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DESCRIPCION
Biomarcadores y métodos para determinar la eficacia de anticuerpos anti-EGFR en la terapia del cancer
CAMPO DE LA INVENCION

La invencion esta 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 canceres donde se expresa el EGFR. La
invencion también esta relacionada con la prediccion de la sensibilidad o la resistencia de un paciente que padece
un cancer donde se expresa el EGFR a un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR especifico. La invencion
preferiblemente esta relacionada con la identificacion de biomarcadores que posibilitan una mejor predicciéon del
resultado clinico de un tratamiento con anticuerpos anti-EGFR en pacientes con tumores KRAS salvajes. En este
contexto, la invencion especialmente esta relacionada con el anticuerpo anti-EFGR c225/cetuximab (Erbitux®) y su
uso en pacientes que padecen cancer colorrectal (CRC).

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Los anticuerpos monoclonales suelen usarse para tratar el cancer. Debido se trata de fArmacos costosos para las
instituciones médicas nacionales y tienden a provocar efectos secundarios indeseables que representan una carga
adicional y mas estrés para los pacientes con enfermedades graves, frecuentemente terminales, resultaria
conveniente poder saber con anticipacion si el tratamiento de un paciente con un anticuerpo farmacolégico
especifico puede mejorar o incluso curar su afeccion. Actualmente, hay algunos parametros clinicos e histologicos
que pueden usarse para obtener un prondstico del éxito del tratamiento de una enfermedad con un farmaco o un
régimen de tratamiento especifico. 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 farmaco o un tratamiento
especifico util para mejorar el estado clinico de un paciente con cancer puede ser menor o nula en otro paciente
afectado por el mismo trastorno. Por ejemplo, los pacientes que padecen cancer colorrectal pueden responder a un
anticuerpo farmacologico especifico de manera diferente. En el peor de los casos, determinados pacientes pueden
no responder en absoluto a un farmaco, mientras que en otros puede desarrollarse una respuesta terapéutica
satisfactoria, dependiendo del patrén genético y la disposicion de los tumores.

Aunque merced a la biologia molecular y la bioquimica modernas se han descubierto cientos de genes cuyas
actividades influyen en el comportamiento de las células tumorales, el estado de su diferenciacion y su sensibilidad o
su resistencia a determinados farmacos terapéuticos, por ejemplo, anticuerpos, generalmente no se ha estudiado el
estado de estos genes para tomar decisiones clinicas sobre los tratamientos farmacolégicos. Una excepcion es el
uso de la expresion de la proteina ErbB2 (Her2) en carcinomas de mama para seleccionar pacientes para un
tratamiento con el antagonista de Her2 Herceptin® (Genentech). Otra excepcion es el descubrimiento de que las
mutaciones en el gen KRAS en tumores donde se expresa el EGFR estan asociadas a la falta de sensibilidad o
respuesta a los anticuerpos anti-EGFR (Allegra et al., 2009, J. Clin. Oncol., publicacién electrénica previa a la
impresion).

En el ambito clinico se necesitan nuevos marcadores de prondstico y predictivos que faciliten la seleccién de los
pacientes para la terapia y posibiliten una mejor prediccion de la respuesta delos pacientes ante los tratamientos, por
ejemplo, moléculas pequefias o bioldgicas. La clasificacion de las muestras de los pacientes es un aspecto crucial
del diagnéstico y el tratamiento del cancer. La asociacion de la respuesta de un paciente a un tratamiento con
marcadores moleculares o genéticos puede ser Util para abrir nuevas oportunidades para el desarrollo de
tratamientos en los pacientes que no responden o seleccionar un tratamiento determinado entre otras opciones
debido a una mayor confianza en su eficacia. Ademas, mediante la preselecciébn de los pacientes que
probablemente respondan apropiadamente ante un medicamento, una combinacién de medicamentos o un régimen
especifico, puede disminuirse la cantidad de pacientes necesarios en los estudios clinicos o pueden acelerarse los
programas de desarrollo clinico.

El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) y sus efectores de sefializacion ulteriores, particularmente
los miembros de la via Ras/Raf/MAP quinasa, tienen una participacion importante en la biologia 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
(ERBITUX®) y el panitumumab (VECTIBIX®)

El anticuerpo anti-EGFR c¢225 (cetuximab), una IgGl 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). Ademas, se ha
comprobado que la combinacion del anticuerpo anti-EGFR ¢225 con un segundo anticuerpo humanizado anti-EGFR,
matuzumab (Mab h425) tiene un efecto sinérgico en modelos in vitro: una indicaciéon de que, aunque estos dos
anticuerpos estan dirigidos al mismo receptor, se unen a epitopos 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 pequefias inhibidoras correspondientes, se desarrolla una erupcién cutanea mas o
menos grave poco después del inicio del tratamiento. Aunque ésta suele ser tolerable y manejable, la dosificacion
debe ser interrumpida o disminuida en aproximadamente 10% de los pacientes debido a sintomas graves, e incluso
puede ser necesario finalizar el tratamiento. A partir de la asociacion cada vez mas evidente entre la toxicidad
cutanea y los resultados clinicos favorables obtenidos con los inhibidores del EGFR, se ha concluido que esta
erupcion es una toxicidad deseable, aunque evidentemente podria resultar problematica y podria limitar la utilidad de
estos agentes. En cualquier caso, la aparicion de una erupcion cutdnea durante un tratamiento con un anticuerpo
como el cetuximab puede tomarse como un indicador sustituto confiable de una respuesta terapéutica.

Sin embargo, el uso de la aparicion de una erupcién cutanea como indicador sustituto no es 6ptimo, debido a que es
imposible identificar los pacientes con cancer que generalmente no responderan al tratamiento con anticuerpos anti-
EGFR antes de haberles administrado el farmaco durante un periodo determinado.

Por lo tanto, el descubrimiento de que una mutacion en el gen KRAS (codoén 12/13) y el producto de su expresion en
los tumores donde se expresa el EGFR son responsables de la insensibilidad al tratamiento del cancer colorrectal
metastasico con inhibidores del EGFR puede considerarse una mejora en la capacidad de prediccion 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 cancer colorrectal metastasicos con un nivel de expresion alta de los genes de la
epirregulina y la ampirregulina y los pacientes con tumores KRAS salvajes tienen mas probabilidades de responder
apropiadamente ante un tratamiento con cetuximab.

Baker et al. (J. of Clinical Oncology, vol. 26, N° 15S, 3512, 20 de Mayo de 2008) describieron la evaluacion de la
expresion delos genes tumorales y las mutaciones en KRAS en tejido de tumores FFPE como marcadores
predictivos de la respuesta al cetuximab en el cancer colorrectal metastasico.

Tejpar et al. (Gastrointestinal Cancer Symposium, ASCO, US, 1° de Enero de 2008, p. 1-3) indicaron que la
anfirregulina y la epirregulina se expresan notablemente en los primordios colorrectales KRAS salvajes, lo cual
puede ser Util para predecir la respuesta y el beneficio en la supervivencia después de un tratamiento con cetuximab
e irinotecan para enfermedades metastasicas.

Harbinson et al. (“en respuesta”, J. of Clinical Oncology, 2008, vol. 26, N° 13, paginas 2230-2231), en la publicacion
Expression of Epiregulin and Amphiregulin and KRAS mutation status predict disease control in metastatic colorectal
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 seleccién de los pacientes para
regimenes especificos para tratar el cancer en funcién de marcadores genéticos y/o patogénicos, de modo tal de
optimizar el resultado. En el contexto del tratamiento de los tumores donde se expresa el EGFR con anticuerpos
anti-EGFR que inhiben su crecimiento, seria Util poder determinar cudles pacientes responderan 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.

Por ende, existe la necesidad de analisis, métodos y herramientas de diagnéstico donde se usen biomarcadores que
puedan proveer rapidamente informacion 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 INVENCION

En la invencion se proveen biomarcadores predictivos para determinar la eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el
tratamiento de un cancer.
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En una forma de realizacion de la invencion, se describen biomarcadores especificos que pueden usarse para
predecir antes de la administracién en un paciente la eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el tratamiento de
tumores en pacientes KRAS salvajes o en pacientes con una mutacién en el gen KRAS.

En otra forma de realizacién de la invencién, se describen biomarcadores especificos que pueden usarse para
predecir mas exactamente la eficacia o el grado de eficacia de un anticuerpo anti-EGFR en el tratamiento de
tumores KRAS no mutados (KRAS salvaje) en los pacientes, que estadisticamente tienden a responder de manera
positiva a una terapia con anticuerpos anti-EGFR, aunque esto no es necesariamente valido a nivel individual.

Otra forma de realizacién de la invencién esta 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 cancer colorrectal (CRC), preferiblemente cancer colorrectal
metastasico (NCRC), cancer de células escamosas en cabeza y cuello (SCCHN) o cancer pulmonar no microcitico
(NSCLC).

En una forma de realizacion especifica de la invencién, se describen biomarcadores predictivos del éxito o el fracaso
de una terapia con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) sobre un tumor (solido o metastéasico).

En una forma de realizacién preferida de la invencion, se describen biomarcadores predictivos del éxito o el fracaso
de una terapia con el anticuerpo anti-EGFR cetuximab (Erbitux®) en tumores de CRC, mCRC, SCCHN o NSCLC
(s6lidos o metastasicos).

En una forma de realizacion preferida de la invencion, 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
(sélidos o metastasicos), donde los pacientes afectados preferiblemente presentan un patron de genes KRAS
salvajes.

En otra forma de realizacion, la invencién estéa relacionada con un método in vitro para predecir, mediante medios de
diagndstico y/o aparatos de diagnéstico, 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, respondera o no al tratamiento
con el anticuerpo anti-EGFR.

Segun la invencién, el método comprende determinar el nivel de expresion de uno o mas genes o productos génicos
de pronéstico en una muestra de tejido obtenida de un paciente, donde una expresién alta o baja, en comparacién
con un valor de referencia clinico relevante, es una indicacion de la probabilidad de que el paciente responda o no al
tratamiento.

Segun la invencién, los genes o los productos génicos que presentan una expresion alta en una muestra de un
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, Clorf144, CAPZB,
CDC42, DHCR7, DNAJCS8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2, IMPDH1, KLHL21, KPNAS,
KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1, ZFYVE26, RGMB, SPIRE2,
ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAM5, CEACAMS6, ETS2, FMNL2, GPSM2, HDAC2, JUN, ME3, MED17,
MYB, MYC, NEBL, NOSIP, PITX2, POF1B, PPARG, PPP1R14C, PRR15, PSMGI, RAB15, RAB40B, RNF43,
RPS23, SLC44A3, SOX4, THEM2, VAV3, ZNF337, EPDR1, KCNK5, KHDRBS3, PGM2L1, STK38 0 SHROOM2.

Segun la invencién, los genes o los productos génicos que presentan una expresion alta en una muestra de un
tumor de un paciente y que pueden estar asociados a una probabilidad baja de responder o0 no a un tratamiento con
un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab, se seleccionan entre C70rf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1,
INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPAL, RPL22L1, SKP1, SLC25A27,
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1,
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, Cllorf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS,
PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPAS5,
LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIALL,
TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBEZ2K, y son una indicacion de que el paciente probablemente no
respondera al tratamiento, en comparacion con un valor de referencia.

En otra forma de realizacion de la invencion, los biomarcadores preferidos que presentan una expresion superior al
promedio y son una indicacion 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,
SHROOMZ2, STK38, RGMB, SPIRE2, VAV3 o los productos de su expresion.

En otra forma de realizacién de la invencion, los biomarcadores preferidos que presentan una expresion superior al
promedio y son una indicacién 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, DNAJBY,
GOLT1B, HSPA5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCSS5,
TERF2IP, TIALL, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA, UBE2K o los productos de su expresion.

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

En otra forma de realizacion, se aplica un método donde se usa al menos un primer biomarcador que se expresa de
manera considerable o alta, seguin se indicé con anterioridad y en las reivindicaciones, que es un indicador de que el
paciente probablemente responderd o respondera mejor ante un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR,
preferiblemente cetuximab (en comparaciéon con un promedio clinico, una respuesta convencional y/o un valor de
expresion calculado a partir de una cohorte de pacientes promedio), y al menos un segundo biomarcador que se
expresa de manera considerable o alta, segun se indico con anterioridad y en las reivindicaciones, que es un
indicador de que el paciente probablemente responderd menos o no respondera al tratamiento con el anticuerpo
anti-EGFR, preferiblemente cetuximab (en comparacion con un promedio clinico, una respuesta convencional y/o un
valor de expresién calculado a partir de una cohorte de pacientes promedio).

En otra forma de realizacién, 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, respondera a un tratamiento con dicho anticuerpo anti-EGFR, que comprende determinar los niveles de
expresion de uno o mas de los biomarcadores especificos que se describieron antes o que se describirdn mas
adelante en la presente, en combinacién 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 expresién de un gen VAV3 y ARAG o
EREG o un producto de su expresion 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 realizacion especifica, se aplica un método que comprende determinar el nivel de expresion de un
gen VAV3 y ARAG o EREG o un producto de su expresion 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 realizacién preferida segun la invencién, se aplica un método que comprende determinar el nivel de
expresion de un gen TGFa y ARAG o EREG o un producto de su expresion 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 realizacion preferida segun la invencién, se aplica un método que comprende determinar el nivel de
expresion de un gen VAV3 y TGFa o un producto de su expresion 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 realizacién preferida segun la invencién, se aplica un método que comprende determinar el nivel de
expresion de un gen VAV3, TGFa y ARAG o EREG o un producto de su expresion 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 otro aspecto, la invencion esta relacionada con un método in vitro para predecir la probabilidad de que un
paciente que padece un cancer KRAS salvaje donde se expresa el EGFR responda terapéuticamente ante un
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab, que comprende

(€) determinar mediante abordajes y/o aparatos de diagnéstico en una muestra de biopsia de tejido tumoral o
plasma del paciente el nivel de expresion de biomarcadores seleccionados del grupo (i), que consiste en
ADAMDEC1, BSDC1, Clorfl44, 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, CEACAMS6, 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, SHROOM2, y/o el grupo (ii), que consiste en C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2,
KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1l, RPL22L1, SKP1, SLC25A27,
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1,
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, Cllorf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS,
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PIK3AP1, ST3GALl, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPAS5,
LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP, TIAL1,
TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBEZ2K;

(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 expresién de los uno o mas
biomarcadores mencionados en el paso (a); y

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

donde un incremento en el nivel de expresion de los biomarcadores del grupo (i) obtenido en el paso (c), en
comparacion con el paso (a),esta 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 expresion de los
biomarcadores del grupo (ii) obtenido en el paso (c), en comparacion con el paso (a),esta asociado a una menor
probabilidad de que el paciente responda terapéuticamente ante el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR.

En otro aspecto, la invencion esta relacionada con un método in vitro segun 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
mutacion en el gen EGFR en el tejido tumoral. En una forma de realizacién especifica, esta mutacion es responsable
de la erupcién cutanea asociada a la administracion del anticuerpo anti-EGFR, preferiblemente cetuximab. Esta
mutacion preferiblemente provoca un polimorfismo R521K en el EGFR.

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1. Genes cuya expresion en las muestras de referencia estd asociada significativamente al control de la
enfermedad después de seis semanas de monoterapia con cetuximab en pacientes con un gen KRAS salvaje
(p<0,002, prueba t moderada). Basado en el estudio EMR 62202-045 (tratamiento de primera linea de CRC
metastasico).

Figura 2. Genes cuya expresion en las muestras de referencia esta 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 linea de CRC metastasico).

Figura 3. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan), analisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresion en las muestras de
referencia esta asociada significativamente a una respuesta global superior (p<0,002, prueba t de Welch).

Figura 4. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan). Genes cuya expresion en las muestras de referencia esta asociada significativamente a una
respuesta global superior (p<0,002, prueba t de Welch).

Figura 5. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan), analisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresion en las muestras de
referencia estd asociada significativamente a la duracion de la supervivencia global (p<0,002, regresion de riesgos
proporcionales de Cox).

Figura 6. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan). Genes cuya expresion en las muestras de referencia esta asociada significativamente a la
duracion de la supervivencia global (p<0,002, regresién de riesgos proporcionales de Cox).

Figura 7. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan). Genes cuya expresion en las muestras de referencia esta asociada significativamente a la
duracion de la supervivencia libre de progreso (p<0,002, regresion de riesgos proporcionales de Cox).

Figura 8. Estudio EMR 62202-502 (tratamiento con cetuximab mas irinotecan en pacientes con CRC metastasico
refractario a irinotecan), analisis de pacientes con un gen KRAS salvaje. Genes cuya expresion en las muestras de
referencia esta asociada significativamente a la duracion de la supervivencia libre de progreso (p<0,002, regresion
de riesgos proporcionales de Cox).

Figura 9. Conjuntos de sondas Affymetrix usadas para evaluar el grado de contaminacion del tejido hepatico en
biopsias tumorales.
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Figura 10. Asociacién entre la expresion 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 logaritmicas
representan los niveles medios de expresion logz de los pacientes con una enfermedad controlada menos los de los
pacientes con una enfermedad progresiva, ajustados en funcién del grado de contaminacion hepatica de las
muestras.

Figura 11. Cuarenta y siete conjuntos de sondas cuya expresion estuvo asociada a una respuesta global superior
como resultado del tratamiento desde el inicio hasta la semana 4. Los valores de las proporciones logaritmicas
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 funcion del grado de contaminacion hepatica
de las muestras.

Figura 12. Genes candidatos cuya expresion estuvo asociada a una respuesta global superior como resultado del
tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4. Los valores de las proporciones logaritmicas 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 funcion del grado de contaminacién hepatica de las muestras.

Figura 13. Asociacion entre la expresion basal de genes candidatos y el control de tumores KRAS salvajes en la
semana 6. Los valores de las proporciones logaritmicas son los niveles medios de expresion logz de los pacientes
con una enfermedad controlada menos los de los pacientes con una enfermedad progresiva, ajustados en funcién
del grado de contaminacién hepatica de las muestras.

Figura 14. Resultados del andlisis estadistico de la evaluacién 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
el tratamiento y la respuesta en la semana 6 en todos los pacientes y en los pacientes con tumores KRAS salvajes.
En cada andlisis, se proveen los valores de las proporciones logz, p y q para cada proteina analizada. Los valores de
las proporciones logz representan la diferencia media entre las concentraciones logz entre la semana 4 y el inicio
(cambio general) o la diferencia entre los individuos que respondieron y los que no lo hicieron (asociacién a la
respuesta).

Figura 15. Anticuerpos usados como reactivos y condiciones para el andlisis inmunohistoquimico.

Figura 16. Identificacion de muestras de ARN con una contaminacion hepatica alta (verde), media (roja) o baja
(negra) en funcion de la expresion de genes propios del cancer colorrectal (recuadros azules) o el higado normal
(recuadros purpura). La escala de colores refleja la intensidad de la sefial absoluta después de la normalizacion.

Figura 17. Asociacion entre los cambios en la expresion como resultado del tratamiento, desde el inicio hasta la
semana 4, y una respuesta global superior (respuesta parcial versus enfermedad estable mas enfermedad
progresiva). Se representan 47 conjuntos de sondas con p<0,002. Los nombres de los genes, seguidos por la
identificacion del elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La intensidad representa la proporcién logz de la
expresion génica en la semana 4 con relacién a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad progresiva, SD: enfermedad
estable, PR: respuesta parcial.

Figura 18. Asociacion entre los cambios en la expresion de genes candidatos como resultado del tratamiento, desde
el inicio hasta la semana 4, y una respuesta global superior (respuesta parcial versus enfermedad estable mas
enfermedad progresiva). Los nombres de los genes, seguidos por la identificacion del elemento, se proveen a la
derecha de la imagen. La intensidad representa la proporcion logz de la expresion génica en la semana 4 con
relacion a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial.

Figura 19. Asociacidn entre la expresion inicial de genes candidatos y el control de la enfermedad (respuesta parcial
mas enfermedad estable versus enfermedad progresiva) en tumores KRAS salvajes. Los nombres de los genes,
seguidos por la identificacion del elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La intensidad representa la
proporcion logz de la expresion génica en la semana 4 con relacién a la inicial. Abreviaturas: PD: enfermedad
progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial.

Figura 20. Correlacion 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. Analisis inmunohistoquimico de la expresién de marcadores asociados a la ruta de sefalizacion del EGFR
en muestras de piel (A) y tumores (B). Cambios entre las muestras apareadas en la semana 4/el inicio.

Figura 22. Proporcion de pacientes con una enfermedad sin progreso en funcién de la duracion de la supervivencia
libre de progreso, en meses, en funcién del estado de la mutacién en KRAS en los tumores.
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Figura 23. Asociacion entre la expresion de genes de referencia y el control de la enfermedad (respuesta parcial mas
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 identificacion del
elemento, se proveen a la derecha de la imagen. La escala de colores refleja la proporcion log2 para cada elemento,
con relacion a la media de cada conjunto de sondas en todas las muestras. Abreviaturas: PD: enfermedad
progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial.

Figura 24. Nivel de expresion de AREG (elemento 205239 at), EREG (elemento 205767_at) y TGFA (elemento
205016_at) en muestras de referencia, en funcién 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 asociacién al control de la enfermedad (PR: respuesta parcial, SD: enfermedad estable,
PD: enfermedad progresiva).

Figura 25. Asociacion entre los cambios en la concentracién de las proteinas 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, méas enfermedad progresiva, PD) en 45 pacientes de la poblacion con intencién de tratar
(ITT) (panel A) y 24 pacientes de la ITT con tumores KRAS salvajes (panel B). Se representan todas las proteinas
con p<0,01. La intensidad de cada elemento representa la proporcion logz entre la concentracion de las proteinas en
la semana 4 y la concentracion al inicio del estudio.

Figura 26. Diagramas de recuadros donde se representa la asociacion 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
azules: estado de la mutacion desconocido. Los valores de p se basan en pruebas t de Welch.

Figura 27. Grafico de Kaplan-Meier donde se representan las funciones de la distribucion de la supervivencia libre de
progreso determinadas en estratos en funciéon de la expresion de VAV3. Los pacientes fueron clasificados como
poseedores de una expresion alta o baja de VAV3 en funciéon de la observacion de un nivel de expresion de VAV3
inicial superior o inferior al medio, respectivamente. El valor de p se obtuvo con un modelo de riesgos proporcionales
de Cox.

Figura 28. Diagrama de Kaplan-Meier donde se representan las funciones estimadas de la distribucion de la
supervivencia global, determinadas en estratos en funcion de la expresion de VAV3. Los pacientes fueron
clasificados como poseedores de una expresion alta o baja de VAV3 en funcién de la observacion de un nivel de
expresion de VAV3 inicial superior o inferior al medio, respectivamente. El valor de p se obtuvo con un modelo de
riesgos proporcionales de Cox.

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

Figura 30. VAVS interactta con el EGFR activado. Después de transfectar células HEK 293 con VAV3 y el EGFR,
solos o combinados, se las lisé y se las sometié a una inmunoprecipitacion (IP) y una transferencia Western (WB).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

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

Se realizd una investigacion exhaustiva sobre biomarcadores Utiles para predecir la respuesta ante el cetuximab
para identificar los pacientes que se beneficiarian mas significativamente con el tratamiento. Al evaluarse la
expresion del EGFR en los tumores con un analisis inmunohistoquimico, se demostré que no era un biomarcador Util
para determinar la eficacia de los tratamientos para el CRC guiados al EGFR. Se obtuvieron resultados mas
prometedores para las mutaciones en el gen KRAS, que codifica una proteina que se une a GDP/GTP que conecta
la activacion de un receptor dependiente de un ligando y las vias intracelulares de la cascada de sefializacion del
EGFR. Mediante diversos estudios clinicos donde se evalué el estado de la mutacion en KRAS, que abarcaron dos
estudios aleatorios de un tratamiento de primera linea para el CRC metastasico (MCRC), EMR 62202-047 y EMR
62202-013, y el estudio con distribucion aleatoria C0.17 (donde se evalu6 una monoterapia con cetuximab en
pacientes con cancer colorrectal metastasico que no habian podido ser tratados con quimioterapia), se demostro
que el estado de la mutacion en el codon 12/13 de KRAS es util para predecir la actividad del cetuximab en el CRC.
Se observaron respuestas tumorales predominantemente en aquellos subgrupos de pacientes que tenian tumores
KRAS salvajes, mientras que aquellos con tumores con KRAS mutado en el codén 12/13 no se beneficiaron con la
terapia con cetuximab. Por ende, el estado de la mutacion en el gen KRAS parece ser un biomarcador Util para
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predecir la actividad del cetuximab sobre el CRC, con el cual podrian 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 fraccion sustancial de ellos progresa tempranamente y tiene una
supervivencia global breve.

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

Se realizaron andlisis con microseries en biopsias frescas de metéastasis de higado congelado en dos estudios del
CRC donde se us6 cetuximab, EMR 62202-502 y EMR 62202-045, para identificar los genes cuya expresion esta
asociada a la respuesta, la supervivencia libre de progreso o la supervivencia global en la poblaciéon general de
pacientes y en los pacientes con tumores KRAS salvajes. La expresion de estos genes podria ser Gtil como un
biomarcador predictivo de la eficacia del tratamiento con cetuximab en el CRC y para identificar mejor los pacientes
mas favorecidos por el tratamiento con cetuximab en el CRC.

La expresion 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 vy facilitar las decisiones de tratamiento en la
clinica, es decir, si un paciente va a recibir o no cetuximab u otro anticuerpo terapéutico anti-EGFR. A continuacién
se detalla la aplicacion clinica practica.

1. Se analiza la expresién del ARNm de estos genes en tejidos fijados con formalina y embebidos en parafina
(FFPE) o biopsias tumorales frescas (estas Ultimas deben estar congeladas directamente en nitrégeno liquido o
sometidas posteriormente a un tratamiento apropiado del ARN para conservar la integridad del ARN). Las biopsias
pueden obtenerse de un tumor primario 0 una metastasis. El analisis de la expresion del ARNm puede basarse en
métodos de PCR (por ejemplo, una PCR en tiempo real o una qPCR), usando cebadores especificos para la
amplificaciéon del gen de interés o mediante hibridacion del ARNm del gen de interés con sondas de hibridacién
inmovilizadas especificas del gen en series de genes.

2. Se analiza la expresioén de las proteinas producidas por estos genes a partir de muestras de tumores FFPE
o biopsias tumorales frescas (estas Ultimas congeladas directamente en nitrégeno liquido 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 metéastasis. El analisis de la expresion de las proteinas incluye métodos tales
como inmunohistoquimica, ensayos de inmunoabsorcion ligados a enzimas (ELISA), dispositivos Luminex,
transferencias, la deteccién de las proteinas sobre membranas o espectrometria de masa.

La expresién de las proteinas solubles puede analizarse en el plasma o el suero, por ejemplo, con un ELISA, un
dispositivo Luminex o una espectrometria de masa.

Para establecer un protocolo de diagndstico para la practica clinica, se evalGa el nivel de expresiéon uno o mas genes
o proteinas candidatas normalizado en funcion de la expresion de otros genes o proteinas (o una combinacion de
genes y proteinas) en una misma biopsia con un método idéntico. La “normalizaciéon” de los genes o las proteinas
puede basarse en el uso de genes de mantenimiento celular, de los que se sabe que presentan una variacién muy
baja entre los pacientes. Como alternativa, puede evaluarse la relacion entre el nivel de expresion de un gen o una
proteina (0 una combinacion de genes o proteinas) para un “buen pronéstico” (o el término equivalente usado para
designar el grupo “sensible”) y un “mal pronéstico” (por ejemplo, un grupo “resistente”). De esta manera, solamente
es necesario determinar el nivel de expresion de los genes o las proteinas relacionadas directamente con la eficacia
de la terapia anti-EGFR. Este abordaje da como resultado un rango dindmico alto y es independiente de los genes o
las proteinas de mantenimiento.

Antes de esto, es necesario fijar un umbral, es decir, la relacion entre los niveles de expresion de los marcadores
aplicados (descriptos con anterioridad) que debe ser alcanzada para tomar una decision positiva para el tratamiento
de un paciente con un anticuerpo anti-EGFR. Este umbral debe ser (til para distinguir de manera 6ptima entre los
pacientes que se beneficiaran con un tratamiento anti-EGFR y los que no lo haran. El umbral debe obtenerse a partir
de muestras “de referencia” de tumores de pacientes tratados con anticuerpos anti-EGFR. Posteriormente, el umbral
debe ser convalidado en un conjunto de muestras de tumores diferentes de una cantidad suficiente de pacientes
para verificar su utilidad en la seleccién de los pacientes que se beneficiardn mas con el tratamiento y la exclusion
de los pacientes que no lo haran.
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En dos estudios clinicos independientes (EMR 62202-502 y EMR 62202-045) del tratamiento de pacientes con CRC
con cetuximab, se determiné que la expresiéon de los genes que se describen en la presente esta asociada a la
respuesta, la supervivencia libre de progreso y/o la supervivencia general.

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

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

* Pueden descubrirse inconvenientes en la metodologia/comparacion.

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

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

actividad de Erbitux (MCRC, NSCLC).

* Mediante el estudio con Erbitux FLEX de Phlll, se determiné que la aparicion temprana de erupciones
cutaneas (primeros 21 dias) esta 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.
* La mutacién en BRAF parece ser un indicador de un prondstico malo en lugar de un marcador predictivo de

la eficacia de Erbitux.

* La expresion de AREG y EREG en el cancer colorrectal metastasico es independiente del estado de la
mutacion en KRAS.

* Puede obtenerse un poder predictivo mayor combinando el nivel de expresion de AREG y EREG con el
estado de la mutacion en KRAS.

El tratamiento con cetuximab seguln los experimentos de la invencion estuvo asociado a una regulacion negativa
sustancial de p-EGFR, p-MAPK y una proliferacién y una regulacion positiva sustancial de p27%i! y el nivel de p-
STAT3 en los queratinocitos basales. No hubo diferencias marcadas en estos efectos entre los diversos
cronogramas y niveles de administracion. La monoterapia con cetuximab solamente provocd respuestas en los
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 comparacion con los
pacientes con tumores KRAS mutados (rango logaritmico, p=0,048). Mediante el andlisis genémico/proteémico, se
identificaron marcadores candidatos asociados a la respuesta.

Se cree que este estudio de la fase | con dosis crecientes de cetuximab como monoterapia es el primer intento de
usar un analisis farmacogenémico/farmacoprotedmico para identificar biomarcadores predictivos antes del inicio de
un tratamiento con cetuximab para el cancer colorrectal metastasico sensible en un entorno de primera linea.

En otro estudio clinico (detallado en otra parte), se demostré que el cetuximab puede administrarse de manera
segura como una terapia de primera linea en pacientes con cancer colorrectal metastasico cada dos semanas, en
dosis de 400-700 mg/m?. La MTD no fue la dosis mas alta, y no hubo diferencias marcadas en la incidencia, la
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 analisis IHC para evaluar los biomarcadores farmacodinamicos, se
demostré que hubo una inhibicién consistente de las proteinas de sefializacion en la via del EGFR en todos los
grupos tratados con dosis crecientes. Esto fue un fundamento biolégico a favor de la equivalencia funcional de los
regimenes de dosificacion con una frecuencia de una o dos semanas.

Mediante andlisis con un solo brazo y estudios con distribuciones aleatorias en mCRC, se confirmé que el estado de
la mutacion 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 estd asociado estrechamente al estado salvaje*”'3. En este
estudio, se abordé por primera vez la influencia del estado de la mutacion en KRAS con una monoterapia con
cetuximab como tratamiento de primera linea para pacientes con mCRC. En concordancia con los resultados
obtenidos anteriormente con pacientes quimiorrefractarios tratados con cetuximab como agente Unico o en
combinacion con una quimioterapia®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 adicion 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
combiné cetuximab como tratamiento de primera linea con FOLFIRI y FOLFOX*12, respectivamente. Las respuestas
observadas en los pacientes con mCRC con tumores KRAS mutados tratados con cetuximab en combinacion con
una quimioterapia como tratamiento de primera linea probablemente se deban al efecto de la quimioterapia. En
general, la PFS fue significativamente mas prolongada entre los pacientes con tumores KRAS salvajes: una
indicacion de la importancia clinica del estado de la mutaciéon 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.
Por consiguiente, podrian identificarse nuevos biomarcadores predictivos para adaptar mas precisamente el
tratamiento para los pacientes que si lo haran. Recientemente se ha descripto el valor predictivo negativo de las
mutaciones en BRAF!® y PI3K!%20 y |a desregulacién de PTEN'%-2L, Otros marcadores moleculares potencialmente
asociados a la actividad clinica del cetuximab abarcan el nivel de expresiéon en los tumores del VEGF, la IL-8, el
EGFR y PTGS2 (COX2)?, el nivel del VEGF en la circulacién durante el tratamiento®?, los polimorfismos
constitucionales en PTGS2 y EGFR?* y el estado de la mutacién en TP53 en los tumores?>.

Se estan desarrollando mas tecnologias de alto rendimiento para buscar biomarcadores predictivos para diversos
agentes anticancerigenos?®2°. En el caso del cetuximab, una expresion elevada de los genes de los ligandos del
EGFR AREG (anfirregulina) y EREG (epirregulina) en los tumores ha sido asociada a la actividad clinica en
pacientes con mCRC, tanto con microseries'®3° (en una poblacién no seleccionada y una poblacién con tumores
KRAS salvajes) como con una PCR cuantitativa con transcriptasa inversa3! (pacientes que recibieron cetuximab mas
irinotecan). Asimismo, en un estudio actual de primera linea, la expresion de AREG y EREG parece ser alta en los
tumores de pacientes con una enfermedad sin progreso, tanto en la poblacion general como en el subgrupo con
tumores KRAS salvajes. En contraste, la expresion del gen TGFa (que codifica el TGF-a) fue menor en los pacientes
con una enfermedad sin progreso. Mediante el analisis de la expresion génica global en tumores KRAS salvajes, se
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 mas detalladamente el valor de estos biomarcadores potenciales en la
mejora de la prediccién de la eficacia del cetuximab en mCRC KRAS salvaje.

Mediante el andlisis Luminex de las proteinas en el plasma, se observé un incremento importante en el nivel de la
anfirregulina y el TGF-a durante una monoterapia con cetuximab, una tendencia que también se observé para el
EGF. La regulacién positiva de estos ligandos del EGFR podria ser una reaccién de compensacion a la inhibicion del
EGFR. Curiosamente, el incremento en el nivel de la anfirregulina fue significativamente menor en los pacientes que
respondieron al tratamiento con cetuximab. Se observé una disminucion significativa en el nivel del antigeno
carcinoembrionario y los antigenos del cancer 125 y 19-9 con la monoterapia con cetuximab entre los individuos que
respondieron. Sorprendentemente, la disminucién 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 proliferacién y la supervivencia de las células tumorales y tiene efectos profundos en el microambiente
tumoral®2. La IL-8 parece ser un biomarcador predictivo de la eficacia del cetuximab.

Ademas, segun la invencién, pudo detectarse una interaccién directa entre el EGFR y VAV3 cuando ambos EGFR y
VAV3 se expresaron en células HEK 293. Esto es una indicacion de una participacion directa y excepcional de VAV3
en la sefializacién del EGFR y una relacion directa entre los niveles de expresién altos observados para VAV3 y la
modulacion de la actividad de la terapia anti-EGFR con cetuximab.

En la invencién se demuestra por primera vez que el tratamiento (con una frecuencia de una o dos semanas) con
anticuerpos anti-EGFR, preferiblemente cetuximab como Unico agente en un entorno de primera linea, beneficia los
pacientes con mMCRC y tumores KRAS salvajes. Ademas, mediante el andlisis de la expresion génica global de este
estudio de la fase temprana, se obtuvieron resultados de interés con relacién a la expresion de determinados genes
y la actividad clinica del cetuximab. A partir de estas observaciones, pudo realizarse una convalidacion en mas
pacientes usando metodologias diferentes. Los resultados de estos estudios fueron una base racional para optimizar
el tratamiento de los pacientes que padecen diversos tipos de canceres, especialmente CRC o mCRC, con
cetuximab o anticuerpos anti-EGFR con una actividad similar.

Analisis inmunohistoquimico 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
farmacodinamicos de los marcadores en hasta 35 pacientes. Se observé una regulacion negativa sustancial de p-
EGFR, p-MAPK vy la proliferacion (mediante una coloracion para Ki67) después de 4 semanas, en comparacion con
las muestras de referencia. En paralelo, se observé una regulacion positiva sustancial de p27%iPl y p-STAT3. Cuando
se evaluaron diversos cronogramas de administracion 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
observo una disminucién en la proliferacion y una regulacién negativa profunda de p-EGFR y p-MAPK en las células
tumorales después de la terapia (figura 21B). Sin embargo, el nivel de p27KPl, p-STAT3 y p-AKT no se alterd
notablemente con el tratamiento con cetuximab (no se detallan los resultados). Debido a la cantidad pequefia 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.

Andlisis de la mutacién en KRAS

Se detectaron mutaciones en el coddn 12 6 13 de KRAS en 19/48 (40%) muestras de pacientes (G12V, 9 pacientes;
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
pacientes con tumores KRAS salvajes que en los pacientes con tumores KRAS mutados (figura 22, mediana: 9,4
versus 5,6 meses, proporcion de riesgo: 0,47, rango logaritmico p=0,048).

Anadlisis con microseries de la expresion génica

Se formaron hibridos 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 analisis posterior
debido a irregularidades en parametros relacionados con la calidad general, y se excluyeron otras 24 muestras
debido a la contaminacién de los tejidos del higado normal (figura 16, material suplementario). Después de la
exclusioén de los duplicados, hubo 62 conjuntos de matrices de resultados de 42 pacientes de la ITT disponibles para
el analisis (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 funcion de la
varianza, la intensidad de la sefial y la identificacion de la sonda (véanse los métodos complementarios). Asi, se
limitd el andlisis de la expresién 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 comparo6 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
distribucion delos valores de p (no se detallan los resultados) fue esencialmente la esperada por azar, una indicacién
de un perfil de la expresion génica predictivo de la respuesta ausente en la poblacién general. Sin embargo, al
restringir el andlisis 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 expresidn 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
(FDR) de 0,1 (la definicion de la FDR se detalla en la secciéon de métodos complementarios), se hallaron seis genes
asociados significativamente al control de la enfermedad (TNFRSF1B, p=6,90E-07; DNAJCS8, p=1,60E-06; ECSIT,
p=6,80E-06; GOSR2, p=3,90E-05, con una expresion mas alta en los pacientes con una enfermedad controlada; y
PPP1R9A, p=8,90E-07; KLK6, p=3,00E-05, con una expresion mas alta en los pacientes con una PD).

Se evaluaron los cambios en la respuesta asociados al tratamiento en funcién de los resultados en los pacientes con
muestras disponibles desde el inicio hasta la semana 4. No se observaron cambios en la expresion asociados
estrechamente al control de la enfermedad en la semana 6 (n=12), en comparacién con la PD (n=8). Al tener en
cuenta la combinacién 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 expresion inicial de
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 al'®. Vale destacar que el TGFA (TGF-L)
tuvo un patron de expresion reciproca (figuras 24 y 18). Entre otros genes conocidos por participar directa o
indirectamente en sefializacion del EGFR, los de los receptores ERBB y los ligandos ERBB3 (HER3) y ERBB2
(HER2) presentaron una tendencia a la regulacion negativa mas fuerte en los tumores con una PR como la mejor
respuesta global (figura 19).

Andlisis proteémico en el plasma

Se analiz6 la concentracion de 97 proteinas en muestras de plasma con tecnologia Luminex. El panel de proteinas
abarco ligandos del EGFR, otros factores de crecimiento, interleuquinas y otras proteinas candidatas. Durante la
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monoterapia con cetuximab, la disminucién en el nivelen el plasma de la interleuquina (IL)-8, la proteina inflamatoria
de los macréfagos (MIP)-10 y otros marcadores tumorales, tales como el antigeno carcinoembrionario o los
antigenos del cancer 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 concentracion de la anfirregulina en el
plasma fue significativamente (p<0,01) menor en los pacientes con una respuesta parcial a la monoterapia con
cetuximab (figura 25). También se determiné una asociaciéon a la respuesta en la semana 6 para el antigeno
carcinoembrionario, el antigeno del cancer 19-9, la IL-8 y la anfirregulina en el analisis restringido a los pacientes
con tumores KRAS salvajes (resultados de 24 pacientes, figura 25B). Ademas, se observd un incremento general
(independiente de la respuesta) en el nivel del TGF-a y el EGF y una disminucién en el nivel del EGFR soluble en el
plasma durante las primeras 4 semanas de la monoterapia con cetuximab.

Para los genes candidatos evaluados, se observo una asociacion entre el nivel de expresién y el éxito de la terapia
en los pacientes con cancer colorrectal metastasico (MCRC) tratados con cetuximab, donde VAV3 fue de particular
interés. En el estudio EMR 62202-502, un nivel de expresion elevado del ARNm de VAV3 en los tumores no
solamente estuvo asociado significativamente a una respuesta mejor ante el cetuximab en combinacion con
irinotecan (figura 26), sino que también estuvo asociado a la supervivencia libre de progreso (PFS) (figura 27) y la
supervivencia global (OS) (figura 28). Ademas, el nivel de expresion 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
expresion de VAV3 podria ser un biomarcador Gtil para predecir el resultado clinico de un tratamiento con cetuximab
en pacientes con CRC con tumores KRAS nativos, con el cual podria optimizarse la seleccién de los pacientes que
pudieran beneficiarse en mayor medida con una terapia con cetuximab.

Vale destacar que se pudo detectar una interaccion directa entre el EGFR y VAV3 cuando ambos EGFR y VAV3 se
expresaron en células HEK 293 (figura 30). Esto sugiere una participacion directa de VAV3 en la sefializacion del
EGFR y una relacién directa entre los niveles de expresion de VAV3 y la modulacién de la actividad de la terapia
anti-EGFR.

EJEMPLOS
Estudios clinicos

EMR 62202-502. En este estudio con una distribucion aleatoria, se aplicé una dosis creciente de cetuximab en
pacientes con mCRC donde se expresaba el EGFR que no habian podido ser tratados con irinotecan. Los pacientes
se distribuyeron al azar 22 dias después de iniciar la administracion de cetuximab, con 400 mg/m? como dosis inicial,
seguidos por 250 mg/m? por semana o 180 mg/m? cada dos semanas, de no observarse reacciones cutaneas con un
grado >1 ni reacciones con un grado >2 indicativas de tolerancia. La distribucién al azar se realiz6 entre una dosis
convencional de cetuximab (brazo A, 250 mg/m? por semana) y una dosis creciente (brazo B, donde la dosis del
cetuximab se incrementé en 50 mg/m? 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/m?). Los pacientes no distribuidos (brazo C)
fueron tratados con una dosis convencional de cetuximab. El objetivo primario fue comparar en biopsias de piel y
tumorales tomadas antes del tratamiento y en su transcurso el efecto de la dosis creciente sobre el EGFR y los
marcadores de sefializacién ulteriores con los resultados obtenidos con el régimen convencional con cetuximab. Los
objetivos secundarios abarcaron PK, eficacia, seguridad, tolerabilidad y analisis de biomarcadores en biopsias
tumorales y muestras de plasma. El estado de la mutacion en KRAS se analiz6 a partir de biopsias tumorales.

EMR 62202-045. En este estudio se examiné la seguridad y la farmacocinética de una administracion cada dos
semanas de cetuximab en pacientes con cancer colorrectal metastasico. Los objetivos secundarios abarcaron un
analisis de biomarcadores farmacodinamicos. Los pacientes recibieron una monoterapia con cetuximab durante 6
semanas, seguida por cetuximab mas FOLFIRI hasta observar el progreso de la enfermedad. Los pacientes en el
brazo control recibieron 400 mg/m? de cetuximab como dosis inicial, seguidos por 250 mg/m? por semana, y los
pacientes el en brazo tratado con dosis crecientes recibieron 400-700 mg/m? cada dos semanas. El estado de la
mutacion en KRAS se analizé a partir de biopsias tumorales.

Material tumoral para analizar la expresion génica (microseries)

EMR 62202-502. El material tumoral fue obtenido mediante una cirugia abierta, una endoscopia o una biopsia con
una aguja fina en el punto de partida (antes del tratamiento), el dia 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
instantaneamente en nitrégeno liquido.

EMR 62202-045. El material tumoral fue obtenido mediante una cirugia 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 instantaneamente en nitrégeno liquido.
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Perfil de expresion del ARN

Los procedimientos experimentales relacionados con el analisis con microseries se detallan en la seccién de
métodos complementarios. Brevemente, se homogenizaron biopsias de tumores congelados instantaneamente y se
extrajo el ARN total con RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden). Se prepardé el ARNc blanco biotinilado para los
experimentos de hibridacion en matrices a partir de todas las muestras segun el protocolo de Affymetrix Two-Cycle
Eukaryotic Target. Para cada tumor analizado, se usaron 50 ng de ARN total inicial en una primera reaccion de
sintesis, amplificacion y marcado de ADNc. EI ADNc posteriormente se hizo hibridar con series de expresion
Affymetrix GeneChip HG-U133 2.0 durante 16 horas a 45°C, con agitacion a 60 rpm. Después de la hibridacién, se
colorearon las series en una estacion Affymetrix Fluidics 450 y se cuantifico la sefial con un dispositivo GeneChip. El
control de la calidad y el procesamiento previo de los resultados de la expresion se realizaron con el programa
Affymetrix SMOC vy 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 poblacion con intencion de tratar(ITT) para realizar analisis
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
conjuntos de resultados de matrices de 42 sujetos de la poblacién con intencion de tratar (ITT) para realizar analisis
adicionales. Se tomaron muestras de referencia de 36 sujetos.

Se realizaron analisis estadisticos con todos los conjuntos de sondas de Affymetrix donde se registraron los genes
confiables que superaron los filtros iniciales en funcion de la variabilidad y la intensidad de la sefial en al menos un
estudio (16414 sondas fijas Affymetrix representativas de 10785 genes).

Los genes cuya expresion estuvo asociada a una respuesta clinica 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 expresion estuvo asociada a la
supervivencia libre de progreso o la supervivencia global se identificaron con una regresién de riesgos
proporcionales de Cox (EMR 62202-502). Estos analisis se realizaron para conjuntos completos de pacientes y para
los pacientes con tumores KRAS salvajes.

Se realizd6 un meta-andlisis 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 parametros de referencia y calculando los valores
de p para obtener una distribucién nula.

Los valores de p inferiores a 0,01 6 0,0001, especificamente los inferiores a 0,01, preferiblemente 0,005, mas
preferiblemente 0,002, aun mas preferiblemente 0,0005 6 0,0001 (en el metaandlisis para la asociacién a la
respuesta clinica, y a partir del andlisis de EMR 62202-502, para la asociacion a la supervivencia libre de progreso o
global), se consideraron estadisticamente significativos. Este criterio se cumplié6 en 200 conjuntos de sondas
Affymetrix representativas de 179 genes conocidos en al menos una de las comparaciones.

Criterios para seleccionar los pacientes y disefio del estudio

Los criterios de seleccion y el disefio del estudio han sido provistos en un manuscrito separado. Brevemente, el
estudio se dividi6 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, mas
irinotecan FOLFIRI. Los pacientes fueron distribuidos consecutivamente entre el tratamiento convencional con
cetuximab semanal (400 mg/m? seguidos por dosis semanales de 250 mg/m?) o un tratamiento cada dos semanas
con una dosis creciente de cetuximab en diversas cohortes, hasta 400-700 mg/m?2. La respuesta clinica se determiné
después de 6 semanas de monoterapia con cetuximab y se expresé como la mejor respuesta global (en la
monoterapia y la terapia combinada).

Recoleccion y almacenamiento del material de los pacientes

Se tomaron biopsias de piel al inicio del estudio y el dia 26-28 (semana 4). De haber erupciones cutaneas, se
tomaron muestras de las areas libres de erupciones. Las biopsias se sumergieron inmediatamente en >20 veces su
volumen de una solucién de formaldehido neutro amortiguado a 4°C 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 60°C al vacio. Se extrajo material tumoral mediante una cirugia
abierta, una endoscopia 0 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 fijé una muestra por punto de tiempo con formalina, se la
embebid en parafina, seglin se ha descripto'?, y se congelaron instantaneamente tres muestras en nitrégeno liquido.
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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
almacend a una temperatura de -20°C o menos hasta usarla. Se recolecté plasma (2,5 ml) para someterlo a un
andlisis Luminexen el inicio y la semana 4, y se lo almacené a -80°C.

Analisis inmunohistoquimico

Se sometieron muestras de tejido fijadas en parafina e incorporadas en formalina (FFPE) a un analisis
inmunohistoquimico (IHC) para investigar la expresion de las siguientes proteinas: EGFR, fosfo(p)-EGFR, p-MAPK,
Ki67 (MIB1), p27Xrl (CDKN1B) y p-STAT3 (biopsias de piel y tumorales); asi como HER2, p-HER2 y p-AKT
(biopsias tumorales). El andlisis inmunohistoquimico se realizé como se ha descripto'32. Pueden hallarse detalles
sobre los anticuerpos y los métodos usados en la seccién de métodos complementarios.

Andlisis de la mutacién en KRAS

Se obtuvo tejido tumoral de archivo derivado de muestras FFPE de 48 pacientes de la poblacién con intencion de
tratar (ITT). Se extrajo el ADN y se evalué la presencia de mutaciones en los codones 12 y 13 de KRAS mediante
una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) con fijacion y un abordaje basado en una curva de fusién adaptado
a partir de Chen et al., 2004'* (LightMix, k-ras Gly12, TIB MOLBIOL, Berlin, Alemania), segln se ha descripto®?.

Perfiles de expresion del ARN

Los procedimientos experimentales relacionados con el analisis con microseries se detallan en la seccién de
métodos complementarios. Brevemente, se homogenizaron biopsias de tumores congelados instantdneamente y se
extrajo el ARN total con RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden). Se prepararon los ARNc blanco biotinilados para los
experimentos de hibridacion en series a partir de todas las muestras segun el protocolo de marcado Affymetrix Two-
CycleEukaryotic Target. Para cada tumor analizado, se incluyeron inicialmente 50 ng de ARN total en una primera
reaccion de sintesis del ADNc de este proceso de amplificacion y marcado de ARNc. EI ARNc marcado se hibridizo
posteriormente con las series de expresion de genes Affymetrix GeneChip HG-U133 2.0 durante 16 horas a 45°C,
con agitacién a 60 rpm. Después de la hibridacion, se tifieron las series en una estacion Affymetrix Fluidics 450 y se
cuantificé la sefial con un dispositivo GeneChip Scanner. El control de la calidad de los datos de expresién sin
procesar se realiz6 con el programa Affymetrix GCOS vy el paquete Bioconductor affyPLM'5, Si se disponia de
réplicas de series a partir de muestras individuales, se seleccioné el conjunto de resultados con la mejor evaluacion
del control de calidad para el andlisis. El procesamiento previo de los datos de intensidad en bruto para las sondas
se realizé con el algoritmo GCRMAS,

Analisis proteémico.

Se realizé un analisis multiple de 97 proteinas (HumanMAP versién 1.6 mas anfirregulina, betacelulina, EGFR, (HB)-
EGF de unidén a heparina, epirregulina, interleuquina-18, factor de crecimiento transformante (TGF)-a y
trombospondina-1) en el plasma usando la tecnologia Luminex XMAP® (segun se describe en la seccién 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.

Andlisis estadistico

Usando una prueba exacta de Fisher y un rango logaritmico, se comparé la tasa de respuesta y la supervivencia
libre de progreso (PFS), respectivamente, definida como el periodo de tiempo transcurrido entre la primera infusion
de cetuximab y la determinacién del progreso de la enfermedad confirmado radiolégicamente, entre los pacientes
con tumores KRAS salvajes o mutados tratados con una combinacién de cetuximab y FOLFIRI.

Todos los andlisis estadisticos de los resultados de los andlisis IHC, con microseries y protedmico (véanse los
métodos complementarios) se realizaron con los programas Bioconductor!®> y SAS, version 9.1. Estos andlisis
exploratorios fueron vistos como generadores de hipotesis.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro para predecir la probabilidad de que un paciente que padece un cancer colorrectal (CRC)
KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cancer colorrectal metastasico (mMCRC), que es un candidato para un
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, responda al tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR, que comprende
determinar el nivel de genes o productos génicos de prondstico en una muestra de tejido obtenida del paciente
sometiendo una muestra de acidos nucleicos del tumor del paciente a una PCR, un andlisis con series de ARN o
ADN o una herramienta o un aparato de diagndstico comparable, donde

0] una expresion alta en comparacion con un valor de referencia de un gen seleccionado entre ADAMDEC],
BSDC1, Clorfl44, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJCS8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSRZ2,
IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URM1,
ZFYVE26, RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAMS5, CEACAMS6, 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 indicacion de que es probable que el paciente
responda al tratamiento, y

(ii) una expresion alta en comparacion con un valor de referencia de un gen seleccionado entre C70rf46,
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, Cllorf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1,
EXOCG6, 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 o0 UBE2K o un producto de éste
es una indicacion de que es probable que el paciente no responda al tratamiento, donde el valor de referencia se
define a partir de una o mas funciones o propiedades clinicas especificas y/o un perfil de expresién especifico y se
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 prondéstico abarcan al menos VAV3 y TGFa.

2. El método de la reivindicacion 1, donde el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR es una terapia de
primera linea y los genes o los productos génicos del grupo (i) abarcan uno o mas de los siguientes: ADAMDEC1,
BSDC1, Clorfl44, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJC8, ECSIT, EXOSC10, FADS1, GBA, GLT25D1, GOSR2,
IMPDH1, KLHL21, KPNA6, KPNB1, LSM12, MAN1B1, MIDN, PPAN, SH3BP2, SQLE, SSH3, TNFRSF1B, URML1,
VAV3 o ZFYVEZ26, y los del grupo (ii) abarcan uno o mas de los siguientes: C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1,
INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPAL, RPL22L1, SKP1, SLC25A27,
SLC25A46, SOCS6, TPD52, TGFA, ZDHHC2 0 ZNF654.

3. El método de la reivindicacién 1, donde el tratamiento con el anticuerpo anti-EGFR es una terapia
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 mas de los siguientes:
RGMB, SPIRE2, ABCC5, ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAMS5, CEACAMG6, 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
0 SHROOMZ2, y los del grupo (ii) abarcan uno o mas de los siguientes: ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEMS3,
PLLP, RALBP1, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, Cllorf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRTS3,
GCNT2, MTHFS, PIK3AP1, ST3GAL1, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B,
HSPAS5, LEPROTL1, LIMS1, MAPK6, MYO6, PROSC, RAB8B, RAP2B, RWDD2B, SERTAD2, SOCS5, TERF2IP,
TIALL, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA y UBE2K.

4. El método de la reivindicacion 3, donde la respuesta clinica global (OR) se determina como una respuesta
parcial versus una enfermedad estable o progresiva, los genes del grupo (i) abarcan uno o mas de los siguientes:
VAV3, RGMB o SPIRE2, y los del grupo (ii) abarcan uno o méas 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
expresion 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
expresion de un gen control o la relacion entre la expresion de los genes del grupo (i) y la expresion de los genes del
grupo (ii), o bien es un valor umbral para la expresion definido por parametros especificos de la respuesta clinica o
las condiciones especificas del tratamiento preliminar o actual, donde el pardmetro de la respuesta clinica puede ser
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la duracién de la supervivencia libre de progreso (PFS), la duracién de la supervivencia global (OS), una respuesta
parcial (PR), una enfermedad estable (SD), una enfermedad progresiva (PD) o una combinacion 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 reivindicacién 6, donde el nivel de expresion de los genes o los productos génicos se
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 cancer colorrectal (CRC)
KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cancer colorrectal metastasico (mMCRC), responda terapéuticamente
ante un tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, que comprende

€) determinar mediante abordajes y/o aparatos de diagndstico en una muestra de biopsia de tejido tumoral o
plasma del paciente el nivel de expresion de biomarcadores seleccionados del grupo (i), que consiste en
ADAMDEC1, BSDC1, Clorfl44, CAPZB, CDC42, DHCR7, DNAJCS8, 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, CEACAMS6, 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, SHROOM2, y/o el grupo (ii), que consiste en C7orf46, CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2,
KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPA1l, RPL22L1, SKP1, SLC25A27,
SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2, EDEM3, PLLP, RALBP1,
SLC4A11, TNFSF15, TPK1, Cl1lorf9, C1QC, CABLES1, CDK6, EHBP1, EXOC6, EXT1, FLRT3, GCNT2, MTHFS,
PIK3AP1, ST3GALl, TK2, ZDHHC14, ARFGAP3, AXUD1, CAPZB, CHSY1, DNAJB9, GOLT1B, HSPAS5,
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 expresién de los uno o mas
biomarcadores mencionados en el paso (a); y

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

donde un incremento en el nivel de expresion de los biomarcadores del grupo (i) obtenido en el paso (c), en
comparacion con el paso (a), esta 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 expresién de los biomarcadores
del grupo (ii) obtenido en el paso (c), en comparacion con el paso (a), esta 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 expresion de
los biomarcadores AREG o EREG.

10. El método de la reivindicacién 9, donde se determina el nivel de expresion de los siguientes biomarcadores:
0] VAV3, TGFA, AREG y opcionalmente EGF; o

(i) 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 ademas presenta una mutacién en el EGFR en el tejido tumoral.

12. El método de la reivindicacién 11, donde la mutacion 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, Clorfl44, 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, ABCCS5,
ACSL5, AOAH, AXIN2, CD24, CEACAMS5, CEACAMG6, 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, C70rf46,
CAST, DCP2, DIP2B, ERAP1, INSIG2, KIF21A, KLK6, NGRN, NRIP1, PHGDH, PPP1R9A, QPCT, RABEP1, RPAL,
RPL22L1, SKP1, SLC25A27, SLC25A46, SOCS6, TPD52, ZDHHC2, ZNF654, ASB6, ATM, BMI1, CDC42EP2,
EDEMS3, PLLP, RALBP1, SLC4A11, TNFSF15, TPK1, Cllorf9, 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, SOCSS5,
TERF2IP, TIAL1, TIPARP, TRIM8, TSC22D2, TGFA, VAPA o0 UBE2K, opcionalmente en combinacién con AREG y/o
EREG, para predecir la eficacia farmacéutica y/o la respuesta clinica en un paciente que padece un cancer
colorrectal (CRC) KRAS salvaje donde se expresa el EGFR, un cancer colorrectal metastasico (nCRC), ante un
tratamiento con un anticuerpo anti-EGFR, donde la prediccion es el resultado del calculo de las diferencias entre el
nivel de expresion y un valor umbral determinado a partir de parametros clinicos subyacentes, y donde los
biomarcadores genéticos abarcan al menos VAV3 y TGFa.

15. El uso de la reivindicacion 14, donde la proteina que es el producto de la expresion se analiza en un fluido
corporal del paciente, incluyendo el plasma.

16. El uso de cualquiera de las reivindicaciones 14 6 15, donde el tratamiento evaluado es un tratamiento de
primera linea.
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 cancer
quimiorrefractario.

18. El uso segun cualquiera de las reivindicaciones 14-17, donde el anticuerpo anti-EGFR es ¢225 (cetuximab).
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Fig. 10: Asociacion entre la expresion inicial y el control de la enfermedad en la semana 6 en pacientes con
- tumores KRAS salvajes.

identificacion del conjunte de  Designacion del Simbolo del valor de p valor déq F-‘rupurcic'ln Iligz
sondas Affymetrix gen gen
200719_at 6500 SKP1 0.00017 0.27 -0.94
201397_at 26227 PHGDH 0.00077 0.4 226
201529 _s_at 6117 RPA1 0.002 0.52 -0.74
201691 s_at 7163 TPD52 0.0019 0.52 -1.38
201791_s_at 1717 DHCR7 0.00094 0.41 1.19
202599 _s_at 8204 NRIFP1 0.00189 0.52 -0.61
202682_s_at 7375 USP4 0.0016 0.5 0.47
203068 _at 9903 KLHL21 0.0014 0.47 0.86
203508_at 7133 TNFRSF18 6.90E-07 0.0068 2.08
204169 _at 3614 IMPDH1 7.00E-04 0.4 0.86
204258 _at 1105 CHD1 0.0019 0.52 -0.57
204733 at 5653 KLK6 3.00E-05 0.091 -4.18
205174 _s_at 25797 QPCT 0.0018 0.52 -2.03
205545_x_at 22826 DNAJCE 1.60E-06 0.008 0.79
206134_at 27299 ADAMDEC1 0.00031 0.33 1.76
207541_s_at 5394 EXOSC10 0.0017 0.52 0.8
208101_s_at 81605 URM1 3.00E-04 0.33 0.62
208728_s_at 998 cDC42 0.0012 0.47 0.63
208908_s_at 831 CAST 0.0016 0.5 -1.12
208963_x_at 3992 FADS1 0.0014 0.47 1.61
208974_x_at 3837 KPNB1 0.0013 0.47 0.69
209370_s_at 6452 SH3BP2 0.00069 0.4 0.62
209566_at 51141 INSIG2 0.00031 0.33 -1.11
209788_s_at 51752 ERAP1 0.00045 0.34 -1.46
210589 _s_at 2629 GBA 0.00098 0.41 0.96
212002_at 26099 Clorf144 0.00085 0.4 1.08
212101 _at 23633 KPNABS 9.00E-04 0.41 0.69
212529 _at 124801 Lsm12 0.00035 0.33 0.82
212586_at 831 CAST 0.00057 0.38 -1.08
212833 _at 91137 SLC25A46 2.00E-04 0.27 -0.79
213144 _at 9570 GOSR2 3.90E-05. 0.098 0.83
213577_at 6713 SQLE 0.00039 0.33 18
216008_s_at 10425 ARIHZ 2.00E-04 0.27 0.57
217722_s_at 51335 NGRN 0.00087 0.41 -066
218004 _at 55108 BSDC1 0.00068 04 0.66
218225 at 51295 ECSIT 6.80E-06 0.026 0.86
218473 s_at 79709 GLT25D1 0.0012 0.46 0.67
218636_s_at 11253 MAN1B1 0.00084 0.41 0.78
219919_s_at 54961 . SSH3 6.00E-05 0.13 0.46
221088_s_at 55607 PPP1R9A 0.00038 0.33 -3.28
221649 _s_at 56342 PPAN 0.0013 0.47 0.81
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Fig_ 40: (continuacicn)

222200_s_at
222731 _at
224872_at
224890_s_at
225092_at
225541 _at
225954_s_at
226003_at
227542_at
228494 _at
228600_x_at
230624_at
235258 _at
241348_at
37012_at
37943 _at

55108
51201
57609
389541
9135
200916
90007
55605
9306
55607
340277
9481
167227
55279
ga2
23503
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BSDC1
ZDHHC?2
DIP2B

NA
RABEP1
RPLZ2L1
MIDN
KIF21A
S0CS6
PPPIRSA
CTorf46
SLC25A27
DCpP2
ZNF654
CAFZB
ZFYVEZ26

0.0017
0.00046
0.00035
0.0013
0.0018
0.0018
0.0012
0.0015
0.00042
8.90E-07
8.20E-05
0.00049
0.00097
0.00099
0.00075
0.00084

0.52
0.34
0.33
0.47
0.52
0.52
0.46
0.5
0.33
0.0068
0.16
0.34
0.41
0.41
0.4
0.41

0865
-1.91
-0.94
0.63
-1.05
-1.37
1.08
-0.9
-1.31
-4.71
-1.26
-1.47
-0.62
-0.58
0.82
0.59
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Flg. 11. Cuarenta v siete conjuntos de sondas cuya expresion estuvo asociada a una respuesta global superior como
resultado del tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4.

Identificacion del conjunto de  Designacion del Simbolo del valor de p valor de g Proporcién log2
) s_»g_r_ld_ﬂ_s_Affyrnetrb: gen gen ) o

.1554073 s at a093 DNAJA3 0.00097 0.55 -0.86
1 559533_5_31 1131 CHRM3 0.0015 0.56 1.44
1563321-3-91 8028 MLLT1O 0.0012 0.56 12
200653 s 8t 801 CALMT 0.00059 0.55 0.88
201502 s at 4792 NFKBIA 0.0014 0.56 0.85
201870_at 10953 TOMM34 0.002 0.56 102
202388 at 5997 RGS2 0.0011 0.56 2.08
203542 s at 687 KLF9 0.00077 0.55 2.03
204040 at 9781 RNF144A 0.0013 0.56 167
204676 at 25880 TMEM186 0.0013 0.56 -0.91
204985 s at 79090 TRAPPCEA 0.00052 055 1
205082 x gt 22890 ZBTB1 0.0017 0.56 1.16
206383_s_at 9908 G3BP2 0.0018 0.56 1
208994 = st 9360 PPIG 0.0016 0.56 0.76
210933 s st 6624 FSCN1 0.00063 0.55 0.86
211648 x at 23215 BAT2D1 0.00038 0.55 0.71
212451 at 9728 NA 0.00022 0.55 1.15
212650_at 23301 EHBP1 0.00041 0.55 1.78
213956:at 9857 CEP350 0.00023 0.55 0.94
2413998 s at 10521 DDX17 0.0017 0.56 202
214055_x_at 23215 BAT2D1 0.00057 0.55 0.7
214081 at 57125 PLXDC1 0.0014 0.56 2.4
214374 s at 8496 PPFIEP1 0.00068 0.55 153
215280 & &t 8541 PPFIA3 0.00048 058 125
216302 s 11196 - SEC23IP 0.00084 0.55 083
217813 s at 10927 SPINT 0.00057 055 0.89
218324 5 st 65244 SPATSZ 0.001 056 06
218916 at 79724 ZNFT768 0.002 0.56 -1.02
219091_5 at 79269 WDR32 0.0014 0.56 123
216084 B o 23536 ADAT1 0.00064 0.55 127
219586 at 56906 THAP10 7.00E-04 0.55 -1.35
222457 s at 51474 LIMAT 0.0018 0.56 147
222527 s_at 55696 RBM22 0.00053 0.55 113
209686 s at 114885 0SBPL11 0.00032 0.55 0.9
229810 s at 9462 RASAL2 0.00025 0.55 1.24
222800_at 29070 cCcDC113 0.0016 0.56 1.75
223289 gt 04103 ORMDL3 0.00088 058 -0.81
223672 at 84251 SGIP1 0.0018 0.56 216
226987_at 29890 RBM158 0.00091 0.55 1,04
227148 at 130271 PLEKHH?2 0.0018 0.56 1.83
220586 at 80205 CHD9 0.00061 0.55 1.34
230629:s_at 57634 EP400 0.00073 0.55 1.06
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Fig. 11: (continuacién)

235192_at 112858 TPS3RK 0.00081 0.56 -1.28
235435_at 132049 AASDH 0.00085 0.55 0.92
237411t 11174 ADAMTS6 000001 - 055 1.1

239147_at 153642 ARSK 0.00011 0.55 0.88
35436_at 2801 GOLGA2 0.0014 0.56 0.91

. . .
Flg. 12: . Genes candidatos Cuya expresion estuvo asociada a una respuesta global superior como resultado del
; *  tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4.

identificacion del conjunto de  Designacion del Simbolo del valor de p F-‘rl:lpclrcil:'ll'l IU-QZ

sondas Affymetrix gen gen

1565483 _at 1956 EGFR 0.37 0.45
201983_s_at 1956 EGFR 0.71 -0.13
201984_s_at 1956 EGFR 0.18 -0.58
216836 _s_at 2064 . ERBB2 0.06 -0.7
226213 _at 2065 ERBB3 0.046 -0.68
202454_s_at 2065 ERBB3 0.011 -0.93
203821_at 1839 HBEGF 0.78 -0.1

205016_at 7039 TGFA 0.59 0.27
205239 _at 374 AREG 0.39 -0.59
205767 _at 2069 EREG 0.2 -1.17
38037 _at 1839 HBEGF 0.59 0.18

Fig 13: Asociacidn entre |a expresion basal de genes candidatos y el control de tumores KRAS salvajes en la semana 6.

identificacion del conjunto de  Designacion del Simbolo del valor de p I':'rupurcidn Ic-lgz
_s_._u_l_]d_a_s_Affymetri:-: . gen gen
1565483 _at 1956 EGFR 0.81 0.1
201983_s_at 1956 EGFR 0.23 0.38
201984_s_at 1956 EGFR 0.42 0.34
216836_s_at 2064 ERBB2 0.27 -0.86
226213_at 2065 ERBB3 0.16 -0.81
202454 s_at 2065 ERBB3 0.14 -0.96
203821_at 1839 HBEGF 0.76 -0.13
205016_at 7039 TGFA 0.0073 -1.63
205239 _at 374 AREG 0.13 0.99
205767 _at 2069 EREG 0.099 1.45
38037 _at 1839 HBEGF 0.97 -0.01

36



ES 2661238 T3

€60 ¥e0 LS 480 80 180 8e0'0 £€800°0 S6°0 4903
860 990 [4AY AV LL°0 o0 9z0 ZLo 620 BAILIE3 ELIE0IH D)
86°0 6v°0 €10 /80 9e'0 610 €10 SW0 €0 G- Eseunb euneaiy
6100 6L0000 erZ-  PSO0 950000 vZT- 1200 ¥E000 LSO oagBouquiaoulalea ouabiuy
860 6% 0 850 480 £0 G40 280 L0 600 puebr oo
180 10 AN 180 $5°0 60°0- 680 80 Lo0- orao
18’0 810 180 g0 9L'0 28’0 6.0 99°0 90'0- EulUcHaed
10 99000 Sr'L- SL0 99000 621 9.00 Z0'0 Lyo- B-61 1soued jap ouabnuy
L8'o €10 or0- gLo 1800°0 9ro- £L0 P00 =T G| ‘=oued jap ousbiuy
66°0 260 Loo- 480 290 00 120 4800 900~ gojuewsidwo)
860 590 T S6°0 60 €00 g0 510 £0 [£442J82 0040II0INRU J0jBY
890 820 18- 80 510 6L} 650 0 8F0- EuUljnjaoelag
86’0 Lo 20’0 ¥6°0 60 200 5100 ¢000 L0 eulingo)GoIoi Z-eled
860 e¥'0 100 .80 820 100 600 9200 60°0- H eulejoidodijody
860 190 600 190 (40 €10 180 18°0 Z0°0- 1o ewejoidodyody
660 66°0 0 .80 LAY Lo 60 AN 200 LY ewejoidodijody
AN S2000 A Lo ¢c00'0 e 60 L 95c eunfaLyuy
2079 -3099
660 G680 €00 480 €20 G20 690 G0 S00 eursjoidoled- ey
860 650 900~ 80 50 L0°0 690 S50 £0°0- euingojfosoely - eI
86°0 85°0 900 890 2600 G0 ¢80 £L0 LAY euosucdipy
860 120 S00 ¥6°0 60 z0'0 6200 190070 FL 0O uisdAnnuy |- ey
bapioea dapuioes  gho) uoouodolg bapioea dapioes  gho umouodoig bapiges  dspuioes Nm_.u_ _.__.u_n_.__uaE_m_

salenes Sy Selown] uod sajuaioed
S0| U8 § ELELWSS E| US DJUSILUEIEL] |B
elsandsal B A 0IQWIED |8 8UJUS UDIZEIDOSY

sajualoed so| sopo} ua
g BUBWSS B| U3 0Jualuelel] B elsandsal
e| A 0IQWED |3 B1jUa LUOIJBIDOSY

¥ EUEW=SBS

Bl A DI2IUI |3 213US DIQWED

BUIa10.-

¥aununT uod ewsed |8 us BWoslold |Sp UDIDEN|BAS E| 8P 0211SIPEISS SISIEUE 8P SOPEYNSEY - Wl ﬁ_u—

37



ES 2661238 T3

66°0

1660

860
860
660
690
860
660
860
860
860
860
66°0
66°0
860
860

660

€L0
86°0
860
660
860
180
880
£60
88°0
€60
660

¥6°0
860
90
6v°0
60
8900
650
860
990
6+°0
820
L0
80
¥8°0
Er0
250
98’0
6600
180
9.0
S60
G0
6L°0
9z0
€E0
920
¥€'0
€60

€0°0-
L00-
8L'0
Le0r
00
eee
8L°0-

800
Ay
LE0
€10
900
L0~
990
¥co-
£0°0
950~
€0
800
200
czo
vo
LU
€£9°0-
€9°0-
68°0-
810

680
180
180
68°0
€60
610
680
180
180
80
160
180
180
¥6°0
180
€68°0
180
¥E0
180
680
180
€60
80
90
80
890
180
vG0

eL0
§5°0
650
690
820
?L00
LLO
Y90
9¢'0
A
180
LE°0
90
160
90
cl0
L0
2eQo
620
120
€50
80
GL'0
S0
910
L0
9g'0
260

L0
FL'0
GL'0
€Lo
¥0°0-
=
600
800"
SL0
810
c0'0-
£8°0-
¢0
600
L0
600
EL0
8y’ 0
¥E0-
800
810
800
[A0)
18°0-
90
690
LLO-
143

6200
FE00
¢l
Leoo
=TAll
Lo
4870
690
Lco
ce0
950
¥Zo
S0
LAY
¢80
81000
860°0
€20
6200
610
10
890
290
680
8.0
LE0
L0
810000

#5000
¥200°0
850
9€00'0
Lo
9e00
80
S0
800
910
9€0
L0
LZ0
L10
€L0
£1000°0
6200
1600
L5000
€400
¢eno
60
EF0
80
590
9L0
¥2'0
90
-305°S

o
€€0-
200
8e'0
00
860
200
€00
10
200-
Leo-
Se0
ZLor
EED
L'0-
190
4y
9z'0
80
ZLo-
£0
[4A%Y]
L0°0-
+0'0-
1'0-
9z'0-
9z'0
al'e-

ci=T
odzi-l
ordzi-l
oL

b

L-49I

36

wb
ewweb-pN4|
=W
493-8H
eujqojfojdey
ESEIRJSUBIFS UOIIEIN|D)
480D

0UBIWIDAID 8P BUOWIOH

4599

ouaBouugiy
o1seq 494
gujiLia4
1A 101084
uisjo.d Buipuig pioy Aned
e unpstodosyiiug
eunnGandg
guIxejoy
30vH-N3
L-eunsjopus
84-¥N3
4-493

.Eo_um_._zuconm_".v—. ‘D4

38



ES 2661238 T3

180
i8°0
180
860
860
660
8670
90
890
€0
860
870
£9°0
860
660
880
L10
88°0
860
690
86°0
660

860
860
660
€60
180
860

610
GL0
8L'0
L0
1.0
S6°0
690
¥¥00
§L070
9100
L0
410
[AAY
G50
68°0
8¢'0
¢L000
820
S9°0
6.0°0
L¥0
6.0
YN
90
9%0
€60
re0
A
¥S0

250
8b0-
910
¥1°0-
620
€0°0-
ZLo
v60-
0
69°0-
Lo
L0
LL0
L0
00
980
99'L-
g0
o
o 1-
810
vLo-
¥N
Geo-
v2°0
200
8L0
8E0-
ZL'0

850
180
80
80
180
880
80
L20
80
SL0
180
180
1LO
80
L8°0
L8°0
S0
680
180
850
80
L8°0
YN
60
69°0
18°0
180
.80
80

LL0'0
A4y
60
co
£E90
990
8Lo
2eoo
6L0
180070
8¢g0
S¥0
L0
9¥0
160
950
26000
el'0
B6¥°0
2¢.0°0
E¥0
10
YN
60
€L0
S0
¥0
80
8L0

650
(A4
Lo
ge0
e0
8L0
250
60°L-
€co
G9°0-
£0-
810
g0l
gL’0
6L0
Be0
X
ANy
850~
gL'L-
SL0
€0
VN
800
800
clo
SLo
€Lo
L0

68°0

81000

LS0
690
ve'0
600
LE'D
XA

1100

68°0
ge0
180
650

46000

880

LLO0

Zlo
210
950
€e'0
[FRY
600
VN

2100

190

6200
16000

G580
A

L8°0
210000
LEO
gso
810
9200
S0
9800
£1000
68°0
120

1870
6E°0
¥8000°0
€380
¥L000
100
2900
9E'0
110
650
G200
YN
¥200'0
8¥'0
L5000
860000
9.0
€600

200
€€0
G00
800
L0
LY 0
610
6€°0
LAY
200
Lo
200
L0
820"
[AVNVy
0L
ee0-
ro
Ty
PE0
L00
L¥0
N
[4=RY
o
[AY
AV
coo
€Le

V-ddvd

E2dlels0id EPIDE ESEIR}SO

b-Ivd
EeulqolBoin
mmm_u_x_u_m_&_u_m___‘:.__
S-dININ
e-dININ
Z-dN
Blaql-diiN
el Lol
QA
L-d2WN
ELIXEIOJLIN
(e) ewsjoirdodi

euidan
eulnsuj
g1l

L

9-1

ol |

oI

£

[l |
BJL-TI
ErRqL-l
BIY LTI
8111
9L-
1ol ||

(ugioenunuod) s b "I

39



ES 2661238 T3

860
860
660
860
1870
860
L0
180
86°0
690
860

860
860
880
660
vo
660
660
860

vL0
290
980
G0
0
990
8800
FANY
90
¥90°0
160

S0
650
8¢ 0
160
6200
€80
980
L0

€10
60°0-
200-
620"
P o-
(A
6E0
LEO-
80°0-
6¥°0-
GS0-

9z°0-
800
¢0
€00
850
€00
60°0-
1’0

£8°0
¥6°0
€670
¥6°0
80

88’0
480
480
480
850
180

¥6°0
L8°0
.80
¥6°0
{80
¥6°0
¥6°0
180

L0
L8°0
80
68°0
6L°0
990
Le0
LED
L9'0
€200
ge0

80
12°2Y
¢¥o
160
€0
80
160
6¥°0

8E0-
€00~
€00
L0°0-
S0
120
120
A
800
¥
L0

800
800
GL'0
60°0-
8L 0O
€00
c00
BL'O

980

190
690
SEQD
81000
ero
¢80
¥50
L0
L600°0
810000

S6°0
¥.L00
90
690
690
81000
GEO
¢5s0'0

8.0
Zro
550
z0
£1000°0
sZ0
ZL0
PED
LS50
1000
90
-300't
960
6L0°0
TA
760
150
11000°0
610
'ZL00

€00
S0°0-
€0'0-
8¢0
S0
FANY
S00
600
00
820
€9'L

100
L0
400~
GL'o-
800
b0
120
b0

pUEIZa|[Ij\\ UOA 8P 10J0E
493N

LY IN

|-ELIPLOdSa0gUI0I |

Saplodi} 8p BIOPE|NWISS EUOWION

mr:.m._.mn_un_nE_uﬁ
Elag-4NL1
BV =N

19 aNL
L-dillL
Bv-491

Ie[nsn Jojae4
eupcon ap elopely eungolb
OgHS

1098

SIpEW SE[N|22 8p J0}0E4

d Piojwy wniag
S3ILNVY

a1q1] oanelsoud ooynadsa ouabinuy

(uozenunuod) ) “I014

40



ES 2661238 T3

0vELIN oxedq uiy (9 00[:T 9QHd sepuoosoiy uolEy LY

1El6  ASojoupa] Jwjeudig (o) wwm (7] Q01:1 9Hd sepucoioy  ugley (SOLIAL) EIV.LS-s04
E0TLIN oeq  um (9 08:1 9Hd sepuocioyy  ugiey gl T4
1016  ASojouryds] Surfeusig [[3) W (T| 05T 9Hd' sepuoasoyy  ofsuo (0TAL/ZOTUL)
MdVIN-0js04
qLLTe  ASojouyda] SuneuSig (o) unw (7] 07:1 OTHd sepuoosoyy ~ OfeUOD (£Lp108) IV-iso
ppzz  ASojouyoa] Sweudig oy wiw 7] 07:1 01Hd sepuccioy olauo) (8FZ1IAL) THHH-%s04
LOZE oye(q Ul (g jesn g g enbe ap oyeg  0fBuo) THHH
eied 01s]
ZSOEAVIN uoowey) W Qg Qgiy OHHd ENDESPOLEE oy MAOT- 0504
Pt 1M o  uIw (g IBSN ¥ ESEUIRIDI ¢ UDIEY LG |
eled 01517
Lolaegqnaul B

ouabiue |a Jeladnoal

abipo) _Bluang  8pugidRINg  UDIEE|p eied ojusiuelel]  auang EpUOS

o2iLuNbolsiyounwul sisijeue |2 eled SsuolJipuod A soAJEal oWwod sopesn sodisnonuy G .m_u_

41



ES 2661238 T3

Fig. 16: Identificacion de muestras de ARN con una contaminacion hepatica alta (verde), media
(roja) o baja (negra) en funcidn de la expresion de genes propios del cancer colorrectal
(recuadros azules) o el higado normal (recuadros parpura). La escala de colores refleja la
intensidad de la sefial absoluta después de la normalizacion.

s e

FERMT1 60474 _at
MUC13 218667_s_a
GALNT3 203387 _s _;
KRT19 201650_at
BACEZ 217867_x_af

TTF1 204771 _s_at

WWNC3 219520_g_at

| DAS51 20Z669_at

st e = = Y

LIFC 206606 _at

SLC1TAZ 207097 _s.

AKR1C4 210558 _at

C8G 210324 _at

ROH16 206753_at

UGT2B4 206505 _al

SLCZA2 206535_gl

CYPZE1 208976 _s_i

4 89 20 44 89 220 480 1100 2500 9500 12000 27000

42



ES 2661238 T3

Fi 17: Asociacion entre los cambios en la expresion como resultado del tratamiento, desde el inicio hasta la
rig. 14 semana 4, y una respuesta global superior (respuesta parcial versus enfermedad estable mas
enfermedad progresiva).

SGIP1 223672_at
RGS2 202358_at
PLEKHHZ 227148_sat
PLXDC1 214081_at
KLF9 203542_s_st
| DDX17 213886_s_al
EHBP1 2126560_at
SPIN1 217813_s_at
SECZ3iP 216302 5 a
CEP350 213056_at
LiMAT 222457 _s_at
RASALZ 222810_s_al
4 CALM1 200653_s_at
| G3BP2206383_s_at
ZETB1 205082_x_at
RBM22 222527 _s_at
RNF144A 204040_at
SPATS2 218324_s_al
BAT2D1 211948_x_st
BAT2D1 214055_x_at
PPIG 208994 _5_at
= FSCN1210833_s_al
i CHRM3 1559633_a_s
NFKBIA 201502_s_at
OSBPL11 222586_5_;
ADAMTSS 237411_al
PPFIBP1 214374_5_a
MLLT10 1563321_s_¢
MA 212451 _at
ARSK 239147 _at
CHD®g 220586_at
EP400 230629_s_at
GOLGAZ 35436_at
AASDH 235435_st
ORMDL3 223259_at
RBM15B 226987_at
TOMM34 201870 _at
TMEM166 204676_at
TRAPPCEA 204985_g
ADAT1 215384_s_at
WDR32 219001_s_at
ZNF768 218916_at
PPFlA3 215280_s_at
. CCDC113 222800_at
THAP10 218596_at
DHAJAI 1554078 _s
TP53RK 235182_at

0104-0024
0101-0001
0101-0014
C101-002E
0201-0005 -
01040028 ©
0103-0005
01010037
0101-0038
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Flg. 18: . Asociacién entre los cambios en la expresion de genes candidatos como resultado del
tratamiento, desde el inicio hasta la semana 4, y una respuesta global superior (respuesta
parcial versus enfermedad estable mas enfermedad progresiva). Abreviaturas: PD:
enfermedad progresiva, SD: enfermedad estable, PR: respuesta parcial.

HBEGF 203821_a

4 HBEGF 38037_at

TGFA 205016 _at

- ERBB3 202454_s_

ERBBI 226213_al

" ERBBZ 215836_s,

AREG 205239_st

EREG 205787 _at

EGFR 1565483_a

EGFR 201983_8_;

EGFR 201884 s ;

0101-0024
0101-0001
01010014
0101-0025
0102-0018
0101-0028 |

0201-0004
0102-0028
0101-0040
0101-0042
0102-0029
a101-0013
D101-0032
0102-0008
D101-0037
D101-0038

0103-0005

p102-0012
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Fig_ 1 9: Asociacidn entre la expresion inicial de genes candidatos y el control de la enfermedad
(respuesta parcial mas enfermedad estable versus enfermedad progresiva) en tumores KRAS
salvajes. Abreviaturas: PD: enfermedad progresiva, S0: enfermedad estable, PR: respuesta
parcial.

EREG 205767_at

AREG 205235_at

EGFR 201983 _s ;

EGFR 201984_g_;

TGFA 208016 _gt

EGFR 1565483_a

ERBBS 202454 s

EREB3 226213_ai

_ HEBEGF 203621_a

HBEGF 36037 _at

ERBB2 21€836_s_

01010001
1010011
01010043
0109-0025
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Q1010037
01010041
0q02-0028
0101-0016
DI01-0023
0010042
0409-0026
01010028

010038
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Fig. 20:
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Correlacion entre el estado de KRAS, la tasa de respuesta y la supervivencia libre de progreso

Monoterapia con cetuximab

Cetuximab mias FOLFIRI

Estado de KRAS en el tumor

Estado de KRAS en el tumor

Salvaje Mutado Salvaje Mutado
N=29 N=19 =29 N=19
Response, N (%)
Respuesta completa 0 0 }] 0
Respuesta parcial 8(2%) 0 16 (55) 6 (32)
Enfermedad estable 12 {41} i1 (58) 11(3%8) 10 (53)
Enfermedad con progresa 9{3l) 8(42) 0 3(18)
Mo evaluable Q 0 2(7 0
Overall response rate, N (%) 3028) 0{-) 16 (35) 6 (32)
[95% C1) [13 a 47] [0 2 18] [36 a 74] [13 a 57]
Valor de p* 0.013 0,144
PFS Mediana, Meses - - 9.4 56
[95% CI] [7.0 a 11.3] [3.3 a12.2]
Proporcion de riesgo 0.47
0.0475

Valor de p**

*Prueba exacta de Fisher, **Prueba de rango logaritmico

Abreviatura: PFS: supervivencia libre de progreso
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Fig. 21.: A: Piel

IHC piel = pEGFR por grupo de tratamiento
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Fig. 21 | (continuacién)
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Fig. 21 | (continuacién)
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F]g. 21 |‘(continuacién}
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Panel A- AREG todos los pacientes
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Fig. 24 (continuacién)
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Fig. 24 (continuacion)
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Fig. 26:
Refseq NM_001079874;NM_006113 {VAV3), 218806_s_at
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Probabilidad de supervivencia libre de progreso

Probabilidad de supervivencia global
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EGFR
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