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DESCRIPCIÓN 

Biomarcadores y métodos para determinar la eficacia de anticuerpos anti-EGFR en la terapia del cáncer 

CAMPO DE LA INVENCIÓN 

La invención está relacionada con biomarcadores basados en genes o productos génicos y con métodos para 
determinar la eficacia de los anticuerpos anti-EGFR en el tratamiento de cánceres donde se expresa el EGFR. La 5 

invención también está relacionada con la predicción de la sensibilidad o la resistencia de un paciente que padece 
un cáncer donde se expresa el EGFR a un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR específico. La invención 
preferiblemente está relacionada con la identificación de biomarcadores que posibilitan una mejor predicción del 
resultado clínico de un tratamiento con anticuerpos anti-EGFR en pacientes con tumores KRAS salvajes. En este 
contexto, la invención especialmente está relacionada con el anticuerpo anti-EFGR c225/cetuximab (Erbitux®) y su 10 

uso en pacientes que padecen cáncer colorrectal (CRC). 

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN 

Los anticuerpos monoclonales suelen usarse para tratar el cáncer. Debido se trata de fármacos costosos para las 
instituciones médicas nacionales y tienden a provocar efectos secundarios indeseables que representan una carga 
adicional y más estrés para los pacientes con enfermedades graves, frecuentemente terminales, resultaría 15 

conveniente poder saber con anticipación si el tratamiento de un paciente con un anticuerpo farmacológico 
específico puede mejorar o incluso curar su afección. Actualmente, hay algunos parámetros clínicos e histológicos 
que pueden usarse para obtener un pronóstico del éxito del tratamiento de una enfermedad con un fármaco o un 
régimen de tratamiento específico. Sin embargo, se ha demostrado que los tumores tienden a presentar patrones 
genéticos diversos que pueden variar entre los individuos. Por lo tanto, la eficacia de un fármaco o un tratamiento 20 

específico útil para mejorar el estado clínico de un paciente con cáncer puede ser menor o nula en otro paciente 
afectado por el mismo trastorno. Por ejemplo, los pacientes que padecen cáncer colorrectal pueden responder a un 
anticuerpo farmacológico específico de manera diferente. En el peor de los casos, determinados pacientes pueden 
no responder en absoluto a un fármaco, mientras que en otros puede desarrollarse una respuesta terapéutica 
satisfactoria, dependiendo del patrón genético y la disposición de los tumores. 25 

Aunque merced a la biología molecular y la bioquímica modernas se han descubierto cientos de genes cuyas 
actividades influyen en el comportamiento de las células tumorales, el estado de su diferenciación y su sensibilidad o 
su resistencia a determinados fármacos terapéuticos, por ejemplo, anticuerpos, generalmente no se ha estudiado el 
estado de estos genes para tomar decisiones clínicas sobre los tratamientos farmacológicos. Una excepción es el 
uso de la expresión de la proteína ErbB2 (Her2) en carcinomas de mama para seleccionar pacientes para un 30 

tratamiento con el antagonista de Her2 Herceptin® (Genentech). Otra excepción es el descubrimiento de que las 
mutaciones en el gen KRAS en tumores donde se expresa el EGFR están asociadas a la falta de sensibilidad o 
respuesta a los anticuerpos anti-EGFR (Allegra et al., 2009, J. Clin. Oncol., publicación electrónica previa a la 
impresión). 

En el ámbito clínico se necesitan nuevos marcadores de pronóstico y predictivos que faciliten la selección de los 35 

pacientes para la terapia y posibiliten una mejor predicción de la respuesta delos pacientes ante los tratamientos, por 
ejemplo, moléculas pequeñas o biológicas. La clasificación de las muestras de los pacientes es un aspecto crucial 
del diagnóstico y el tratamiento del cáncer. La asociación de la respuesta de un paciente a un tratamiento con 
marcadores moleculares o genéticos puede ser útil para abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de 
tratamientos en los pacientes que no responden o seleccionar un tratamiento determinado entre otras opciones 40 

debido a una mayor confianza en su eficacia. Además, mediante la preselección de los pacientes que 
probablemente respondan apropiadamente ante un medicamento, una combinación de medicamentos o un régimen 
específico, puede disminuirse la cantidad de pacientes necesarios en los estudios clínicos o pueden acelerarse los 
programas de desarrollo clínico. 

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y sus efectores de señalización ulteriores, particularmente 45 

los miembros de la vía Ras/Raf/MAP quinasa, tienen una participación importante en la biología de las células 
epiteliales normales y malignas (Normanno et al., Gene, 366, 2-16 (2006)) y son objetivos establecidos para el 
desarrollo terapéutico. 

Se han desarrollado diversos anticuerpos monoclonales quiméricos, humanizados o completamente humanos que 
reconocen e inhiben el EGFR. Dos ejemplos de anticuerpos que se han comercializado son el cetuximab 50 

(ERBITUX®) y el panitumumab (VECTIBIX®) 

El anticuerpo anti-EGFR c225 (cetuximab), una IgG1 quimérica de la que se ha demostrado que inhibe el 
crecimiento de las células tumorales mediado por el EGF in vitro y el crecimiento de los tumores colorrectales 
humanos in vivo, fue aprobado en 2003. Su secuencia fue descripta por primera vez en WO 96/40210. Este 
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anticuerpo y todos los anticuerpos anti-EGFR en general parecen actuar, especialmente de manera sinérgica junto 
con determinados agentes quimioterapéuticos (es decir, doxorrubicina, adriamicina, taxol y cisplatino) para erradicar 
los tumores humanos in vivo en modelos de xenoinjertos en ratones (por ejemplo, EP 0667165). Además, se ha 
comprobado que la combinación del anticuerpo anti-EGFR c225 con un segundo anticuerpo humanizado anti-EGFR, 
matuzumab (Mab h425) tiene un efecto sinérgico en modelos in vitro: una indicación de que, aunque estos dos 5 

anticuerpos están dirigidos al mismo receptor, se unen a epítopos diferentes (WO 2004/032960). 

Se ha demostrado que en aproximadamente 75% de los pacientes tratados con anticuerpos anti-EGFR, incluyendo 
cetuximab, o con las moléculas pequeñas inhibidoras correspondientes, se desarrolla una erupción cutánea más o 
menos grave poco después del inicio del tratamiento. Aunque ésta suele ser tolerable y manejable, la dosificación 
debe ser interrumpida o disminuida en aproximadamente 10% de los pacientes debido a síntomas graves, e incluso 10 

puede ser necesario finalizar el tratamiento. A partir de la asociación cada vez más evidente entre la toxicidad 
cutánea y los resultados clínicos favorables obtenidos con los inhibidores del EGFR, se ha concluido que esta 
erupción es una toxicidad deseable, aunque evidentemente podría resultar problemática y podría limitar la utilidad de 
estos agentes. En cualquier caso, la aparición de una erupción cutánea durante un tratamiento con un anticuerpo 
como el cetuximab puede tomarse como un indicador sustituto confiable de una respuesta terapéutica. 15 

Sin embargo, el uso de la aparición de una erupción cutánea como indicador sustituto no es óptimo, debido a que es 
imposible identificar los pacientes con cáncer que generalmente no responderán al tratamiento con anticuerpos anti-
EGFR antes de haberles administrado el fármaco durante un período determinado. 

Por lo tanto, el descubrimiento de que una mutación en el gen KRAS (codón 12/13) y el producto de su expresión en 
los tumores donde se expresa el EGFR son responsables de la insensibilidad al tratamiento del cáncer colorrectal 20 

metastásico con inhibidores del EGFR puede considerarse una mejora en la capacidad de predicción del éxito de un 
tratamiento. En WO 2008/112269 se indica que el panitumumab, un anticuerpo anti-EGFR humano, solamente es 
eficaz en pacientes con tumores KRAS salvajes. Khambata-Ford et al. (2007, J. Clin. Oncol., 25, 3230) indicaron que 
los pacientes con tumores de cáncer colorrectal metastásicos con un nivel de expresión alta de los genes de la 
epirregulina y la ampirregulina y los pacientes con tumores KRAS salvajes tienen más probabilidades de responder 25 

apropiadamente ante un tratamiento con cetuximab. 

Baker et al. (J. of Clinical Oncology, vol. 26, Nº 15S, 3512, 20 de Mayo de 2008) describieron la evaluación de la 
expresión delos genes tumorales y las mutaciones en KRAS en tejido de tumores FFPE como marcadores 
predictivos de la respuesta al cetuximab en el cáncer colorrectal metastásico. 

Tejpar et al. (Gastrointestinal Cancer Symposium, ASCO, US, 1º de Enero de 2008, p. 1-3) indicaron que la 30 

anfirregulina y la epirregulina se expresan notablemente en los primordios colorrectales KRAS salvajes, lo cual 
puede ser útil para predecir la respuesta y el beneficio en la supervivencia después de un tratamiento con cetuximab 
e irinotecán para enfermedades metastásicas. 

Harbinson et al. (“en respuesta”, J. of Clinical Oncology, 2008, vol. 26, Nº 13, páginas 2230-2231), en la publicación 
Expression of Epiregulin and Amphiregulin and KRAS mutation status predict disease control in metastatic colorectal 35 

cancer patients treated with cetuximab, analizaron el valor predictivo de KRAS. 

En WO 2007/025044 A2 se describen biomarcadores y métodos para determinar la sensibilidad a moduladores del 
receptor del factor de crecimiento epidérmico. 

A pesar de los avances recientes mencionados, subsiste la necesidad de mejorar la selección de los pacientes para 
regímenes específicos para tratar el cáncer en función de marcadores genéticos y/o patogénicos, de modo tal de 40 

optimizar el resultado. En el contexto del tratamiento de los tumores donde se expresa el EGFR con anticuerpos 
anti-EGFR que inhiben su crecimiento, sería útil poder determinar cuáles pacientes responderán bien a un 
tratamiento determinado, especialmente debido a que recientemente se ha descubierto que, incluso en el grupo de 
tumores KRAS salvajes, no todos los pacientes (aproximadamente 40%) responden bien a un tratamiento con 
anticuerpos anti-EGFR u otros inhibidores del EGFR. 45 

Por ende, existe la necesidad de análisis, métodos y herramientas de diagnóstico donde se usen biomarcadores que 
puedan proveer rápidamente información predictiva sobre las respuestas de los pacientes ante diversas opciones de 
tratamiento, incluyendo las diferencias en el genotipo de los tumores entre los pacientes. 

RESUMEN DE LA INVENCIÓN 

En la invención se proveen biomarcadores predictivos para determinar la eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el 50 

tratamiento de un cáncer. 
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En una forma de realización de la invención, se describen biomarcadores específicos que pueden usarse para 
predecir antes de la administración en un paciente la eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el tratamiento de 
tumores en pacientes KRAS salvajes o en pacientes con una mutación en el gen KRAS. 

En otra forma de realización de la invención, se describen biomarcadores específicos que pueden usarse para 
predecir más exactamente la eficacia o el grado de eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el tratamiento de 5 

tumores KRAS no mutados (KRAS salvaje) en los pacientes, que estadísticamente tienden a responder de manera 
positiva a una terapia con anticuerpos anti-EGFR, aunque esto no es necesariamente válido a nivel individual. 

Otra forma de realización de la invención está relacionada con biomarcadores indicativos de una probabilidad alta de 
una respuesta favorable (biomarcadores positivos) o desfavorable (biomarcadores negativos) ante un tratamiento 
con un anticuerpo anti-EGFR en pacientes con cáncer colorrectal (CRC), preferiblemente cáncer colorrectal 10 

metastásico (mCRC), cáncer de células escamosas en cabeza y cuello (SCCHN) o cáncer pulmonar no microcítico 
(NSCLC). 

En una forma de realización específica de la invención, se describen biomarcadores predictivos del éxito o el fracaso 
de una terapia con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) sobre un tumor (sólido o metastásico). 

En una forma de realización preferida de la invención, se describen biomarcadores predictivos del éxito o el fracaso 15 

de una terapia con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) en tumores de CRC, mCRC, SCCHN o NSCLC 
(sólidos o metastásicos). 

En una forma de realización preferida de la invención, se describen biomarcadores predictivos del éxito o el fracaso 
de una terapia con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) en tumores CRC, mCRC, SCCHN o NSCLC 
(sólidos o metastásicos), donde los pacientes afectados preferiblemente presentan un patrón de genes KRAS 20 

salvajes. 

En otra forma de realización, la invención está relacionada con un método in vitro para predecir, mediante medios de 
diagnóstico y/o aparatos de diagnóstico, la probabilidad de que un paciente que padece un tumor KRAS salvaje que 
expresa el EGFR y que es candidato a un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, responderá o no al tratamiento 
con el anticuerpo anti-EGFR. 25 

Según la invención, el método comprende determinar el nivel de expresión de uno o más genes o productos génicos 
de pronóstico en una muestra de tejido obtenida de un paciente, donde una expresión alta o baja, en comparación 
con un valor de referencia clínico relevante, es una indicación de la probabilidad de que el paciente responda o no al 
tratamiento. 

Según la invención, los genes o los productos génicos que presentan una expresión alta en una muestra de un 30 

tumor de un paciente y que pueden estar asociados a una probabilidad alta de responder o no a un tratamiento con 
un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab, se seleccionan entre ADAMDEC1, BSDC1, C1orf144, CAPZB, 
CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2, IMPDH1, KLHL21, KPNA6, 
KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1, ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, 
ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, GPSM2, HDAC2, JUN, ME3, MED17, 35 

MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, PSMGI, RAB15, RAB40B, RNF43, 
RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, PGM2L1, STK38 o SHROOM2. 

Según la invención, los genes o los productos génicos que presentan una expresión alta en una muestra de un 
tumor de un paciente y que pueden estar asociados a una probabilidad baja de responder o no a un tratamiento con 
un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab, se seleccionan entre C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, 40 

INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1, RPL22L1, SKP1, SLC25A27, 
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1, 
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS, 
PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPA5, 
LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1, 45 

TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBE2K, y son una indicación de que el paciente probablemente no 
responderá al tratamiento, en comparación con un valor de referencia. 

En otra forma de realización de la invención, los biomarcadores preferidos que presentan una expresión superior al 
promedio y son una indicación de la probabilidad de que el paciente responda o responda mejor a un tratamiento 
con un anticuerpo anti-EGFR (por ejemplo, cetuximab) se seleccionan entre EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, PGM2L1, 50 

SHROOM2, STK38, RGMB, SPIRE2, VAV3 o los productos de su expresión. 

En otra forma de realización de la invención, los biomarcadores preferidos que presentan una expresión superior al 
promedio y son una indicación de la probabilidad de que el paciente responda menos o no responda a un 
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tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR (por ejemplo, cetuximab) se seleccionan entre ASB6, ATM, BMI1, 
CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBPI, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, 
GOLT1B, HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, 
TERF2IP, TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA, UBE2K o los productos de su expresión. 

En otra forma de realización adicional, el biomarcador preferido de acuerdo con la invención para predecir una 5 

respuesta positiva de un paciente ante un anticuerpo anti-EGFR es VAV3, y el biomarcador preferido de acuerdo 
con la invención para predecir una respuesta negativa o insignificante de un paciente ante un anticuerpo anti-EGFR 
es TGFa. 

En otra forma de realización, se aplica un método donde se usa al menos un primer biomarcador que se expresa de 
manera considerable o alta, según se indicó con anterioridad y en las reivindicaciones, que es un indicador de que el 10 

paciente probablemente responderá o responderá mejor ante un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, 
preferiblemente cetuximab (en comparación con un promedio clínico, una respuesta convencional y/o un valor de 
expresión calculado a partir de una cohorte de pacientes promedio), y al menos un segundo biomarcador que se 
expresa de manera considerable o alta, según se indicó con anterioridad y en las reivindicaciones, que es un 
indicador de que el paciente probablemente responderá menos o no responderá al tratamiento con el anticuerpo 15 

anti-EGFR, preferiblemente cetuximab (en comparación con un promedio clínico, una respuesta convencional y/o un 
valor de expresión calculado a partir de una cohorte de pacientes promedio). 

En otra forma de realización, se aplica un método respectivo in vitro para predecir la probabilidad de que un paciente 
que padece un tumor KRAS salvaje que expresa el EGFR y es candidato para un tratamiento con un anticuerpo anti-
EGFR, responderá a un tratamiento con dicho anticuerpo anti-EGFR, que comprende determinar los niveles de 20 

expresión de uno o más de los biomarcadores específicos que se describieron antes o que se describirán más 
adelante en la presente, en combinación con AREG y/o EREG, en contexto con el tratamiento de un paciente que 
tiene un tumor con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. 

Preferiblemente, se aplica un método que comprende determinar el nivel de expresión de un gen VAV3 y ARAG o 
EREG o un producto de su expresión en el contexto del tratamiento de un tumor en un paciente, preferiblemente un 25 

CRC o un mCRC, con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. 

En otra forma de realización específica, se aplica un método que comprende determinar el nivel de expresión de un 
gen VAV3 y ARAG o EREG o un producto de su expresión en el contexto del tratamiento de un tumor en un 
paciente, preferiblemente un CRC o un mCRC, con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. 

En otra forma de realización preferida según la invención, se aplica un método que comprende determinar el nivel de 30 

expresión de un gen TGFa y ARAG o EREG o un producto de su expresión en el contexto del tratamiento de un 
tumor en un paciente, preferiblemente un CRC o un mCRC, con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente 
cetuximab. 

En otra forma de realización preferida según la invención, se aplica un método que comprende determinar el nivel de 
expresión de un gen VAV3 y TGFa o un producto de su expresión en el contexto del tratamiento de un tumor en un 35 

paciente, preferiblemente un CRC o un mCRC, con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. 

En otra forma de realización preferida según la invención, se aplica un método que comprende determinar el nivel de 
expresión de un gen VAV3, TGFa y ARAG o EREG o un producto de su expresión en el contexto del tratamiento de 
un tumor en un paciente, preferiblemente un CRC o un mCRC, con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente 
cetuximab. 40 

En otro aspecto, la invención está relacionada con un método in vitro para predecir la probabilidad de que un 
paciente que padece un cáncer KRAS salvaje donde se expresa el EGFR responda terapéuticamente ante un 
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab, que comprende 

(a) determinar mediante abordajes y/o aparatos de diagnóstico en una muestra de biopsia de tejido tumoral o 
plasma del paciente el nivel de expresión de biomarcadores seleccionados del grupo (i), que consiste en 45 

ADAMDEC1, BSDC1, C1orf144, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC1O, FADS1, GBA, GLT25D1, 
GOSR2, IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, 
URM1, ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, 
GPSM2, HDAC2, JUN, ME3, MED17, MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, 
PSMG1, RAB15, RAB40B, RNF43, RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, 50 

PGM2L1, STK38, SHROOM2, y/o el grupo (ii), que consiste en C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2, 
KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1, RPL22L1, SKP1, SLC25A27, 
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1, 
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS, 
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PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPA5, 
LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1, 
TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBE2K; 

(b) exponer ex vivo una muestra de tejido tumoral o plasma del paciente al anticuerpo anti-EGFR; 

(c) determinar nuevamente en la muestra de tejido del paso (b) el nivel de expresión de los uno o más 5 

biomarcadores mencionados en el paso (a); y 

(d) calcular la diferencia entre los niveles de expresión determinados en los pasos (b) y (c); 

donde un incremento en el nivel de expresión de los biomarcadores del grupo (i) obtenido en el paso (c), en 
comparación con el paso (a),está asociado a una mayor probabilidad de que el paciente responda terapéuticamente 
ante el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR, y donde un incremento en el nivel de expresión de los 10 

biomarcadores del grupo (ii) obtenido en el paso (c), en comparación con el paso (a),está asociado a una menor 
probabilidad de que el paciente responda terapéuticamente ante el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR. 

En otro aspecto, la invención está relacionada con un método in vitro según se describe en la presente, donde el 
paciente no solamente padece un tumor KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, sino que también presenta una 
mutación en el gen EGFR en el tejido tumoral. En una forma de realización específica, esta mutación es responsable 15 

de la erupción cutánea asociada a la administración del anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. Esta 
mutación preferiblemente provoca un polimorfismo R521K en el EGFR. 

DESCRIPCIÓN BREVE DE LAS FIGURAS 

Figura 1. Genes cuya expresión en las muestras de referencia está asociada significativamente al control de la 
enfermedad después de seis semanas de monoterapia con cetuximab en pacientes con un gen KRAS salvaje 20 

(p<0,002, prueba t moderada). Basado en el estudio EMR 62202-045 (tratamiento de primera línea de CRC 
metastásico). 

Figura 2. Genes cuya expresión en las muestras de referencia está asociada significativamente al control de la 
enfermedad después de seis semanas de monoterapia con cetuximab (p<0,002, prueba t moderada). Basado en el 
estudio EMR 62202-045 (tratamiento de primera línea de CRC metastásico). 25 

Figura 3. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán), análisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresión en las muestras de 
referencia está asociada significativamente a una respuesta global superior (p<0,002, prueba t de Welch). 

Figura 4. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán). Genes cuya expresión en las muestras de referencia está asociada significativamente a una 30 

respuesta global superior (p<0,002, prueba t de Welch). 

Figura 5. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán), análisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresión en las muestras de 
referencia está asociada significativamente a la duración de la supervivencia global (p<0,002, regresión de riesgos 
proporcionales de Cox). 35 

Figura 6. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán). Genes cuya expresión en las muestras de referencia está asociada significativamente a la 
duración de la supervivencia global (p<0,002, regresión de riesgos proporcionales de Cox). 

Figura 7. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán). Genes cuya expresión en las muestras de referencia está asociada significativamente a la 40 

duración de la supervivencia libre de progreso (p<0,002, regresión de riesgos proporcionales de Cox). 

Figura 8. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab más irinotecán en pacientes con CRC metastásico 
refractario a irinotecán), análisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresión en las muestras de 
referencia está asociada significativamente a la duración de la supervivencia libre de progreso (p<0,002, regresión 
de riesgos proporcionales de Cox). 45 

Figura 9. Conjuntos de sondas Affymetrix usadas para evaluar el grado de contaminación del tejido hepático en 
biopsias tumorales. 
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Figura 10. Asociación entre la expresión inicial y el control de la enfermedad en la semana 6 en pacientes con 
tumores KRAS salvajes. 57 conjuntos de sondas con p<0,002. Los valores de las proporciones logarítmicas 
representan los niveles medios de expresión log2 de los pacientes con una enfermedad controlada menos los de los 
pacientes con una enfermedad progresiva, ajustados en función del grado de contaminación hepática de las 
muestras. 5 

Figura 11. Cuarenta y siete conjuntos de sondas cuya expresión estuvo asociada a una respuesta global superior 
como resultado del tratamiento desde el inicio hasta la semana 4. Los valores de las proporciones logarítmicas 
representan los cambios en los pacientes que respondieron parcialmente al tratamiento menos los que ocurrieron en 
los pacientes con una enfermedad estable o progresiva, ajustados en función del grado de contaminación hepática 
de las muestras. 10 

Figura 12. Genes candidatos cuya expresión estuvo asociada a una respuesta global superior como resultado del 
tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4. Los valores de las proporciones logarítmicas representan los cambios 
en los pacientes que respondieron parcialmente al tratamiento menos los que ocurrieron en los pacientes con una 
enfermedad estable o progresiva, ajustados en función del grado de contaminación hepática de las muestras. 

Figura 13. Asociación entre la expresión basal de genes candidatos y el control de tumores KRAS salvajes en la 15 

semana 6. Los valores de las proporciones logarítmicas son los niveles medios de expresión log2 de los pacientes 
con una enfermedad controlada menos los de los pacientes con una enfermedad progresiva, ajustados en función 
del grado de contaminación hepática de las muestras. 

Figura 14. Resultados del análisis estadístico de la evaluación del proteoma en el plasma con Luminex. Se detallan 
los cambios generales entre las muestras desde el inicio hasta la semana 4, las asociaciones entre los cambios en 20 

el tratamiento y la respuesta en la semana 6 en todos los pacientes y en los pacientes con tumores KRAS salvajes. 
En cada análisis, se proveen los valores de las proporciones log2, p y q para cada proteína analizada. Los valores de 
las proporciones log2 representan la diferencia media entre las concentraciones log2 entre la semana 4 y el inicio 
(cambio general) o la diferencia entre los individuos que respondieron y los que no lo hicieron (asociación a la 
respuesta). 25 

Figura 15. Anticuerpos usados como reactivos y condiciones para el análisis inmunohistoquímico. 

Figura 16. Identificación de muestras de ARN con una contaminación hepática alta (verde), media (roja) o baja 
(negra) en función de la expresión de genes propios del cáncer colorrectal (recuadros azules) o el hígado normal 
(recuadros púrpura). La escala de colores refleja la intensidad de la señal absoluta después de la normalización. 

Figura 17. Asociación entre los cambios en la expresión como resultado del tratamiento, desde el inicio hasta la 30 

semana 4, y una respuesta global superior (respuesta parcial versus enfermedad estable más enfermedad 
progresiva). Se representan 47 conjuntos de sondas con p<0,002. Los nombres de los genes, seguidos por la 
identificación del elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La intensidad representa la proporción log2 de la 
expresión génica en la semana 4 con relación a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad progresiva, SD: enfermedad 
estable, PR: respuesta parcial. 35 

Figura 18. Asociación entre los cambios en la expresión de genes candidatos como resultado del tratamiento, desde 
el inicio hasta la semana 4, y una respuesta global superior (respuesta parcial versus enfermedad estable más 
enfermedad progresiva). Los nombres de los genes, seguidos por la identificación del elemento, se proveen a la 
derecha de la imagen. La intensidad representa la proporción log2 de la expresión génica en la semana 4 con 
relación a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial. 40 

Figura 19. Asociación entre la expresión inicial de genes candidatos y el control de la enfermedad (respuesta parcial 
más enfermedad estable versus enfermedad progresiva) en tumores KRAS salvajes. Los nombres de los genes, 
seguidos por la identificación del elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La intensidad representa la 
proporción log2 de la expresión génica en la semana 4 con relación a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad 
progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial. 45 

Figura 20. Correlación entre el estado de KRAS, la tasa de respuesta y la supervivencia libre de progreso en 
pacientes con mCRC tratados con cetuximab (Erbitux). 

Figura 21. Análisis inmunohistoquímico de la expresión de marcadores asociados a la ruta de señalización del EGFR 
en muestras de piel (A) y tumores (B). Cambios entre las muestras apareadas en la semana 4/el inicio. 

Figura 22. Proporción de pacientes con una enfermedad sin progreso en función de la duración de la supervivencia 50 

libre de progreso, en meses, en función del estado de la mutación en KRAS en los tumores. 
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Figura 23. Asociación entre la expresión de genes de referencia y el control de la enfermedad (respuesta parcial más 
enfermedad estable versus enfermedad progresiva) en la semana 6 en pacientes con tumores KRAS salvajes. Se 
representan 57 conjuntos de sondas con p<0,002. Los nombres de los genes, seguidos por la identificación del 
elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La escala de colores refleja la proporción log2 para cada elemento, 
con relación a la media de cada conjunto de sondas en todas las muestras. Abreviaturas: PD: enfermedad 5 

progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial. 

Figura 24. Nivel de expresión de AREG (elemento 205239_at), EREG (elemento 205767_at) y TGFA (elemento 
205016_at) en muestras de referencia, en función de la respuesta en la semana 6 en todos los pacientes (paneles A, 
C y E, respectivamente) y en los pacientes con tumores KRAS salvajes (paneles B, D y F, respectivamente). Los 
valores de p representan la asociación al control de la enfermedad (PR: respuesta parcial, SD: enfermedad estable, 10 

PD: enfermedad progresiva). 

Figura 25. Asociación entre los cambios en la concentración de las proteínas en el plasma como resultado del 
tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4, y la respuesta en la semana 6 (respuesta parcial, PR, versus 
enfermedad estable, SD, más enfermedad progresiva, PD) en 45 pacientes de la población con intención de tratar 
(ITT) (panel A) y 24 pacientes de la ITT con tumores KRAS salvajes (panel B). Se representan todas las proteínas 15 

con p<0,01. La intensidad de cada elemento representa la proporción log2 entre la concentración de las proteínas en 
la semana 4 y la concentración al inicio del estudio. 

Figura 26. Diagramas de recuadros donde se representa la asociación entre VAV3 y la respuesta. PD: enfermedad 
progresiva, PR: respuesta parcial, SD: enfermedad estable. Puntos verdes: pacientes con tumores KRAS y BRAF 
salvajes, puntos rojos: pacientes con mutaciones KRAS, puntos negros: pacientes con mutaciones BRAF, puntos 20 

azules: estado de la mutación desconocido. Los valores de p se basan en pruebas t de Welch. 

Figura 27. Gráfico de Kaplan-Meier donde se representan las funciones de la distribución de la supervivencia libre de 
progreso determinadas en estratos en función de la expresión de VAV3. Los pacientes fueron clasificados como 
poseedores de una expresión alta o baja de VAV3 en función de la observación de un nivel de expresión de VAV3 
inicial superior o inferior al medio, respectivamente. El valor de p se obtuvo con un modelo de riesgos proporcionales 25 

de Cox. 

Figura 28. Diagrama de Kaplan-Meier donde se representan las funciones estimadas de la distribución de la 
supervivencia global, determinadas en estratos en función de la expresión de VAV3. Los pacientes fueron 
clasificados como poseedores de una expresión alta o baja de VAV3 en función de la observación de un nivel de 
expresión de VAV3 inicial superior o inferior al medio, respectivamente. El valor de p se obtuvo con un modelo de 30 

riesgos proporcionales de Cox. 

Figura 29. Diagrama de Kaplan-Meier donde se representan las funciones estimadas de la distribución de la 
supervivencia libre de progreso determinadas en estratos en función de la expresión de VAV3 y el estado de la 
mutación en KRAS. Los pacientes fueron agrupados en cuatro estratos representativos de todas las combinaciones 
posibles del estado de la mutación en KRAS y la expresión de VAV3 inicial (sobre la mediana o debajo de ella). 35 

Figura 30. VAV3 interactúa con el EGFR activado. Después de transfectar células HEK 293 con VAV3 y el EGFR, 
solos o combinados, se las lisó y se las sometió a una inmunoprecipitación (IP) y una transferencia Western (WB). 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA INVENCIÓN 

El cetuximab, un anticuerpo monoclonal del tipo de la inmunoglobulina (Ig)G1 dirigido al EGFR, fue el primer 
anticuerpo monoclonal aprobado para tratar tumores sólidos. 40 

Se realizó una investigación exhaustiva sobre biomarcadores útiles para predecir la respuesta ante el cetuximab 
para identificar los pacientes que se beneficiarían más significativamente con el tratamiento. Al evaluarse la 
expresión del EGFR en los tumores con un análisis inmunohistoquímico, se demostró que no era un biomarcador útil 
para determinar la eficacia de los tratamientos para el CRC guiados al EGFR. Se obtuvieron resultados más 
prometedores para las mutaciones en el gen KRAS, que codifica una proteína que se une a GDP/GTP que conecta 45 

la activación de un receptor dependiente de un ligando y las vías intracelulares de la cascada de señalización del 
EGFR. Mediante diversos estudios clínicos donde se evaluó el estado de la mutación en KRAS, que abarcaron dos 
estudios aleatorios de un tratamiento de primera línea para el CRC metastásico (mCRC), EMR 62202-047 y EMR 
62202-013, y el estudio con distribución aleatoria C0.17 (donde se evaluó una monoterapia con cetuximab en 
pacientes con cáncer colorrectal metastásico que no habían podido ser tratados con quimioterapia), se demostró 50 

que el estado de la mutación en el codón 12/13 de KRAS es útil para predecir la actividad del cetuximab en el CRC. 
Se observaron respuestas tumorales predominantemente en aquellos subgrupos de pacientes que tenían tumores 
KRAS salvajes, mientras que aquellos con tumores con KRAS mutado en el codón 12/13 no se beneficiaron con la 
terapia con cetuximab. Por ende, el estado de la mutación en el gen KRAS parece ser un biomarcador útil para 
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predecir la actividad del cetuximab sobre el CRC, con el cual podrían excluirse del tratamiento las subpoblaciones 
poco susceptibles a beneficiarse. 

Sin embargo, no todos los aproximadamente 60% de los pacientes de CRC con tumores KRAS salvajes se 
benefician con un tratamiento con cetuximab. Aproximadamente 40% de los pacientes con tumores KRAS salvajes 
no responden al tratamiento con cetuximab, y una fracción sustancial de ellos progresa tempranamente y tiene una 5 

supervivencia global breve. 

Por consiguiente, existe la necesidad de identificar y usar otros biomarcadores apropiados, además del estado de la 
mutación en KRAS, para predecir mejor el resultado clínico de un tratamiento con cetuximab en pacientes con CRC. 
Más aun, es necesario identificar biomarcadores diferentes del estado de la mutación en KRAS que permitan 
predecir mejor la eficacia del cetuximab en el tratamiento del CRC. 10 

Se realizaron análisis con microseries en biopsias frescas de metástasis de hígado congelado en dos estudios del 
CRC donde se usó cetuximab, EMR 62202-502 y EMR 62202-045, para identificar los genes cuya expresión está 
asociada a la respuesta, la supervivencia libre de progreso o la supervivencia global en la población general de 
pacientes y en los pacientes con tumores KRAS salvajes. La expresión de estos genes podría ser útil como un 
biomarcador predictivo de la eficacia del tratamiento con cetuximab en el CRC y para identificar mejor los pacientes 15 

más favorecidos por el tratamiento con cetuximab en el CRC. 

La expresión de los genes descriptos puede ser usada como biomarcador para predecir la eficacia del cetuximab y 
otros anticuerpos terapéuticos anti-EGFR en pacientes con CRC y facilitar las decisiones de tratamiento en la 
clínica, es decir, si un paciente va a recibir o no cetuximab u otro anticuerpo terapéutico anti-EGFR. A continuación 
se detalla la aplicación clínica práctica. 20 

1. Se analiza la expresión del ARNm de estos genes en tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina 
(FFPE) o biopsias tumorales frescas (estas últimas deben estar congeladas directamente en nitrógeno líquido o 
sometidas posteriormente a un tratamiento apropiado del ARN para conservar la integridad del ARN). Las biopsias 
pueden obtenerse de un tumor primario o una metástasis. El análisis de la expresión del ARNm puede basarse en 
métodos de PCR (por ejemplo, una PCR en tiempo real o una qPCR), usando cebadores específicos para la 25 

amplificación del gen de interés o mediante hibridación del ARNm del gen de interés con sondas de hibridación 
inmovilizadas específicas del gen en series de genes. 

2. Se analiza la expresión de las proteínas producidas por estos genes a partir de muestras de tumores FFPE 
o biopsias tumorales frescas (estas últimas congeladas directamente en nitrógeno líquido o sometidas 
posteriormente a un tratamiento apropiado del ARN para conservar la integridad del ARN). Las biopsias pueden 30 

obtenerse de un tumor primario o una metástasis. El análisis de la expresión de las proteínas incluye métodos tales 
como inmunohistoquímica, ensayos de inmunoabsorción ligados a enzimas (ELISA), dispositivos Luminex, 
transferencias, la detección de las proteínas sobre membranas o espectrometría de masa. 

La expresión de las proteínas solubles puede analizarse en el plasma o el suero, por ejemplo, con un ELISA, un 
dispositivo Luminex o una espectrometría de masa. 35 

Para establecer un protocolo de diagnóstico para la práctica clínica, se evalúa el nivel de expresión uno o más genes 
o proteínas candidatas normalizado en función de la expresión de otros genes o proteínas (o una combinación de 
genes y proteínas) en una misma biopsia con un método idéntico. La “normalización” de los genes o las proteínas 
puede basarse en el uso de genes de mantenimiento celular, de los que se sabe que presentan una variación muy 
baja entre los pacientes. Como alternativa, puede evaluarse la relación entre el nivel de expresión de un gen o una 40 

proteína (o una combinación de genes o proteínas) para un “buen pronóstico” (o el término equivalente usado para 
designar el grupo “sensible”) y un “mal pronóstico” (por ejemplo, un grupo “resistente”). De esta manera, solamente 
es necesario determinar el nivel de expresión de los genes o las proteínas relacionadas directamente con la eficacia 
de la terapia anti-EGFR. Este abordaje da como resultado un rango dinámico alto y es independiente de los genes o 
las proteínas de mantenimiento. 45 

Antes de esto, es necesario fijar un umbral, es decir, la relación entre los niveles de expresión de los marcadores 
aplicados (descriptos con anterioridad) que debe ser alcanzada para tomar una decisión positiva para el tratamiento 
de un paciente con un anticuerpo anti-EGFR. Este umbral debe ser útil para distinguir de manera óptima entre los 
pacientes que se beneficiarán con un tratamiento anti-EGFR y los que no lo harán. El umbral debe obtenerse a partir 
de muestras “de referencia” de tumores de pacientes tratados con anticuerpos anti-EGFR. Posteriormente, el umbral 50 

debe ser convalidado en un conjunto de muestras de tumores diferentes de una cantidad suficiente de pacientes 
para verificar su utilidad en la selección de los pacientes que se beneficiarán más con el tratamiento y la exclusión 
de los pacientes que no lo harán. 
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En dos estudios clínicos independientes (EMR 62202-502 y EMR 62202-045) del tratamiento de pacientes con CRC 
con cetuximab, se determinó que la expresión de los genes que se describen en la presente está asociada a la 
respuesta, la supervivencia libre de progreso y/o la supervivencia general. 

* Mediante la amplificación del gen EGFR, puede predecirse un resultado favorable ante una terapia anti-
EGFR. 5 

* En estudios posteriores, puede descubrirse una incidencia menor de la amplificación del gen EGFR. 

* Pueden descubrirse inconvenientes en la metodología/comparación. 

* Las mutaciones en KRAS pueden “anular” los beneficios en los pacientes con amplificaciones del gen 
EGFR. 

* Hasta el momento, las erupciones cutáneas probablemente son el mejor biomarcador para predecir la 10 

actividad de Erbitux (mCRC, NSCLC). 

* Mediante el estudio con Erbitux FLEX de PhIll, se determinó que la aparición temprana de erupciones 
cutáneas (primeros 21 días) está asociada una supervivencia global (OS) prolongada. 

* Se hallaron mutaciones en BRAF en 5% de los pacientes. 

* Las mutaciones en BRAF y KRAS fueron mutuamente excluyentes. 15 

* La mutación en BRAF parece ser un indicador de un pronóstico malo en lugar de un marcador predictivo de 
la eficacia de Erbitux. 

* La expresión de AREG y EREG en el cáncer colorrectal metastásico es independiente del estado de la 
mutación en KRAS. 

* Puede obtenerse un poder predictivo mayor combinando el nivel de expresión de AREG y EREG con el 20 

estado de la mutación en KRAS. 

El tratamiento con cetuximab según los experimentos de la invención estuvo asociado a una regulación negativa 
sustancial de p-EGFR, p-MAPK y una proliferación y una regulación positiva sustancial de p27Kip1 y el nivel de p-
STAT3 en los queratinocitos basales. No hubo diferencias marcadas en estos efectos entre los diversos 
cronogramas y niveles de administración. La monoterapia con cetuximab solamente provocó respuestas en los 25 

pacientes con tumores KRAS salvajes (8/29 versus 0/19 para los tumores KRAS mutados, p=0,015). La 
supervivencia libre de progreso fue mayor en los pacientes con tumores KRAS salvajes, en comparación con los 
pacientes con tumores KRAS mutados (rango logarítmico, p=0,048). Mediante el análisis genómico/proteómico, se 
identificaron marcadores candidatos asociados a la respuesta. 

Se cree que este estudio de la fase I con dosis crecientes de cetuximab como monoterapia es el primer intento de 30 

usar un análisis farmacogenómico/farmacoproteómico para identificar biomarcadores predictivos antes del inicio de 
un tratamiento con cetuximab para el cáncer colorrectal metastásico sensible en un entorno de primera línea. 

En otro estudio clínico (detallado en otra parte), se demostró que el cetuximab puede administrarse de manera 
segura como una terapia de primera línea en pacientes con cáncer colorrectal metastásico cada dos semanas, en 
dosis de 400-700 mg/m2. La MTD no fue la dosis más alta, y no hubo diferencias marcadas en la incidencia, la 35 

gravedad de los efectos ni la actividad del cetuximab en diversas dosis. Usando piel para determinar el impacto del 
tratamiento y a partir de los resultados del análisis IHC para evaluar los biomarcadores farmacodinámicos, se 
demostró que hubo una inhibición consistente de las proteínas de señalización en la vía del EGFR en todos los 
grupos tratados con dosis crecientes. Esto fue un fundamento biológico a favor de la equivalencia funcional de los 
regímenes de dosificación con una frecuencia de una o dos semanas. 40 

Mediante análisis con un solo brazo y estudios con distribuciones aleatorias en mCRC, se confirmó que el estado de 
la mutación en los codones 12 y 13 de KRAS en los tumores es un marcador predictivo importante de la actividad 
del cetuximab, donde el beneficio del tratamiento está asociado estrechamente al estado salvaje4,7-13. En este 
estudio, se abordó por primera vez la influencia del estado de la mutación en KRAS con una monoterapia con 
cetuximab como tratamiento de primera línea para pacientes con mCRC. En concordancia con los resultados 45 

obtenidos anteriormente con pacientes quimiorrefractarios tratados con cetuximab como agente único o en 
combinación con una quimioterapia8,11,13 , solamente se observaron respuestas objetivas con la monoterapia en 
aquellos pacientes con tumores KRAS salvajes (8 de los 29 pacientes, 28%), y no se observaron respuestas (0 de 
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19) entre pacientes con tumores con mutaciones (p=0,015). Las mejores tasas de respuesta global (incluyendo las 
respuestas después de la adición de FOLFIRI) en los pacientes con tumores KRAS salvajes (55%) y tumores KRAS 
mutados (32%) fueron comparables con los resultados obtenidos en los estudios de CRYSTAL y OPUS, donde se 
combinó cetuximab como tratamiento de primera línea con FOLFIRI y FOLFOX4,12, respectivamente. Las respuestas 
observadas en los pacientes con mCRC con tumores KRAS mutados tratados con cetuximab en combinación con 5 

una quimioterapia como tratamiento de primera línea probablemente se deban al efecto de la quimioterapia. En 
general, la PFS fue significativamente más prolongada entre los pacientes con tumores KRAS salvajes: una 
indicación de la importancia clínica del estado de la mutación en KRAS como biomarcador predictivo del éxito del 
tratamiento con cetuximab. 

Un subgrupo de pacientes con tumores KRAS salvajes no parecieron beneficiarse con el tratamiento con cetuximab. 10 

Por consiguiente, podrían identificarse nuevos biomarcadores predictivos para adaptar más precisamente el 
tratamiento para los pacientes que sí lo harán. Recientemente se ha descripto el valor predictivo negativo de las 
mutaciones en BRAF18 y PI3K19,20 y la desregulación de PTEN19-21. Otros marcadores moleculares potencialmente 
asociados a la actividad clínica del cetuximab abarcan el nivel de expresión en los tumores del VEGF, la IL-8, el 
EGFR y PTGS2 (COX2)22, el nivel del VEGF en la circulación durante el tratamiento23, los polimorfismos 15 

constitucionales en PTGS2 y EGFR24 y el estado de la mutación en TP53 en los tumores25. 

Se están desarrollando más tecnologías de alto rendimiento para buscar biomarcadores predictivos para diversos 
agentes anticancerígenos26-29. En el caso del cetuximab, una expresión elevada de los genes de los ligandos del 
EGFR AREG (anfirregulina) y EREG (epirregulina) en los tumores ha sido asociada a la actividad clínica en 
pacientes con mCRC, tanto con microseries10,30 (en una población no seleccionada y una población con tumores 20 

KRAS salvajes) como con una PCR cuantitativa con transcriptasa inversa31 (pacientes que recibieron cetuximab más 
irinotecán). Asimismo, en un estudio actual de primera línea, la expresión de AREG y EREG parece ser alta en los 
tumores de pacientes con una enfermedad sin progreso, tanto en la población general como en el subgrupo con 
tumores KRAS salvajes. En contraste, la expresión del gen TGFa (que codifica el TGF-α) fue menor en los pacientes 
con una enfermedad sin progreso. Mediante el análisis de la expresión génica global en tumores KRAS salvajes, se 25 

identificaron 57 genes potencialmente asociados al control de la enfermedad en la semana 6 (p<0,002). Entre estos 
candidatos, se hallaron seis genes (TNFRSF1B, DNAJC8, ECSIT, GOSR2, PPP1R9A y KLK6) con una tasa de 
descubrimiento falso <0,1. Debe evaluarse más detalladamente el valor de estos biomarcadores potenciales en la 
mejora de la predicción de la eficacia del cetuximab en mCRC KRAS salvaje. 

Mediante el análisis Luminex de las proteínas en el plasma, se observó un incremento importante en el nivel de la 30 

anfirregulina y el TGF-α durante una monoterapia con cetuximab, una tendencia que también se observó para el 
EGF. La regulación positiva de estos ligandos del EGFR podría ser una reacción de compensación a la inhibición del 
EGFR. Curiosamente, el incremento en el nivel de la anfirregulina fue significativamente menor en los pacientes que 
respondieron al tratamiento con cetuximab. Se observó una disminución significativa en el nivel del antígeno 
carcinoembrionario y los antígenos del cáncer 125 y 19-9 con la monoterapia con cetuximab entre los individuos que 35 

respondieron. Sorprendentemente, la disminución en el nivel de la IL-8 también estuvo asociada significativamente a 
la respuesta en todos los tumores, incluso los tumores KRAS salvajes. La IL-8 es una citoquina proinflamatoria que 
promueve la proliferación y la supervivencia de las células tumorales y tiene efectos profundos en el microambiente 
tumoral32. La IL-8 parece ser un biomarcador predictivo de la eficacia del cetuximab. 

Además, según la invención, pudo detectarse una interacción directa entre el EGFR y VAV3 cuando ambos EGFR y 40 

VAV3 se expresaron en células HEK 293. Esto es una indicación de una participación directa y excepcional de VAV3 
en la señalización del EGFR y una relación directa entre los niveles de expresión altos observados para VAV3 y la 
modulación de la actividad de la terapia anti-EGFR con cetuximab. 

En la invención se demuestra por primera vez que el tratamiento (con una frecuencia de una o dos semanas) con 
anticuerpos anti-EGFR, preferiblemente cetuximab como único agente en un entorno de primera línea, beneficia los 45 

pacientes con mCRC y tumores KRAS salvajes. Además, mediante el análisis de la expresión génica global de este 
estudio de la fase temprana, se obtuvieron resultados de interés con relación a la expresión de determinados genes 
y la actividad clínica del cetuximab. A partir de estas observaciones, pudo realizarse una convalidación en más 
pacientes usando metodologías diferentes. Los resultados de estos estudios fueron una base racional para optimizar 
el tratamiento de los pacientes que padecen diversos tipos de cánceres, especialmente CRC o mCRC, con 50 

cetuximab o anticuerpos anti-EGFR con una actividad similar. 

Análisis inmunohistoquímico de los componentes de la ruta del EGFR 

Se evaluaron biopsias apareadas de piel de referencia y en la semana 4 para analizar los cambios 
farmacodinámicos de los marcadores en hasta 35 pacientes. Se observó una regulación negativa sustancial de p-
EGFR, p-MAPK y la proliferación (mediante una coloración para Ki67) después de 4 semanas, en comparación con 55 

las muestras de referencia. En paralelo, se observó una regulación positiva sustancial de p27Kip1 y p-STAT3. Cuando 
se evaluaron diversos cronogramas de administración y dosis, no se observaron diferencias relevantes en los 
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cambios en el nivel de estos marcadores en el inicio ni los puntos de tiempo ulteriores durante el tratamiento (figura 
21A). 

Pudieron evaluarse biopsias apareadas de tumores de referencia y en la semana 4 de hasta 17 pacientes. Se 
observó una disminución en la proliferación y una regulación negativa profunda de p-EGFR y p-MAPK en las células 
tumorales después de la terapia (figura 21B). Sin embargo, el nivel de p27Kip1, p-STAT3 y p-AKT no se alteró 5 

notablemente con el tratamiento con cetuximab (no se detallan los resultados). Debido a la cantidad pequeña de 
biopsias apareadas de tumores que se evaluaron, no pudieron compararse los cambios en el nivel de los 
biomarcadores entre las diversas dosis y las variables relacionadas con la respuesta. 

Análisis de la mutación en KRAS 

Se detectaron mutaciones en el codón 12 ó 13 de KRAS en 19/48 (40%) muestras de pacientes (G12V, 9 pacientes; 10 

G13D, 5 pacientes; G12D, 4 pacientes; G12A, 1 paciente). Para la monoterapia con cetuximab, se observaron ocho 
respuestas parciales (RP) en 48 pacientes. Todas se dieron en pacientes con tumores KRAS salvajes (8/29, 28%). 
No se observaron respuestas en los 19 pacientes con tumores KRAS mutados (p=0,015) (tabla 1). En un estudio 
general (con una monoterapia y una terapia combinada), se observaron respuestas en 16/29 (55%) de los pacientes 
con KRAS salvaje y 6/19 (32%) con tumores KRAS mutados (P=0,144). La PFS fue significativamente mayor en los 15 

pacientes con tumores KRAS salvajes que en los pacientes con tumores KRAS mutados (figura 22, mediana: 9,4 
versus 5,6 meses, proporción de riesgo: 0,47, rango logarítmico p=0,048). 

Análisis con microseries de la expresión génica 

Se formaron híbridos con un total de 106 muestras derivadas de tumores en el punto de partida y después de 4 
semanas con series Affymetrix GeneChip HG-U133 Plus 2.0. Se excluyeron cuatro matrices del análisis posterior 20 

debido a irregularidades en parámetros relacionados con la calidad general, y se excluyeron otras 24 muestras 
debido a la contaminación de los tejidos del hígado normal (figura 16, material suplementario). Después de la 
exclusión de los duplicados, hubo 62 conjuntos de matrices de resultados de 42 pacientes de la ITT disponibles para 
el análisis (36 en el punto de partida, 26 en la semana 4: 20 pares). 

Se filtraron los resultados de 54675 conjuntos de sondas de las muestras de tumores evaluadas en función de la 25 

varianza, la intensidad de la señal y la identificación de la sonda (véanse los métodos complementarios). Así, se 
limitó el análisis de la expresión en los tumores a 15230 conjuntos de sondas representativas de 10538 genes. En 
las comparaciones generales de los resultados filtrados de la respuesta inicial, se comparó la enfermedad progresiva 
(PD, n=12) con el control de la enfermedad después de 6 semanas (n=23, 1 paciente no evaluado) y una respuesta 
global superior, PD, con la enfermedad estable (SD) (n=19) y una PR (n=14, 3 pacientes no evaluados), donde la 30 

distribución delos valores de p (no se detallan los resultados) fue esencialmente la esperada por azar, una indicación 
de un perfil de la expresión génica predictivo de la respuesta ausente en la población general. Sin embargo, al 
restringir el análisis a los tumores KRAS salvajes (8 pacientes con una PD versus 11 pacientes con una enfermedad 
controlada), se hallaron 57 conjuntos de sondas con patrones de expresión potencialmente asociados a control de la 
enfermedad en la semana 6 (<0,002, figura 23). Al establecerse un umbral para la tasa de descubrimientos falsos 35 

(FDR) de 0,1 (la definición de la FDR se detalla en la sección de métodos complementarios), se hallaron seis genes 
asociados significativamente al control de la enfermedad (TNFRSF1B, p=6,90E-07; DNAJC8, p=1,60E-06; ECSIT, 
p=6,80E-06; GOSR2, p=3,90E-05, con una expresión más alta en los pacientes con una enfermedad controlada; y 
PPP1R9A, p=8,90E-07; KLK6, p=3,00E-05, con una expresión más alta en los pacientes con una PD). 

Se evaluaron los cambios en la respuesta asociados al tratamiento en función de los resultados en los pacientes con 40 

muestras disponibles desde el inicio hasta la semana 4. No se observaron cambios en la expresión asociados 
estrechamente al control de la enfermedad en la semana 6 (n=12), en comparación con la PD (n=8). Al tener en 
cuenta la combinación con una quimioterapia y comparase los perfiles para la PR (n=7) y la SD/PD (n=13), se 
descubrieron 47 conjuntos de sondas con cambios durante el tratamiento (p<0,002, prueba t moderada, figura 17). 

En los pacientes con tumores KRAS salvajes y en todos los pacientes analizados, el nivel de expresión inicial de 45 

EREG (epirregulina) y AREG (anfirregulina) fue mayor en los tumores que respondieron al cetuximab (figuras 24 y 
18). Estos resultados coinciden con los informados por Khambata-Ford et al10. Vale destacar que el TGFA (TGF-) 
tuvo un patrón de expresión recíproca (figuras 24 y 18). Entre otros genes conocidos por participar directa o 
indirectamente en señalización del EGFR, los de los receptores ERBB y los ligandos ERBB3 (HER3) y ERBB2 
(HER2) presentaron una tendencia a la regulación negativa más fuerte en los tumores con una PR como la mejor 50 

respuesta global (figura 19). 

Análisis proteómico en el plasma 

Se analizó la concentración de 97 proteínas en muestras de plasma con tecnología Luminex. El panel de proteínas 
abarcó ligandos del EGFR, otros factores de crecimiento, interleuquinas y otras proteínas candidatas. Durante la 

E10725045
27-02-2018ES 2 661 238 T3

 



 13

monoterapia con cetuximab, la disminución en el nivelen el plasma de la interleuquina (IL)-8, la proteína inflamatoria 
de los macrófagos (MIP)-1 y otros marcadores tumorales, tales como el antígeno carcinoembrionario o los 
antígenos del cáncer 125 y 19-9, entre el inicio y la semana 4, estuvo asociada significativamente (p<0,01) a la 
respuesta en la semana 6 (figura 25A). El incremento general importante en la concentración de la anfirregulina en el 
plasma fue significativamente (p<0,01) menor en los pacientes con una respuesta parcial a la monoterapia con 5 

cetuximab (figura 25). También se determinó una asociación a la respuesta en la semana 6 para el antígeno 
carcinoembrionario, el antígeno del cáncer 19-9, la IL-8 y la anfirregulina en el análisis restringido a los pacientes 
con tumores KRAS salvajes (resultados de 24 pacientes, figura 25B). Además, se observó un incremento general 
(independiente de la respuesta) en el nivel del TGF-α y el EGF y una disminución en el nivel del EGFR soluble en el 
plasma durante las primeras 4 semanas de la monoterapia con cetuximab. 10 

Para los genes candidatos evaluados, se observó una asociación entre el nivel de expresión y el éxito de la terapia 
en los pacientes con cáncer colorrectal metastásico (mCRC) tratados con cetuximab, donde VAV3 fue de particular 
interés. En el estudio EMR 62202-502, un nivel de expresión elevado del ARNm de VAV3 en los tumores no 
solamente estuvo asociado significativamente a una respuesta mejor ante el cetuximab en combinación con 
irinotecán (figura 26), sino que también estuvo asociado a la supervivencia libre de progreso (PFS) (figura 27) y la 15 

supervivencia global (OS) (figura 28). Además, el nivel de expresión alto de VAV3 en los tumores estuvo asociado a 
la respuesta y una PFS prolongada en los pacientes con tumores KRAS salvajes (figuras 1 y 29). Por lo tanto, la 
expresión de VAV3 podría ser un biomarcador útil para predecir el resultado clínico de un tratamiento con cetuximab 
en pacientes con CRC con tumores KRAS nativos, con el cual podría optimizarse la selección de los pacientes que 
pudieran beneficiarse en mayor medida con una terapia con cetuximab. 20 

Vale destacar que se pudo detectar una interacción directa entre el EGFR y VAV3 cuando ambos EGFR y VAV3 se 
expresaron en células HEK 293 (figura 30). Esto sugiere una participación directa de VAV3 en la señalización del 
EGFR y una relación directa entre los niveles de expresión de VAV3 y la modulación de la actividad de la terapia 
anti-EGFR. 

EJEMPLOS 25 

Estudios clínicos 

EMR 62202-502. En este estudio con una distribución aleatoria, se aplicó una dosis creciente de cetuximab en 
pacientes con mCRC donde se expresaba el EGFR que no habían podido ser tratados con irinotecán. Los pacientes 
se distribuyeron al azar 22 días después de iniciar la administración de cetuximab, con 400 mg/m2 como dosis inicial, 
seguidos por 250 mg/m2 por semana o 180 mg/m2 cada dos semanas, de no observarse reacciones cutáneas con un 30 

grado >1 ni reacciones con un grado >2 indicativas de tolerancia. La distribución al azar se realizó entre una dosis 
convencional de cetuximab (brazo A, 250 mg/m2 por semana) y una dosis creciente (brazo B, donde la dosis del 
cetuximab se incrementó en 50 mg/m2 cada dos semanas, hasta observar una toxicidad con un grado >2 o la 
ausencia de respuesta en los tumores, con una dosis total de 500 mg/m2). Los pacientes no distribuidos (brazo C) 
fueron tratados con una dosis convencional de cetuximab. El objetivo primario fue comparar en biopsias de piel y 35 

tumorales tomadas antes del tratamiento y en su transcurso el efecto de la dosis creciente sobre el EGFR y los 
marcadores de señalización ulteriores con los resultados obtenidos con el régimen convencional con cetuximab. Los 
objetivos secundarios abarcaron PK, eficacia, seguridad, tolerabilidad y análisis de biomarcadores en biopsias 
tumorales y muestras de plasma. El estado de la mutación en KRAS se analizó a partir de biopsias tumorales. 

EMR 62202-045. En este estudio se examinó la seguridad y la farmacocinética de una administración cada dos 40 

semanas de cetuximab en pacientes con cáncer colorrectal metastásico. Los objetivos secundarios abarcaron un 
análisis de biomarcadores farmacodinámicos. Los pacientes recibieron una monoterapia con cetuximab durante 6 
semanas, seguida por cetuximab más FOLFIRI hasta observar el progreso de la enfermedad. Los pacientes en el 
brazo control recibieron 400 mg/m2 de cetuximab como dosis inicial, seguidos por 250 mg/m2 por semana, y los 
pacientes el en brazo tratado con dosis crecientes recibieron 400-700 mg/m2 cada dos semanas. El estado de la 45 

mutación en KRAS se analizó a partir de biopsias tumorales. 

Material tumoral para analizar la expresión génica (microseries) 

EMR 62202-502. El material tumoral fue obtenido mediante una cirugía abierta, una endoscopia o una biopsia con 
una aguja fina en el punto de partida (antes del tratamiento), el día 22, y de ser posible, al observarse el progreso de 
la enfermedad en los pacientes del grupo tratado con dosis crecientes (brazo B). Las muestras se congelaron 50 

instantáneamente en nitrógeno líquido. 

EMR 62202-045. El material tumoral fue obtenido mediante una cirugía abierta, una endoscopia o una biopsia con 
una aguja fina al inicio del estudio, en la semana 4, y de ser posible, al observarse el progreso de la enfermedad. 
Las muestras se congelaron instantáneamente en nitrógeno líquido. 
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Perfil de expresión del ARN 

Los procedimientos experimentales relacionados con el análisis con microseries se detallan en la sección de 
métodos complementarios. Brevemente, se homogenizaron biopsias de tumores congelados instantáneamente y se 
extrajo el ARN total con RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden). Se preparó el ARNc blanco biotinilado para los 
experimentos de hibridación en matrices a partir de todas las muestras según el protocolo de Affymetrix Two-Cycle 5 

Eukaryotic Target. Para cada tumor analizado, se usaron 50 ng de ARN total inicial en una primera reacción de 
síntesis, amplificación y marcado de ADNc. El ADNc posteriormente se hizo hibridar con series de expresión 
Affymetrix GeneChip HG-U133 2.0 durante 16 horas a 45ºC, con agitación a 60 rpm. Después de la hibridación, se 
colorearon las series en una estación Affymetrix Fluidics 450 y se cuantificó la señal con un dispositivo GeneChip. El 
control de la calidad y el procesamiento previo de los resultados de la expresión se realizaron con el programa 10 

Affymetrix SMOC y el paquete Bioconductor affyPLM. 

EMR 62202-502. Después de verificar la calidad y realizar el procesamiento preliminar, se seleccionaron 68 
conjuntos de resultados de matrices de 47 sujetos de la población con intención de tratar(ITT) para realizar análisis 
adicionales. Se tomaron muestras de referencia de 35 sujetos. 

EMR 62202-045. Después de verificar la calidad y realizar el procesamiento preliminar, se seleccionaron 62 15 

conjuntos de resultados de matrices de 42 sujetos de la población con intención de tratar (ITT) para realizar análisis 
adicionales. Se tomaron muestras de referencia de 36 sujetos. 

Se realizaron análisis estadísticos con todos los conjuntos de sondas de Affymetrix donde se registraron los genes 
confiables que superaron los filtros iniciales en función de la variabilidad y la intensidad de la señal en al menos un 
estudio (16414 sondas fijas Affymetrix representativas de 10785 genes). 20 

Los genes cuya expresión estuvo asociada a una respuesta clínica fueron identificados con comparaciones 
mediante pruebas t de Welch entre los individuos que respondieron y los que no lo hicieron (EMR 62202-502) o 
entre los pacientes con una enfermedad controlada después de seis semanas de monoterapia con cetuximab y 
aquellos con una enfermedad progresiva (EMR 62202- 045). Los genes cuya expresión estuvo asociada a la 
supervivencia libre de progreso o la supervivencia global se identificaron con una regresión de riesgos 25 

proporcionales de Cox (EMR 62202-502). Estos análisis se realizaron para conjuntos completos de pacientes y para 
los pacientes con tumores KRAS salvajes. 

Se realizó un meta-análisis para identificar los genes asociados a la respuesta en los dos estudios, usando los 
productos de los valores de p de un solo lado de un estudio como parámetros de referencia y calculando los valores 
de p para obtener una distribución nula. 30 

Los valores de p inferiores a 0,01 ó 0,0001, específicamente los inferiores a 0,01, preferiblemente 0,005, más 
preferiblemente 0,002, aun más preferiblemente 0,0005 ó 0,0001 (en el metaanálisis para la asociación a la 
respuesta clínica, y a partir del análisis de EMR 62202-502, para la asociación a la supervivencia libre de progreso o 
global), se consideraron estadísticamente significativos. Este criterio se cumplió en 200 conjuntos de sondas 
Affymetrix representativas de 179 genes conocidos en al menos una de las comparaciones. 35 

Criterios para seleccionar los pacientes y diseño del estudio 

Los criterios de selección y el diseño del estudio han sido provistos en un manuscrito separado. Brevemente, el 
estudio se dividió en dos partes: una monoterapia con cetuximab durante 6 semanas y una terapia combinada 
durante la cual los pacientes recibieron cetuximab en la misma dosis/cronograma que durante la monoterapia, más 
irinotecán FOLFIRI. Los pacientes fueron distribuidos consecutivamente entre el tratamiento convencional con 40 

cetuximab semanal (400 mg/m2 seguidos por dosis semanales de 250 mg/m2) o un tratamiento cada dos semanas 
con una dosis creciente de cetuximab en diversas cohortes, hasta 400-700 mg/m2. La respuesta clínica se determinó 
después de 6 semanas de monoterapia con cetuximab y se expresó como la mejor respuesta global (en la 
monoterapia y la terapia combinada). 

Recolección y almacenamiento del material de los pacientes 45 

Se tomaron biopsias de piel al inicio del estudio y el día 26-28 (semana 4). De haber erupciones cutáneas, se 
tomaron muestras de las áreas libres de erupciones. Las biopsias se sumergieron inmediatamente en >20 veces su 
volumen de una solución de formaldehído neutro amortiguado a 4ºC y se mantuvieron durante 8-16 horas a 
temperatura ambiente. Las muestras fijas se deshidrataron en xileno, con una serie graduada de etanol, y se 
embebieron longitudinalmente en cera de parafina a 60ºC al vacío. Se extrajo material tumoral mediante una cirugía 50 

abierta, una endoscopia o una biopsia con una aguja nuclear/fina al inicio del estudio, en la semana 4, y de ser 
posible, al observarse el progreso de la enfermedad. Se fijó una muestra por punto de tiempo con formalina, se la 
embebió en parafina, según se ha descripto13, y se congelaron instantáneamente tres muestras en nitrógeno líquido. 
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Para obtener ADN normal, se obtuvieron 10 ml de sangre completa de cada paciente al inicio del estudio y se la 
almacenó a una temperatura de -20ºC o menos hasta usarla. Se recolectó plasma (2,5 ml) para someterlo a un 
análisis Luminexen el inicio y la semana 4, y se lo almacenó a -80ºC. 

Análisis inmunohistoquímico 

Se sometieron muestras de tejido fijadas en parafina e incorporadas en formalina (FFPE) a un análisis 5 

inmunohistoquímico (IHC) para investigar la expresión de las siguientes proteínas: EGFR, fosfo(p)-EGFR, p-MAPK, 
Ki67 (MIB1), p27Kip1 (CDKN1B) y p-STAT3 (biopsias de piel y tumorales); así como HER2, p-HER2 y p-AKT 
(biopsias tumorales). El análisis inmunohistoquímico se realizó como se ha descripto13a. Pueden hallarse detalles 
sobre los anticuerpos y los métodos usados en la sección de métodos complementarios. 

Análisis de la mutación en KRAS 10 

Se obtuvo tejido tumoral de archivo derivado de muestras FFPE de 48 pacientes de la población con intención de 
tratar (ITT). Se extrajo el ADN y se evaluó la presencia de mutaciones en los codones 12 y 13 de KRAS mediante 
una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con fijación y un abordaje basado en una curva de fusión adaptado 
a partir de Chen et al., 200414 (LightMix, k-ras Gly12, TIB MOLBIOL, Berlín, Alemania), según se ha descripto12. 

Perfiles de expresión del ARN 15 

Los procedimientos experimentales relacionados con el análisis con microseries se detallan en la sección de 
métodos complementarios. Brevemente, se homogenizaron biopsias de tumores congelados instantáneamente y se 
extrajo el ARN total con RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden). Se prepararon los ARNc blanco biotinilados para los 
experimentos de hibridación en series a partir de todas las muestras según el protocolo de marcado Affymetrix Two-
CycleEukaryotic Target. Para cada tumor analizado, se incluyeron inicialmente 50 ng de ARN total en una primera 20 

reacción de síntesis del ADNc de este proceso de amplificación y marcado de ARNc. El ARNc marcado se hibridizó 
posteriormente con las series de expresión de genes Affymetrix GeneChip HG-U133 2.0 durante 16 horas a 45ºC, 
con agitación a 60 rpm. Después de la hibridación, se tiñeron las series en una estación Affymetrix Fluidics 450 y se 
cuantificó la señal con un dispositivo GeneChip Scanner. El control de la calidad de los datos de expresión sin 
procesar se realizó con el programa Affymetrix GCOS y el paquete Bioconductor affyPLM15. Si se disponía de 25 

réplicas de series a partir de muestras individuales, se seleccionó el conjunto de resultados con la mejor evaluación 
del control de calidad para el análisis. El procesamiento previo de los datos de intensidad en bruto para las sondas 
se realizó con el algoritmo GCRMA16. 

Análisis proteómico. 

Se realizó un análisis múltiple de 97 proteínas (HumanMAP versión 1.6 más anfirregulina, betacelulina, EGFR, (HB)-30 

EGF de unión a heparina, epirregulina, interleuquina-18, factor de crecimiento transformante (TGF)-a y 
trombospondina-1) en el plasma usando la tecnología Luminex xMAP® (según se describe en la sección de métodos 
complementarios) en Rules-Based Medicine (Austin, Texas, EEUU). La betacelulina, el EGFR y el HB-EGF 
solamente se evaluaron en 23 muestras de pacientes que fueron incluidos posteriormente en el estudio. 

Análisis estadístico 35 

Usando una prueba exacta de Fisher y un rango logarítmico, se comparó la tasa de respuesta y la supervivencia 
libre de progreso (PFS), respectivamente, definida como el período de tiempo transcurrido entre la primera infusión 
de cetuximab y la determinación del progreso de la enfermedad confirmado radiológicamente, entre los pacientes 
con tumores KRAS salvajes o mutados tratados con una combinación de cetuximab y FOLFIRI. 

Todos los análisis estadísticos de los resultados de los análisis IHC, con microseries y proteómico (véanse los 40 

métodos complementarios) se realizaron con los programas Bioconductor15 y SAS, versión 9.1. Estos análisis 
exploratorios fueron vistos como generadores de hipótesis. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un método in vitro para predecir la probabilidad de que un paciente que padece un cáncer colorrectal (CRC) 
KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cáncer colorrectal metastásico (mCRC), que es un candidato para un 
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, responda al tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR, que comprende 5 

determinar el nivel de genes o productos génicos de pronóstico en una muestra de tejido obtenida del paciente 
sometiendo una muestra de ácidos nucleicos del tumor del paciente a una PCR, un análisis con series de ARN o 
ADN o una herramienta o un aparato de diagnóstico comparable, donde 

(i) una expresión alta en comparación con un valor de referencia de un gen seleccionado entre ADAMDEC1, 
BSDC1, C1orf144, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC1O, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2, 10 

IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1, 
ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, GPSM2, 
HDAC2, JUN, ME3, MED17, MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, PSMG1, 
RAB15, RAB40B, RNF43, RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, 
PGM2L1, STK38 o SHROOM2 o un producto de éste es una indicación de que es probable que el paciente 15 

responda al tratamiento, y 

(ii) una expresión alta en comparación con un valor de referencia de un gen seleccionado entre C7orf46, 
CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, 
RPA1,RPL22L1, SKP1, SLC25A27, SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, 
CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, 20 

EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS, PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, 
CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, 
SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA o UBE2K o un producto de éste 
es una indicación de que es probable que el paciente no responda al tratamiento, donde el valor de referencia se 
define a partir de una o más funciones o propiedades clínicas específicas y/o un perfil de expresión específico y se 25 

obtiene de un paciente o un grupo de pacientes de referencia donde se expresa una cantidad escasa o nula del gen 
o el producto génico, donde los genes o los productos génicos de pronóstico abarcan al menos VAV3 y TGFa. 

2. El método de la reivindicación 1, donde el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR es una terapia de 
primera línea y los genes o los productos génicos del grupo (i) abarcan uno o más de los siguientes: ADAMDEC1, 
BSDC1, C1orf144, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2, 30 

IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1, 
VAV3 o ZFYVE26, y los del grupo (ii) abarcan uno o más de los siguientes: C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, 
INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1, RPL22L1, SKP1, SLC25A27, 
SLC25A46, SOCS6, TPD52, TGFA, ZDHHC2 o ZNF654. 

3. El método de la reivindicación 1, donde el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR es una terapia 35 

combinada con un agente quimioterapéutico que se administra una vez que en el paciente se ha desarrollado un 
tumor quimiorrefractario, los genes o los productos génicos del grupo (i) abarcan uno o más de los siguientes: 
RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, GPSM2, HDAC2, 
JUN, ME3, MED17, MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, PSMG1, RAB15, 
RAB40B, RNF43, RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, PGM2L1, STK38 40 

o SHROOM2, y los del grupo (ii) abarcan uno o más de los siguientes: ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, 
PLLP, RALBP1, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, 
GCNT2, MTHFS, PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, 
HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, 
TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBE2K. 45 

4. El método de la reivindicación 3, donde la respuesta clínica global (OR) se determina como una respuesta 
parcial versus una enfermedad estable o progresiva, los genes del grupo (i) abarcan uno o más de los siguientes: 
VAV3, RGMB o SPIRE2, y los del grupo (ii) abarcan uno o más de los siguientes: ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, 
CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, 
SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFa, VAPA o UBE2K, o los productos de la 50 

expresión de cualquiera de ellos. 

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde el valor de referencia es un valor umbral para la 
expresión de un gen control o la relación entre la expresión de los genes del grupo (i) y la expresión de los genes del 
grupo (ii), o bien es un valor umbral para la expresión definido por parámetros específicos de la respuesta clínica o 
las condiciones específicas del tratamiento preliminar o actual, donde el parámetro de la respuesta clínica puede ser 55 
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la duración de la supervivencia libre de progreso (PFS), la duración de la supervivencia global (OS), una respuesta 
parcial (PR), una enfermedad estable (SD), una enfermedad progresiva (PD) o una combinación de éstas. 

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde se usan muestras de tejido tomadas del 
paciente antes del tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR o en su transcurso. 

7. El método de la reivindicación 6, donde el nivel de expresión de los genes o los productos génicos se 5 

compara con un valor obtenido antes del inicio del tratamiento. 

8. Un método in vitro para predecir la probabilidad de que un paciente que padece un cáncer colorrectal (CRC) 
KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cáncer colorrectal metastásico (mCRC), responda terapéuticamente 
ante un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, que comprende 

(a) determinar mediante abordajes y/o aparatos de diagnóstico en una muestra de biopsia de tejido tumoral o 10 

plasma del paciente el nivel de expresión de biomarcadores seleccionados del grupo (i), que consiste en 
ADAMDEC1, BSDC1, C1orf144, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, 
GOSR2, IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, 
URM1, ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, 
GPSM2, HDAC2, JUN, ME3, MED17, MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, 15 

PSMG1, RAB15, RAB40B, RNF43, RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, 
PGM2L1, STK38, SHROOM2, y/o el grupo (ii), que consiste en C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2, 
KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1, RPL22L1, SKP1, SLC25A27, 
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1, 
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS, 20 

PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPA5, 
LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1, 
TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBE2K; 

(b) exponer ex vivo una muestra de tejido tumoral o plasma del paciente al anticuerpo anti-EGFR; 

(c) determinar nuevamente en la muestra de tejido del paso (b) el nivel de expresión de los uno o más 25 

biomarcadores mencionados en el paso (a); y 

(d) calcular la diferencia entre los niveles de expresión determinados en los pasos (b) y (c); 

donde un incremento en el nivel de expresión de los biomarcadores del grupo (i) obtenido en el paso (c), en 
comparación con el paso (a), está asociado a una mayor probabilidad de que el paciente responda terapéuticamente 
ante el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR, donde un incremento en el nivel de expresión de los biomarcadores 30 

del grupo (ii) obtenido en el paso (c), en comparación con el paso (a), está asociado a una menor probabilidad de 
que el paciente responda terapéuticamente ante el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR, y donde los 
biomarcadores abarcan al menos VAV3 y TGFa. 

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, donde también se determina el nivel de expresión de 
los biomarcadores AREG o EREG. 35 

10. El método de la reivindicación 9, donde se determina el nivel de expresión de los siguientes biomarcadores: 

(i) VAV3, TGFA, AREG y opcionalmente EGF; o 

(ii) VAV3, TGFA, EREG y opcionalmente EGF. 

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-10, donde el paciente padece un tumor KRAS salvaje 
donde se expresa el EGFR y además presenta una mutación en el EGFR en el tejido tumoral. 40 

12. El método de la reivindicación 11, donde la mutación en el EGFR es un polimorfismo R521K 

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-12, donde el anticuerpo anti-EGFR es C225 (cetuximab). 

14. El uso de biomarcadores genéticos seleccionados entre ADAMDEC1, BSDC1, C1orf144, CAPZB, CDC42, 
DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2, IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, 
LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1, ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, ABCC5, 45 

ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAM6, ETS2, FMNL2, GPSM2, HDAC2, JUN, ME3, MED17, MYB, 
MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, PSMG1, RAB15, RAB40B, RNF43, RPS23, 
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SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, PGM2L1, STK38, SHROOM2, C7orf46, 
CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1, 
RPL22L1, SKP1, SLC25A27, SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, 
EDEM3, PLLP, RALBP1, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, C11orf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, 
FLRT3, GCNT2, MTHFS, PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, 5 

GOLT1B, HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, 
TERF2IP, TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA o UBE2K, opcionalmente en combinación con AREG y/o 
EREG, para predecir la eficacia farmacéutica y/o la respuesta clínica en un paciente que padece un cáncer 
colorrectal (CRC) KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cáncer colorrectal metastásico (mCRC), ante un 
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, donde la predicción es el resultado del cálculo de las diferencias entre el 10 

nivel de expresión y un valor umbral determinado a partir de parámetros clínicos subyacentes, y donde los 
biomarcadores genéticos abarcan al menos VAV3 y TGFa. 

15. El uso de la reivindicación 14, donde la proteína que es el producto de la expresión se analiza en un fluido 
corporal del paciente, incluyendo el plasma. 

16. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 14 ó 15, donde el tratamiento evaluado es un tratamiento de 15 

primera línea. 

17. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 14-16, donde el tratamiento evaluado es un tratamiento donde 
se combina un anticuerpo anti-EGFR con un agente quimioterapéutico y el paciente presenta un cáncer 
quimiorrefractario. 

18. El uso según cualquiera de las reivindicaciones 14-17, donde el anticuerpo anti-EGFR es c225 (cetuximab). 20 
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