagonista de c-met es (i) un anticuerpo
anti-c-met, o (ii) es onartuzumab.

23. El antagonista de c-met para el uso de las reivindicaciones 21 o 22, en donde el paciente presenta una SSP y/o
una SG superior con respecto a un paciente que no presenta un biomarcador de c-met elevado.

24. El antagonista de c-met para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 23, en donde el control para
la intensidad de tincibn moderada de c-met es la linea celular A549; el control para la intensidad de tincién fuerte de
c-met es la linea celular H441; el control para la intensidad de tincién negativa de c-met es la linea celular H1155; y
el control para la intensidad de tincién débil de c-met es la linea celular HEK-293.

25. El antagonista de c-met para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 21 a 24, en donde el CPNM es un
cancer de pulmén no microcitico de segunda linea o de tercera linea localmente avanzado o metastasico, un
adenocarcinoma o un carcinoma de células escamosas.

26. El antagonista de c-met para el uso de las reivindicaciones 21 o 22, en donde el paciente es tratado con una
combinacion de anticuerpo anti-c-met y un antagonista de EGFR.

27. El antagonista de c-met para el uso de la reivindicacion 26, en donde el antagonista de EGFR es erlotinib.

28. El antagonista de c-met para el uso de la reivindicacién 27, en donde el paciente es tratado con (a) onartuzumab
a una dosis de aproximadamente 15 mg/kg cada tres semanas; y (b) erlotinib (N-(3-etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)-
4-quinazolinamina) a una dosis de aproximadamente 150 mg, todos los dias de un ciclo de tres semanas.

29. Uso de un kit de diagnéstico que comprende uno o mas reactivos para determinar la expresion de un
biomarcador c-met en una muestra de un paciente con CPNM e instrucciones para utilizar el kit caracterizado por
que la utilizacion del kit es para seleccionar (a) un antagonista de c-met para tratar al paciente con CPNM si se
determina una cantidad alta de biomarcador c-met o (b) un medicamento para el cancer distinto de un antagonista
de c-met para tratar al paciente con CPNM si se determina una cantidad baja o sustancialmente indetectable de
biomarcador c-met, en donde la expresion de la proteina del biomarcador c-met se determina en una muestra de
cancer del paciente utilizando inmunohistoquimica (IHQ) y (a) una expresion alta de biomarcador c-met es (i) el 50 %
0 mas de las células tumorales con una intensidad de tincion moderada de c-met o una intensidad de tincién
moderada/fuerte combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion
fuerte (puntuacion IHQ de 2), o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincion fuerte de c-
met (puntuacion IHQ de 3), y (b) una expresién baja de biomarcador c-met es (i) una tincién negativa de c-met,
menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién baja o baja y moderada combinada de c-met
(puntuacion IHQ de 0), o (ii) el 50 % o mas de las células tumorales con una intensidad de tincién baja o baja y
moderada combinada de c-met pero menos del 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincién
moderada o moderada y fuerte combinada de c-met (puntuacion IHQ de 1),

en donde la intensidad de tincion de la expresion de c-met se determina con respecto a la intensidad de tincion de c-
met de granulos de células de control, y

en donde un control para la intensidad de tincion moderada de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de la
linea celular A549; un control para la intensidad de tincion fuerte de c-met tiene la intensidad de tincion de c-met de
la linea celular H441; un control para la intensidad de tincion negativa de c-met tiene la intensidad de tincion de c-
met de la linea celular H1155; y un control para la intensidad de tincién débil de c-met tiene la intensidad de tincién
de c-met de la linea celular HEK-293.
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Analisis de pacientes con Met bajo
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Analisis de todos los pacientes

SSP, RR =1,09
Eroniinib  Erotinib

01’2_

o

g M7 +Placebo  +MetMab
& 7 (n=64)  (n=H4)
; c 0,8 SSP mediana (sem.) 11,1 9,6
@ 2 e Razén de riesgos 1'09

% E 0,6~ IC 95% 0,71-1.67

3 g’ Rango lagaritmico

T 5 k valordep. 0,6988

T o 04~ N° de acontecimientos 45 40
@ =

T »

S

©

O

=

o

Ofﬂ""‘

0 3 6 0 1215 18 21 24 27 30 33 35 20 42 45 48 51
Tiempo de progresion (semanas)
Numero en riesgo:

Erotinib+Placebo 64 44 17 11 5] 3 2 0 0
Erotinib+MetMab 64 39 14 g 3 1 1 1 1

Erontinib  Erlotinib

SG,RR = 1,09 +Placebo  +MetMab
! (n=64)  (n=H4)
© 1 rﬁm .
‘O 08 mediana (me) 3,2 71
g - g Razén de riesgos 109
Z 08~ 1c 9% 0,62-1,91
c Rango logaritmico
a 3 va:lordep‘ o 0,7642
a 0,6~ "H" " N® de acontecimientos 25 24
g 7 RS
T 04 e
v N
I-g e
'(% 0:2—
=]
E E
& 0.0+ . . . ' .
0 3 & a 12 18

Superviviencia global (meses)
Ndmero en riesgo:

Erotinib+Placebo 64 44 20 G 0 i}
Edotinib+MetMab 64 a8 i3 3 1 i

23 pacientes del grupo tratado con erlotinib + placebo se cruzaron con MetMAb

FIG.5

75



ES 2641916 T3

(reqojb uoioejqod) sodnubgns 1od 4SS

P4 b 50
] 2N | | 1
” SH8°0 (822820} ¥o't 0's an (az=u) ajuenp
SN oS S 4150 (oo'z-12'0) 6L g'a L1 (ag=u} a5seAs 0diL
m SYHM 8p uoneny
< m £ mmh.o Am ‘9z-0 _..Gw m"@_ i Pl PLU (g1.=u) aqueiny
.............Oxm..!.k. gOE -O AMQHN...O@.OW .WN. i w..m m.D i (86=U) 2JJSOA|IS oa_._.
m H493 ap ugoeny
e » £98°D {¥Z's-v1'0) 580 8'g 0's {g=t) +Z
— £Z1'0 {8¢'L-04'0) 80L L'6 N A (Zzi=u) L/0
: 5004
—L £960 (6g'L-c9’0) 680 9 8'0L (OLL=u) souebiy OOL=
o : goe'o  {8'1l-pp0} 0T 8's i1 (Bi=u)  souebp0i>
' owsinbeqe; ap |el0)sIH
o 650 (g6'z—5s0) L2t €9 'y (1520} SESOWeS3 SEMNRD
N—— g W— ves’c (w2'i-v9'0) S0 9'6 v'6 (£6=u) sesoweasa ou seinizD
m ea|Bojoisiy ellobajesn
” o—p 8010 (£€')-60°0)  9€'0 9%l £'o {pr=u) g
: O goL'o (Fi-820 150 6Tl ‘e (lg=U) 2
o : LGL0 (81'v-82'0) 781 L'e ar (ae=u) L
= : 8500 (ov'6-Z6'0} PB'Z 8'G g'e 19N 3P OHI 8p || Bwanbs3
m 12 @p DIl 2P || ewenbs3
S 6690 (261-12'0) 60 9'a LLL (821 =4) sojalns soj sapo)
qyiisifi+  ogediid+
quijol3  giugoul

9 "OI4

76



y T

ES 2641916 T3

> ges'o  {(1g'e-1g'0) 00t iy eu (9z=u) Byuesnyy
O izr'o  (98'7-899'0) £t L'z Z'e (98=u) anysais odi]
m . SVdX ap uoloeniy
[ & ]
m > Li€0 M ;oa.e 3v0'e = oy P —
N o 1.1 S ezv'o (s€2-0L'0) 8T 59 LL (66=u) a13s0ANIS od1]
: d493 ap ugioejniy
. » $86°0 (98'01-80'0) 86 ¥'e eu {(a=u) +2
—{ w60 (h8'l-i50) 2oL 2 z'g (zz1=u) L0
: 9003
&3- teg’o  (oi'zes'o) L0V £ A (68=u) omeid
- 1a'o (u8's-82'0) 2L eu eu (gL=u) eouny
i 860 (g52-0z') L20 g's L (gz=u) |emoy
i owsinbeqe} ap |euo}sIy
O 6go'0  (s9'e-vv'el L2 L'l 2L (1£=u) sesowesss seinigo
._hu we'o  (08'1-05°0) 860 L2 eu{/6=U}) sesowessa ousenjay
esibojojsiy elobajed
: » 28100 (00‘t-L0'0) 0L 1L 8'c (pi=u)g
; 0 LLz'o  (se't-v2'e} £8%0 eu v'L {1g=u) z
i) 1 oLL'o (ev'si—pi'0)  16% &g Z'6 (ge=u) |
€0 : 8¥0'0 (e221-26'0)  B6C £ eu (aL=uln
_" 18N 8p OHI 8p Il ewenbs3
p B reL'c  (18'1-zd'0)  60°1 L4 Z's (821=u) scjalns so| sopoy
1ofap _ 10lop d sofisall {was) (was) |eioiul obsau ap iojoe4
.w_n___wﬂrnm ﬂ_«_‘.ﬂw__h‘m TR ool ®p UQTRY  eueipon euelpajy
Jolay o OvNIBiN+  OO30B|d+

ujous  QuURONI ;
sodnibgns Jod ©g - 4 OI4

77



ES 2641916 T3

Analisis de pacientes tratados con placebo

SSP,RR=1,73

Met bajo Met alto

1.0 :
L] 0 (h=28)  (n=30)
g 1 g SSP mediana (sem.) 11,4 6,4
§ 0,8 Razén de riesgos 1,73
= 4 IC 95% 0,93-3.23
g' -‘% 0,5 . Rango legaritmico 0,0317
[ 4 LT, valor de p.
% S i ¢ ‘N® de acontecimientos 17 25
o
—
8 S 04
o=
= -4
2 :
g 0:2— E
g 4 :
ﬂ_ : L) i
D’a—I i L) ¥ [] 1 1 ] E] i II t ] 1 H [] 1 L]
0 3 6 9 1215 18 21 24 27 30 33 38 3G 42 45 48 ™1
Tiempo de progresion (semanas)
Met bajo Met alte
SG, RR = 2,52 SSP mediana (mo) 92 7.4
. Razdn de riesgos 2,52
1,0 IC 95% 1,04-6,13
:':-. Rango logaritmica 0.0350
= t : valor da p.
g, Met bajo N do acontecimientos 17 25

F R

Met alto

..... Met bajo (n=29)
— Metalto (5=30)

Probabilidad de supervivencia
o
=S
|

0 3 6 9 12 15
Superviviencia global (meses)

Definicién de Met alto: = 50 % de las células tumorales con una intensidad de tincion de 2* o 3*

A s

FIG. 8

78



ES 2641916 T3

“
- 580 (0s2Z-90L'0) PEHO 61 2 £'s 9 £ ey
! i L i i oy 5
D_ eoi's  (erl'L-652'0) #S0 9T ¥ v'e 02 v —
i SV 9P ugIoeINp
m »  §69C ( -000'0) £392% i g & sjueIny
0 m eig'e (0Be‘s - 03€'0)  £0£'D 601 v b9 $2 ey anseajis odi]
m H<493 ap Uolaeny
............... L €200 ope'n-gel'el BIPYD g2 zZ P9 ol 8¢ oesq
V : » 850 im..q-.a@ 0860 L 9 £l —_—
i »  £230  (owe'T-allD) 8D g'oL o £'s 3 ¥l femoy
m owsinbeqe) ap |euo)siy
: p o 900 (zw't-s10'0) s’ 6'€T § 9% v 6 sesoweasa seiniao
....... T 8L0°0 B0 -08270) B35 PTh 08 b9 82 o8 $ESOUIEISE OU SEINIPD
N eoiBojoisiy ejiobajen
b 80H0 (1EEL-TBO'0) 1GE'0 9l 6 €9 ¢ bl ¢
O 850°0 (6801 - 15200 1150 641 9T 7’9 42 i§ Z
¥
m 181N 8P OHI
S W— @00 (ses'o-s0) e0s 9T ge b9 08 §9 sojelns sof sopoy
]
oqa2eid+ aAvINIBIN+ d ap lofep (%G6610)  soBsau ap (was) ] {wes) Y Y B
vomwa_sup__ewepon oy TR
2ABDIE ] BABYIB
+IWe +00928id

o0}|e 19|\ uo9 ssjuaiaed ua 4SS ap sodnifigns Jod sisijeuy

6 OId

79



ES 2641916 T3

;
oA—s VYD (5887T-1£10) PESO IV §7 8 gl ey
g . 001D (cufL-gel'0) sito 971 2 i'e 02 ] ansoAps odi)
m SYHM 8p ugloeInpy
i > 1650 (-000%) 368 9T £ z 6 aweiny
O geL0  (zzz'i-1s2'n) S0 L'L e g't 2 8 SN
m 4493 8p ol
LO—s 6200 8s'0-Tri'D) S2€%0 §'z1 72 ¥'s 91 g8 olalg
o : » 600 (eeh-9u'D) 8D L 9 £l eouny
o—i > 1180 (0983Z-581'D) 129D Y- 9z 8 bl ey
m o..:m_:—uwns ap |eloisiH
i
m - B0 ( -000D) 000D g Vi v 6 SBSOWEeISd SBN|9D
w0 (ese'0-sz'D) B0 92 ot L't %2 % SESOWEIS? OU SEINID
m e2|Bojoisiy epobale)
:
s 0000 (cty'0-%000) 0SO'D 9L 6 9t § vl £
", 160'0  (whe-voz') veKD 9 vi S 1 z
m 19|\ @p OHI @p || ewanbsg
1
]
—(O—— o (ews0-zZn) o gz St gt 0¢ 9 sojains s0j s0po]
]
ogade|d+ + "
mww_.uw.__”h an.\_,MWw_m‘._. depopen Hasial mo:mwwﬂ_._.rwv w_.u___.n_ﬂwz ! m“”uwz ¢ Moo._. [eojus obsau ep Jojoe4
BAGDIR) BASOIEL
HIVWIBIN +oqaveld

o}|e Ja|y uod sajuaioed us g ap odnifigns Jod sisieuy

0L "9i4

80



ES 2641916 T3

]
P— sgic  vi8'DL-z0s0) 2ss'Z 6% 9 o'sL Z gl aweInin
" G 1z0'0 (9905 -€1LYY) sET 19 61 9L 1z or ansanlis odi)
: SVHY 2p uglaEIniy
L)
" 5 0000 (-3 £'0¢ v ¥ ausny
—iO— 100 (pe¥'e-1pe'0) E19'E 0% &2 11 $2 ¥ ansaAps odi|
i ¥493 ap uoidEINpy
WS . SIS ¢ e0's (Lig'e-ses'o) 206" 19 61 viL 92 sr olA31d
: > 5220 { -000'0) 83eL’y 6's z £'62 | £ eaunN
NS S zoz’o  evziie-ver'o) 9t 0'9 9 el 2 8 fenjoy
m owsinbeqe)} ap |euo)sIH
:
< e, gez’'o  (seo's-ore'o) <Zoel s ot YiL ol 0z sesoweasa senjan
DU '+ S— e’ (zoo's- ekl 908 0'9 it vt 6l 96 sesoweoss ou seInRD
H esiBbojo}siy elobajen
:
L
') g0t (c2r'p-ove'0) ee0'T 1's 02 P 8l 9 b
O gs0'0  (cov's-BLE'0) L£6T 6 £ g's 1) 8l 0
m 19N 3p OHI
:
|O| zio'e  (880'%-0LLL) 1817 0’9 iz Pl 82 98 sojalns so| sopo)
¥
eAsDIE) eAssiE) dapiojep  (%G601) sobsau (was) u (was) y u [e121u1 oBsau ap Jojoe4
+0gade|d +QVINIRIN ap eueipapy euelpaw =0T
1olapy 1ofay uozey eAadie ] easlue]
Qe +0q8%e|d

oleq 18|\ uod sajuaioed us dss ap odnibgns Jod sisieuy

L OId

81



ES 2641916 T3

o

< g siL'0 69701 -20C°0) GEL 3 L £t Sz
o — pe0'o  (ese's-ses'el OvKHE §'s 6L 76 1z o ansanjis odi)
i SV 2P ugloBIN
m . 0000 (=} ¥ ¥ ajueny
O  c, SO— 9800 (1g2's-648'0) 61T 59 sz 2 8p al1saA|ls odi]
; 4493 9p uoidEINyY
[}
PORRRR, .o zro'o  {029'9-£00°)) 1672 g's 61 oz o1 g
: . a0 { ~oo0'D) e382" z Vit £ eounN
: > 2680 { ~000') L3€0'Y 1'8 8 z 8 fenjoy
m owsinbeqge) ap |elo}siH
s} BSL'0  ZH'L-089'0) O0£9T €T 0t z'% 0k oz SESolWedse SEIN(9)
- 0 L0 (WOL'L-t5L0) SIET i'e 44 8L gg  SEsouedsa ou SeNjg)
i eaibojoysiy euobaen
]
]
PO 620 (uv'9-ziee) see Vg 0z 8t 8¢ '
B, WS- S—— W00 ¥EG'ol-926D) 2is'e €T ¢ b 8l 0
m 18N 8p OHI 8p |l ewsanbs3
- G 100 (pi8-8s0't) i18¥Z g9 2 62 % sojalns so| sopo
[]
eAasIE) d ap lojep (%56 01) Sobsau (was) u (was) u u je1oiul obsau ap Jojoe
+0qade|d ap eueIpapy euepap oL
lolap uozey eAadia | eABlIR |
+qyINIeIN +0qane|d

oleq 19|\ uod sajualoed us ©g ap odnibgns 1od sisijeuy

¢t Ol

82



ES 2641916 T3

£L 'Ol

L£0 =4y : 9S

's
(sasaw) |eqo|b elouaalAladng
12 8 Gl A} 8 9 £ 0
L 1 L L L .l L Imno
QIBLCHT + QYIS ----- i
- CIUICUT] + OUE0E]] = .
JUBCEE + OfalE|d 20
-0
L L
.lu.lm-.. L
, -9'0
9l g7, SOJuaiWiIoejuolde ap N ..mw.O
2000 d ap Jojea oolwyebo) obuey  t_ . !
(zL'0-61'0) (%56 Ol) : _
L£'0 Hy ~0L
g'Z1 2'¢ (sew) euelpapy
quiops  qitiop3
+QYWIBW  + 0G32E|d

BlouaAlniadns ap pepljiqeqold

(sasaw) uoisaiboid ap odwal|

21 cL Zl 5] q g 3]
L L i 1 1 1 _l Q.D
LZ'0
QUICHE + QYRR - - L
QIUNOPT + 0GIoe|d =——
y 80
.
0¢ /2  SOJUSIWIDSILOIE 3P N A La'o
P00 d ep JojeA cojwyebo| oBuey 11
{66'0-82'0) (%56 O1) r ,
g'0 oy -0’
6'7 G'L (saw) BUBIPAIN
giunous Giunoy=
+ Q¥iNisi + 0430Eld

€60 =4y : dSS

P pPepljiqeqold

ugisalboid uis eiousAlAIadns 8

83



ES 2641916 T3

bi ‘Ol

7 N
(sasaw) |eqo|b erouaniniadng (sesaw) uoisaiboid ap odwal |
1z 8L Gi Zi 8 9 > 0 8L Gi Zl 6 9 £ 0
L i B 1 - L L L lo'o L L L L ' I ID Q m
GIUBCH + G - | o # - =
i = 41 ‘o a =3 5 p
w QIUICHT + 0QB0B|d R m ey 20 8
mn_.:" i 2. : i @
P o B QUINOKT + TYIION .eee- o £
-t Ya QUNOUT + OUB0E | e @
H -8 =
11} ] i _ . P
% =+ 4 .w.mm 50 3
- @ ay
% 2 »
L lso § 50 o
I €1 SOUBIWIIBIUOIE 3P oN S 97 2  SOJUBIWINB)UOIE 3P (N nw
01’0 d ap Jojea oowniebo| oBuey I o 500 d ap Jojer odiuyiebo| obuey [ . w
(86'c~6.'0) (%56 1) L0 (ze'e-66'0) (%56 21) 0L S
8.L'L uy ce'l 5L
L' £'6l (sew) eueIpaly i L2 (saw) eueipsy
quEop3  quUnop3 quicHa  giupop3
+ QYIBIN  + ogeoeld + QYINIB  + OG80E|d

8L =¥y : 98

28'L =4¥ : dSS

84



ES 2641916 T3

Gi 'O

+ GYIANIRIN  + 0g8dBid

8‘'0=¥y :9S

+ QYWD+ 0Qe0¥ld

60°L=¥Y :dSS

s ™
(sesaw) |eqo|b elouaniniadng (sesawl) ugisaiboid ap odwal|

-

iz gl Gl A 6 9 € G gL 51 Zlh 6 9 0 3

L L L L L L L IO.Q L L L L Il IQ D ml

=}

L 9 ! =

QIUEOPT + QYPIBN === 3 P -

QIUNOWT + 0GO0R| ] wem L7 § 20 o

S &

roeeeas g QIIIOHT + QYINIBN o~ i ®

i QD Il c

SAYNSS QILHIOUT + QGO0E]] memm L0 S

Q. @

. L2

b w . <

ﬁf& 10'0 S La'o 3

o 0.

e L2 LS

e Lf SOUSBIWIOBUOIL 3P ¢'N ~ LG > af 95 sOUBIWIDSIUODE 8P o' N 2o 2.

ve'0 d ap Jojea oounuebol obuey m 89'0 d ap Jojea oanwupebol ofuey ge.

(0e"1—08'0 (%56 OI) -2 (29'1-e£'0) (%56 2I) 8

08'0 oy L0y 601 Yy iy m

6'S b'L (saw) euelpay 2T 9'z__ (saw)eueipapy o

quunopd Giuiouy qlunoLi3 QiunolS =

85



ES 2641916 T3

3|gen|eAa ON :3N
epedljijelisa ou

soBsal ap ugzel | el3sanw ag ‘X0o ap ugisaibal Jod Quiiyse as qIUIolI? + ogade|d uod ugloejal ue sofsal ap ugloe|al e
1313-ue|dey ap SeAIn ap Jiued e owisa as Buelpaw [eqo|b el1ouaAlaladns e

-
i 2
«

O

v

'

v

gl

)

g

quunope
+0qaoe|d
Jolay

qiugope

+qy NI
Jolay

€8l g'g €L N £l Sjuelniy

840 PoL £V L £f alsan|ls odi|
SV 8p ugloeiniy

68l =N A AN 9 sjuen|y

Z8'0 G's il4 v 0S ansaAls odi
H493 2p ugioeiniy|

GE'0 #'e % B'E I 2
6840 6'8 G g'z 218] L/} ope}se
9003 olusiwipusy

080 56 6% v 0% soleblo ootz

9.'0 AN 0L £'8 8 soueBio 0o L=
owsinbeqge) ap [eLO)SIH

180 9'g 0z L (7 SesSOWeosa SeN@D

08'0 p'oL 6¥ gz g SESOWeDsd ou SenjeD
eaibo|ojsiy elobajen

8E'0 9'ziL Ge 3'E i€ OAljisod

LL'e L'g L2 £'Gl ie oanebap
X 12N Opels3
og'o 5'8 69 v 29 sojalns so| sopo |
sobsau ap (ssw) u (sew) u [e1o1ul obsall ap JojoeH

uozey eueIpay BuBIpa
qiunC)S CURoE
+QYNIBI +0G308}d

91 "9id

86



ES 2641916 T3

3|genjeAs oN 3N
EpeJESS ou

sobsall ap ugioe|al B| BAISANW 3G "X0H 3p Uolsaibal Jod owiyss as qIUOIR + oqade|d Uod UQIde[al Ua sobsall ap uglde|al e
Jaiop-ue|dey ap seAInd ap Jied e owWIs? as euelpawl |eqo|b elouaslAladns e

Z E $'0
1 LU i 1
< ! ~
—QO—
“
!
R
I
L}
L}
e
i/
|
e
p—y
|
|
e e B
Ot
1
!
. “
I
]
I
|
qiunops giugoie
+0qaoe|d e NET
Jola|y Jolapy

g =N e) AN L SJUEININ

9z'z g 61 z'6 iz ansaAlIs odi|
SV ep ugloeInjp|

002 1'g GZ e'gL vz ansanys odi|
Y493 8p uoioeniy

. ‘. 0. LIG
zg'l g'g 87 £'gL e opelsa
9003 ojualWIpuay

8z'z g 62 g'sL 0g soueblo 0oLz
owsinbege] ap |elUo}siH

16z g'g i 2'6 Z\  Sesoweosa sen|30

061 701 i £GL §L SESOWeIsd ou SeNRD
eolbojoisiy euobaie)

L'z g'g ve gL 6l L

zZe'z c'g L AN Zi 0
X@ 18\ 8p OHI 8p opeis3
sobsal ap (saw) U (sawl) Ll |e1o1U1 obsall ap 101084

uozey eueipap Bueipan
glunops qQiuops
+qypion +04a08)d

L "OId

87



ES 2641916 T3

8L ‘Ol

qIUNCHD + QYIS

(sasaw) |eqo|6 euaainiRdNg
al Gl A & 9 £ 0

20'0=d ‘Sp'0=¥Y 198
WU Y49 [ -HSId [ +X0 18N

(sesaw) |eqo|b eUaAInRANS
g Gl ZL 8 e} 5 0

B LT STEPS o

= :

b0‘0=d [/£'0=¥Y 9S8

"HSId / +X0 18N

elouaainiadns ap pepljigeqoid

elouaAiniadns ap pepljigeqold

GQIIOHS + COD0E ]

(sasaw) |eqolb eouaAnRdNg
8l Gi 2L 6 9 e

L0'D=d ‘Z¥'D=¥Y 9S8
{wu} ajuenw ou ¥493 +xg I8N

(sesaw) |eqo|b erouaninRANS
8l gt 4 6 9 €

-9'0

=80

-0'L

.
.......

Gg'0=d !09'0=¥Y 98
(seidoo 62 ) +HSI4 LIW

e1ouaAInIadns ap pepijiqeqoid

elouaAinadns ap pepljiqeqold

88



ES 2641916 T3

64 ‘Ol

(sesaw) ugisaibioid ap odwsal |
Gl ) 6 9

£

OAINEEBN X{] 151 st

) d ap Jojea
#0000 ooiueBol ofuey
(60'c—-pey) (%56 OI)
192 S|
g'c £'GL _ (sew) euelpa|y
oAlisod  OajebsN
X 18R X3 BN

19°¢=4Y ‘98

;
(sasaw) |eqo|b elousnnladng
L2 8 G N_w & m _ 0 g1
L ] 1 IOFD
A=efrobeee . .
S 20 3
H o
bl 3 ]
. &
70 &
hes [
., ..-.." i p
L o i 5 o
LRI i 1 :}"- lmwrﬁw W
OAINSOd X(J 1B weeeemr 3 2
\ o
[0}
=
<
(0]
3
o
o

OAINSOd X(J 18 weeven-
(SIS N g ] e——

d ap Jojea
@QD ooluytebo| obuey
(zo'e-98'0) (%G6 2I)
LA ppS|
G iz (seaw) euelpapy
oAlso4  oAeBaN
X 18 X ey

LL' =YY :dSS

uoisaiboid uis

erouainadns ap pepljigeqold

T

89



Expresion de ARNm {2-48t

1000

100

e
<

PN

[om3
T

0,01

ES 2641916 T3

0,001

| Puntuacion clinica de IHQ de Met

FIG. 20

90

MET
3 o)
3 O
. e D e
Og

"3 o]
E ')
3 o
) 000 o ©
M? 50000
- o)
-4 )

I ] I |

0 1 2 3



ES 2641916 T3

e "Oid

ZV' 292’0 1%S6 Ol Z'GL-E5'0 “%G6 Ol
54°0 "9y €8z ¥y

m_\t: XA

$1d /v 1%001-06 VAEQ 0F %6811

$9'0-71'0:%S6 Ol
00 YYD

s3d Ly %010

91

<

LL'0—02'0 %56 DI
80 YUY -9

sid [y

n\wmm m\a@m m\ac_.

<

26'0-0£'0:%S6 Ol

76'0 Wy 1y (<

s—" g

syd /g



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos


