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DESCRIPCION

Marcadores histologicos para identificar pacientes con carcinoma de pulmdén de células no pequefias para el tratamiento
con un farmaco anti EGFR

Campo de la invencion

La presente invencion se refiere al tratamiento de pacientes con cancer de pulmén asi como a la identificacion y
seleccién de pacientes con cancer de pulmén para el tratamiento con un farmaco contra el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), tales como tratamientos con anticuerpos anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab.

Antecedentes

El cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC) es un cancer comin con una mortalidad lider a nivel mundial
pero con pocas opciones de tratamiento efectivas. Los NSCLC son ademas, diversos tipos de enfermedades con
subtipos principales de adenocarcinoma (ADC, 40 %), carcinoma de células escamosas (SCC, 25 ~30 %), carcinoma
de células grandes indiferenciado (LCC, 10~15 %), carcinoma adenoescamoso (carcinoma pleomorfo o PLC),
carcinoma sarcomatoide (<5 %), y otros. Las terapias dirigidas aprobadas recientemente para el (NSCLC) han traido
nuevas esperanzas, que incluyen los inhibidores de tirosina quinasa (por ejemplo, erlotinib, gefitinib, etc.) y ALK
(crizotinib).Sin embargo, dos desafios principales limitan los usos de estos medicamentos. Primero, solo pequefios
subconjuntos de pacientes con NSCLC responden a los tratamientos. Los pacientes con mutaciones activadoras del
EGFR (~10 %), que se encuentran con mayor frecuencia en mujeres asiaticas, es mas probable que respondan a
EGFR-TKIs(Lynch T J, y otros. N Engl J Med. 2004;350:2129-39 y Paez JG, y otros. Science. 2004;304:1497-500), y
pacientes con fusion ALK-EML4 (3~5 %) es mas probable que responda al crizotinib (Rodig SJ, y otros. Curr Opin
Investig Drugs. 2010;11:1477-90).Segundo, los tratamientos siempre resultan en un desarrollo rapido de la resistencia a
los medicamentos (Gazdar AF, Oncogene. 2009;28 Suppl 1:S24-31; Bean J, y otros. Proc Natl Acad Sci U S A. 2007;
104:20932-7; y Kubo T, y otros. Int J Cancer. 2009;124:1778-84).Por lo tanto, se necesita urgentemente un nuevo
medicamento dirigido para compensar los tratamientos dianas existentes. Sigue existiendo la necesidad en la técnica de
terapias efectivas para el NSCLC.

La presente invencion satisface esta necesidad y proporciona una composicién para el tratamiento eficaz del NSCLC,
en donde, el paciente sufre de carcinoma de células escamosas (SCC) o NSCLC de carcinoma pleiomorfo (PLC).

Resumen de la invencién

La presente invencién se define en las reivindicaciones anexas. La invencién proporciona una composicion que
comprende una cantidad eficaz de un farmaco contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para
usarse en el tratamiento del carcinoma de células escamosas (SCC) o el carcinoma pleomorfo (PLC), en donde, el uso
comprende (i) determinar la histologia del cancer de pulmoén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de
pulmén de células no pequefias (NSCLC), en donde, una determinacion que dice que el NSCLC es SCC o PLC, es
indicativo de un respondedor a un farmaco contra el EGFR y una determinaciéon de que el NSCLC es ADC o LCC es
indicativo de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR, y (ii) administrar la composicién a un paciente
diagnosticado con SCC o PLC cuando la determinacién en el paso (i) indica que el paciente tiene SCC o PLC. En
algunas modalidades, el farmaco se dirige al EGFR. En algunas modalidades, el farmaco se dirige a la ruta de
sefializacion negativa del EGFR. En algunas modalidades, el fArmaco es un antagonista o un anticuerpo del ligando del
EGFR, por ejemplo, un antagonista o un anticuerpo del factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento
transformante a (TGFa), HB-EGF, anfiregulina, betacelulina, epigen, y/o epiregulin. En algunas modalidades, el farmaco
es una molécula pequefa. En algunas modalidades, el farmaco es contra un heterodimero formado por el EGFR y otro
miembro de la familia de receptores ErbB tal como EfbB2/Her2/neu. En algunas modalidades, el farmaco es contra un
homodimero formado por EGFR. En algunas modalidades, el farmaco es un anticuerpo o una entidad terapéutica similar
al anticuerpo contra el EGFR (tratamiento con anticuerpo anti EGFR), por ejemplo, el cetuximab.

En otra modalidad, el uso de la presente invencion comprende determinar un régimen de tratamiento para tratar el
cancer de pulmén en un paciente que lo necesite. EIl método incluye determinar la histologia del cancer de pulmén en
una muestra bioldgica de un paciente con cancer de pulmoén, en donde, una determinacién de dicho cancer de pulmon
es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un respondedor al tratamiento contra el EGFR, por ejemplo, el
tratamiento con el cetuximab y una determinacion de que el NSCLC es ADC o LCC es indicativo de un no respondedor
al tratamiento contra el EGFR, por ejemplo, el tratamiento con el cetuximab, y el tratamiento de dicho paciente con un
tratamiento contra el EGFR, por ejemplo, el cetuximab cuando el NSCLC es SCC o PLC.

En otra modalidad, el uso de la presente invencion comprende evaluar el régimen de tratamiento de un cancer de
pulmén por un farmaco contra el EGFR, por ejemplo, el cetuximab que comprende determinar la histologia del cancer
de pulmén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de pulmén que recibe un tratamiento, por ejemplo,, el
tratamiento para el cancer de pulmén o el cetuximab y alterar el régimen de tratamiento segun la histologia del cancer
de pulmén. Por ejemplo, el régimen de tratamiento de un tratamiento contra el EGFR, por ejemplo, el cetuximab se
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continta cuando dicho cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC o dicho régimen de tratamiento se
interrumpe cuando dicho NSCLC es ADC o LCC.

El uso de la presente invencion comprende seleccionar un paciente con cancer de pulmén para tratar con un tratamiento
contra el EGFR, por ejemplo,, el cetuximab que comprende determinar la histologia del cancer de pulmén en una
muestra biolégica de un paciente, en la que se determina que el cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o
PLC es indicativo de un respondedor al tratamiento contra el EGFR, por ejemplo, el tratamiento con el cetuximab y una
determinacion de que el NSCLC es ADC o LCC es indicativo de un no respondedor al tratamiento contra el EGFR, por
ejemplo, el tratamiento con el cetuximab y la seleccion para el tratamiento con el fArmaco contra el EGFR, por ejemplo,
el cetuximab, aquellos pacientes que se determina que tienen SCC o PLC.

La presente invencién proporciona los métodos para predecir la eficacia del tratamiento del cancer de pulmén con un
farmaco contra el EGFR, por ejemplo, el cetuximab. El método incluye determinar la histologia del cancer de pulmén en
una muestra bioldgica de un paciente que tiene NSCLC y proporcionar la determinacion de la histologia a una entidad
que proporciona una determinacién o evaluacion del tratamiento en base a la histologia del cancer de pulmén, en
donde, la determinacién de que el NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un respondedor a un farmaco contra el EGFR,
y una determinacién de que el NSCLC es ADC o LLC es indicativo de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR.

En la presente descripcidon se describen ademas los estuches. Los estuches incluyen uno o mas reactivos adecuados
para determinar la histologia de un cancer de pulmén, y opcionalmente una instruccion para usar los resultados de la
histologia para la determinacién del tratamiento del cancer de pulmon, por ejemplo, cuando el cancer de pulmén es un
NSCLC y el NSCLC es SCC o PLC, la determinacion es indicativa de un respondedor y cuando el NSCLC es ADC o
LCC, la determinacion es indicativa de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR, por ejemplo, el cetuximab.

Breve descripcién de las figuras

La Figura 1 muestra la respuesta al cetuximab por modelos NSCLC-HuPrime representativos. El tamafio del tumor del
control del vehiculo (circulos) y el cetuximab de 1 mg/ratén (cuadrados) se muestran para LU1204 (SCC), LU2505
(ADC), LU1901 (LCC) y LU1235 (PLC). LU1235 se describié previamente.

La Figura 2 muestra el estudio farmacodinamico del cetuximab en un modelo representativo de NSCLC HuPrime®. El
tratamiento de dosis Unica con el cetuximab como se describe en la Figura 1, y las muestras tumorales se cosecharon
en los momentos indicados para el analisis IHC del biomarcador pERK. La Figura 2A representa las imagenes de IHC, y
la Figura 2B es un grafico de barras que muestra los acumulados de IHC.

La Figura 3 muestra la actividad antitumoral del cetuximab junto con la expresion génica de EGFR, AREG y EREG.
Panel de arriba hacia abajo: AT/AC, EGFR, AREG y EREG. Los bloques rojos son para SCC y los bloques azules son
para los tumores no SCC. Los bloques que contienen bordes negros tienen una mutacién EGFR.

La Figura 4 muestra la tincion de EGFR-IHC de cuatro modelos de NSCLC-HuPrime representativos (LU357, LU1204,
LU1513 y LU387).

La Figura 5 muestra los subtipos de la histologia de las imagenes representativas del NSCLC.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencién se basa en parte en el descubrimiento de que el tratamiento con el anticuerpo anti EGFR es
eficaz para el tratamiento del NSCLC, especialmente el NSCLC con cierto subtipo de histologia. Como consecuencia, la
presente invencién, como se define en las reivindicaciones adjuntas, proporciona el tratamiento de pacientes de NSCLC
con SCC o PLC con un farmaco contra el EGFR.

De acuerdo con la invencidn, "un farmaco contra el EGFR" se refiere a una composicién que puede modificar la
actividad de la via de sefializacion del EGFR, tal como una composicion que puede aumentar, disminuir, eliminar,
mejorar, retrasar, reducir o bloquear la actividad de la via de sefializacion del EGFR. En algunas modalidades, la
composicién esta directamente contra el EGFR, o uno o mas componentes en la ruta de sefializacion del EGFR, a nivel
del ADN, nivel de transcripcion, nivel de traduccion, nivel postraduccional, y/o nivel de proteina. La composicién puede
dirigirse especificamente al EGFR, o dirigirse al menos al EGFR. En algunas modalidades, la composicién puede causar
supresion génica y/o silenciamiento génico del EGFR y/o un componente en la ruta de sefializacion del EGFR, por
ejemplo, derribando o eliminando el EGFR y/o un componente en la ruta de sefalizacion del EGFR. En algunas
modalidades, la composicién puede modificar la actividad de la proteina EGFR, tal como la modificacién de la actividad
de unién al EGFR a su ligando y/o su capacidad para inducir rutas de sefializacion negativas. En algunas modalidades,
el farmaco es un antagonista o un anticuerpo del ligando del EGFR, por ejemplo, un antagonista o un anticuerpo del
factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante a (TGFa), HB-EGF, anfiregulina,
betacelulina, epigen, y/o epiregulin. En algunas modalidades, el farmaco puede dirigirse al EGFR y/o al ligando y
bloguear la unién ligando receptor. En algunas modalidades, el farmaco puede provocar cambios de confirmacién en el
receptor y/o el ligando y reducir o inactivar la sefalizacion celular mediada por el EGFR. En algunas modalidades, el
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farmaco es contra un heterodimero formado por el EGFR y otro miembro de la familia de receptores ErbB tal como
EfbB2/Her2/neu, o un homodimero formado por dos moléculas de EGFR. La ruta de sefializacion del EGFR se describe
en Sechacharyulu y otros. (Targeting the EGFR signaling pathway in cancer therapy, Expert Opin Ther Targets, 2012
enero; 16(1): 15-31.), Oda y otros.(A comprehensive pathway map of epidermal growth factor receptor signaling,
Molecular Systems Biology 1:2005.0010), y Development EGFR Signaling Pathway (Pathway Maps, Thomson Reuters,
2012).

En algunas modalidades, el farmaco comprende una molécula pequefia. Como se utiliza en la presente descripcion, el
término "molécula pequefia” se refiere a una molécula que tiene un peso molecular de menos de 500 MW, en donde, el
farmaco es un agente no peptidil o un agente peptidico. En algunas modalidades, el farmaco comprende una proteina o
un polipéptido. En algunas modalidades, el farmaco comprende una molécula hibrida. En algunas modalidades, el
farmaco es un anticuerpo. En algunas modalidades, el farmaco es un anticuerpo anti EGFR. En algunas modalidades, el
farmaco es un anticuerpo ligando anti EGFR. En algunas modalidades, el farmaco es un anticuerpo ligando anti EGFR
humanizado. En algunas modalidades, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal.

En algunas modalidades, el farmaco es un anticuerpo anti EGFR. En algunas modalidades, el farmaco es el Cetuximab
o las variantes funcionales o derivados de estos. No se han descrito ejemplos limitantes de anticuerpos anti EGFR en
las publicaciones PCT nims. WO/2011/140151, WO/2007/058823, W0O/2011/080209, WO/2010/080463,
WO/2012/020059, WO/2011/080209, WO/2011/059762, WO/2011/152525, WO/2011/140254, WO/2010/034441,
WOQ/2011/156617, WO/2005/090407, WO/2013/006547, WO/2008/140493, WO/2011/156617, patentes de los Estados
Unidos nuims. 5942602, 6129915, 7723484, 7618631, 7598350, y publicacion de las solicitudes de patentes de Estados
Unidos nims. 20100166755, 20080274114, 20130142812, 20110158987, 20120107234, 20110117110, 20110287002,
20120149879, 20120282633, 20100009390, 20050238640, 20060154334, 20120231021 y 20130149299.

Ademas, se proporcionan los métodos para seleccionar pacientes de NSCLC para determinado tratamiento con
anticuerpos anti EGFR en base al subtipo de histologia del paciente, por ejemplo, el NSCLC con SCC o PLC es
adecuado para el tratamiento contra el EGFR, como tratamiento con el anticuerpo anti EGFR por ejemplo, el cetuximab.
De acuerdo con la presente invencion, el término "un tratamiento contra el EGFR" se refiere a un tratamiento que usa un
farmaco contra el EGFR.

En una modalidad, la presente invencién proporciona una composicién que comprende una cantidad eficaz de un
farmaco contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) para usarse en el tratamiento del carcinoma de
células escamosas (SCC) o carcinoma pleomérfico (PLC), en donde, el uso comprende determinar la histologia del
cancer de pulmoén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), en
donde, una determinacion que dicho NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un respondedor a un farmaco contra el
EGFR y una determinacion que dice que el NSCLC es ADC o LCC es indicativo de un no respondedor a un farmaco
contra EGFR, y administrar la composiciéon a un paciente diagnosticado con SCC o PLC. En algunas modalidades, el
farmaco contra el EGFR es un anticuerpo anti EGFR, tal como el cetuximab o variantes funcionales de éste.

En otra modalidad, se proporcionan los métodos para identificar pacientes respondedores y no respondedores que
comprenden determinar la histologia del cancer de pulmén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de
pulmén, en donde, una determinacion de que dicho cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC es
indicativo de un respondedor a un tratamiento contra el EGFR, como un tratamiento con anticuerpos anti EGFR, por
ejemplo, el tratamiento con el cetuximab y una determinacién de que el NSCLC es adenocarcinoma (ADC) o carcinoma
de células grandes (LCC) es indicativo de un no respondedor a un tratamiento contra el EGFR, tal como un tratamiento
con el anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con el cetuximab.

En otra modalidad, se proporcionan los métodos para determinar un régimen de tratamiento para tratar el cancer de
pulmén en un paciente que lo necesite. El método incluye determinar la histologia del cancer de pulmén en una muestra
biolégica de un paciente con NSCLC. Una determinacién de que el cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o
PLC indica que responde a un tratamiento contra el EGFR, como un tratamiento con anticuerpos anti EGFR, por
ejemplo, el tratamiento con el cetuximab y una determinacion de que el NSCLC es ADC o LCC indica un no
respondedor a un tratamiento contra el EGFR, tal como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el
tratamiento con el cetuximab. El paciente después se trata con un tratamiento contra el EGFR, tal como un tratamiento
con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab cuando el NSCLC es SCC o PLC.

En otra modalidad, se proporcionan los métodos para alterar o modificar el régimen de tratamiento de un tratamiento
contra el EGFR para un paciente con cancer de pulmén, tal como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por
ejemplo, el cetuximab que comprende determinar la histologia del cancer de pulmén en una muestra biolégica de un
paciente con cancer de pulmén que recibe el estandar de atencion para el cancer de pulmén o un tratamiento contra el
EGFR, como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab y alterar o modificar el régimen del
tratamiento en base a la histologia del cancer de pulmon. Por ejemplo, el régimen de tratamiento continla para un
tratamiento contra el EGFR, como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab cuando dicho
cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC o el régimen de tratamiento contra el EGFR, tal como un
tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab se interrumpe cuando dicho NSCLC es ADC o LCC.
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En otra modalidad, se proporcionan los métodos para seleccionar un paciente con cancer de pulmon para el tratamiento
con un farmaco contra el EGFR, tal como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab que
comprende determinar la histologia del cancer de pulmén en una muestra biolégica de un paciente. Una determinacion
de que el cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC indica que responde a un tratamiento contra el
EGFR, como un tratamiento con anticuerpos anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con el cetuximab y una
determinacion de que el NSCLC es ADC o LCC indica un no respondedor a un tratamiento contra el EGFR, tal como un
tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con el cetuximab. Los pacientes que se determina
gue tienen SCC o PLC se seleccionan para un tratamiento contra el EGFR, tal como un tratamiento con un anticuerpo
anti EGFR, por ejemplo, cetuximab.

Una determinacion histolégica de que el cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC indica un
respondedor a un tratamiento contra el EGFR, tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con
cetuximab. Una determinacion histologica de que el NSCLC es ADC o LCC indica un no respondedor a un tratamiento
contra el EGFR, como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con cetuximab. En
algunas modalidades, la determinacion histoldgica del cancer de pulmén se realiza antes de un tratamiento contra el
EGFR, tal como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con cetuximab. En algunas
modalidades, la determinacion histol6gica del cancer de pulmén se realiza durante un tratamiento contra el EGFR, tal
como un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con cetuximab. En algunas modalidades,
la determinacién histolégica del cancer de pulmén se realiza después de un tratamiento contra el EGFR, tal como un
tratamiento con un anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el tratamiento con cetuximab.

Un respondedor de acuerdo con la presente invencién, es un individuo que exhibe eficacia del tratamiento y un no
respondedor no exhibe la eficacia del tratamiento. La frase "determinar la eficacia del tratamiento” o "determinar la
eficacia del tratamiento” y las variantes de éstos pueden incluir cualquiera de los métodos para determinar que un
tratamiento esta proporcionando un beneficio a un individuo. El término "eficacia del tratamiento” y variantes de este se
indican generalmente mediante el alivio de uno 0 mas signos o sintomas asociados con la enfermedad y puede
determinarse facilmente por un experto en la técnica."Eficacia del tratamiento" puede referirse ademas a la prevencion o
mejora de los signos y sintomas de las toxicidades tipicamente asociadas con el tratamiento estandar o no estandar de
una enfermedad, es decir, la quimioterapia o la terapia de radiaciones para el tratamiento del cancer. La determinacion
de la eficacia del tratamiento suele ser indicativa y especifica de la enfermedad y puede incluir cualquier método
conocido o disponible en la técnica para determinar que un tratamiento esta proporcionando un efecto beneficioso a un
paciente. Por ejemplo, la evidencia de la eficacia del tratamiento puede incluir, pero no se limita, a la remision de la
enfermedad o la indicacién, para el cancer esto puede incluir, pero no se limita, a una disminuciéon o reduccién del
tamafio del tumor, en la metastasis del tumor, etc. Ademas, la eficacia del tratamiento puede incluir mejoras generales
en la salud global del sujeto, como pero no se limita, a la mejora de la calidad de vida del paciente, el aumento en la
velocidad de la supervivencia del individuo predicho, la disminucién de la depresion o la disminucion de la velocidad de
recurrencia de la indicacion (aumento en el tiempo de remision). (Ver, por ejemplo, Physicians' Desk Reference (2010).)

Un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR puede incluir cualquier tratamiento que use el anticuerpo anti EGFR o una
terapéutica similar al anticuerpo que incluye sin cualquier limitacién, cualquier molécula con una o mas CDR anti EGFR.
En una modalidad, el tratamiento con un anticuerpo anti EGFR incluye cualquier anticuerpo anti EGFR aprobado, por
ejemplo, cetuximab (conocido ademas como erbitux) o biosimilar o derivados de estos, por ejemplo, el anticuerpo anti
EGFR completamente humano, etc. El Cetuximab (comercializado en Norteamérica por ImClone y Bristol-Myers Squibb
y en el resto del mundo por la Merck KGaA) es un anticuerpo monoclonal quimérico humano/ratén recombinante que
bloquea la activacion del receptor (EGFR) del factor de crecimiento epidérmico (EGF).EI cetuximab puede administrarse
por infusion intravenosa para el tratamiento del cancer colorrectal metastasico y los canceres de cabeza y cuello. En
algunas modalidades, el cetuximab se formula en un liquido estéril incoloro de pH 7,0 a 7,4. En algunas modalidades, el
cetuximab se formula a una concentracion de 2 mg/mL en 100 mg (50 mL) o 200 mg (100 mL). En algunas
modalidades, el cetuximab se formula en viales de un solo uso.En algunas modalidades, la formulacién del cetuximab
incluye cloruro sodico 8,48 mg/mL, fosfato sédico dibasico heptahidrato 1,88 mg/mL, monohidrato monobasico de
fosfato sodico 0,41 mg/mL, y agua estéril para inyeccién. Los métodos y las formulaciones para administrar el cetuximab
son bien conocidos por aquellos con experiencia en la técnica médica y cualquier método bien conocido de
administracion del cetuximab, los regimenes de dosificacion para el cetuximab o formulaciones para el cetuximab se
contemplan para usarse con los métodos de la presente invencion. Las composiciones detalladas y los métodos para
usar el Cetuximab se describen en las patentes de Estados Unidos nims. 8075916, 7977336, 6217866.

Los métodos para determinar la histologia del cancer son bien conocidos en la técnica y aquellos con experiencia en la
técnica pueden usar cualquier método conocido para determinar la histologia de SCC, PLC, ADC o LCC de una muestra
de céncer.

El carcinoma de pulmodn de células escamosas (SCC) es tipicamente un cancer de células grandes ubicado en el centro
(cancer de pulmédn de células no pequefias 0 NSCLC) que frecuentemente tiene un sindrome paraneoplasico que causa
la produccién ectdépica de la proteina relacionada con la hormona paratiroidea (PTHrP), lo que resulta en la
hipercalcemia. Se debe principalmente al habito de fumar. Las células SCC son grandes, aplanadas y estratificadas con
una alta relacion de citoplasma con respecto a nucleo. Las principales caracteristicas del diagnéstico incluyen la
presencia de queratina intracitoplasmica que puede relacionarse con la presencia de puentes intercelulares y la
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formacion de la perla escamosa. La mayoria de las células del SCC surgen centralmente dentro de los bronquios
principales, lobulares, segmentales o subsegmentales, pero algunas ocurren mas periféricamente. La masa tumoral,
generalmente, se extiende hacia el lumen de la via respiratoria con la invasion de la pared subyacente. El carcinoma de
células escamosas requiere la presencia de al menos uno de los siguientes: queratina, perlas de queratina o puentes
intercelulares.

El adenocarcinoma (ADC) del pulmén es una forma histolégica comun de cancer de pulmén que contiene ciertas
caracteristicas arquitectdnicas, citolégicas o moleculares del tejido maligno, que incluyen la formacion de glandula y/o
conductos y/o produccion de cantidades significativas de moco. El adenocarcinoma es el tipo mas comuin de cancer de
pulmén en no fumadores de por vida. Los adenocarcinomas son tumores altamente heterogéneos, y actualmente se
reconocen varios subtipos histologicos principales: adenocarcinoma acinar, adenocarcinoma papilar, adenocarcinoma
bronquioloalveolar, adenocarcinoma sélido con produccién de mucina y tipos mixtos. El adenocarcinoma de pulmén
tiende a tefiir la mucina de manera positiva, ya que se deriva de las glandulas productoras de moco de los pulmones. Al
igual que otros adenocarcinomas, si este tumor esta bien diferenciado (bajo grado) se parecera a la estructura glandular
normal. El adenocarcinoma pobremente diferenciado no se parecera a las glandulas normales (alto grado) y se
detectara al ver que estan tefiidas positivas para la mucina (que producen las glandulas). El adenocarcinoma requiere la
presencia de un patrén lepidico (anteriormente patron bronquioloalveolar), patrén acinar (formacion definida de la
glandula), patrén papilar, nédulos papilares sin ndcleos estromales (patron micropapilar) o vacuolas intracelulares que
contienen mucina en mas de cinco células en dos campos consecutivos de alta potencia de cualquier otra manera un
carcinoma indiferenciado (patron sdlido).Como la mayoria de los ADC son histologicamente heterogéneos,
generalmente, caen en la categoria mezclada. Los tumores generalmente surgen en las vias respiratorias periféricas
mas pequefas (a diferencia del cartilago que portan los bronquios) pero pueden encontrarse mas centralmente. Las
principales caracteristicas de diagnéstico de ADC incluyen la formacién de glandulas, - donde las células tumorales se
disponen alrededor de un lumen central - y/o produccién de mucina.

El carcinoma de pulmén de células grandes (LCC) es un grupo heterogéneo de neoplasmas malignos indiferenciados
gue se originan a partir de células epiteliales transformadas en el pulmén. El LCC es, en efecto, un "diagndstico de
exclusién”, en que las células tumorales carecen de caracteristicas de microscopia optica que pudieran clasificar a la
neoplasia como un carcinoma de células pequefias, carcinoma de células escamosas, adenocarcinoma o0 otro tipo
histolégico mas especifico de cancer de pulmon, por ejemplo, las células de la lesion no son de forma columnar, no
contienen mucosa, no muestran diferenciacion escamosa, y no tienen propiedades neuroendocrinas o caracteristicas de
células pequefias. El LCC se diferencia del carcinoma de pulmén de células pequefias (SCC) principalmente por el
tamafio mas grande de las células anaplasicas, una mayor relacion de tamafio citoplasmatico con respecto al nuclear y
una carencia de cromatina "sal y pimienta". Los tumores tienden a consistir en células grandes con abundantes
citoplasmas, nlcleos grandes y nucléolos prominentes y pueden ocurrir periféricamente o centralmente. Las variantes
de LCC incluyen el carcinoma de células claras, el carcinoma de células gigantes y el carcinoma neuroendocrino de
células grandes (LCNEC).Las revisiones mas recientes de la Organizacion Mundial de la Salud del esquema de
tipificacion histolégica de cancer de pulmén incluye diversas variantes de LCC, que incluyen el carcinoma (a) basaloide,
(b) células claras, (c) tipo linfoepitelioma, (d) fenotipo rabdoide y (e) neuroendocrino de células grandes. Adicionalmente,
una "subvariante”, conocida "carcinoma neuroendocrino de células grandes combinadas”, o c-LCNEC, se reconoce bajo
el nuevo sistema. Para ser designado un c-LCNEC, el tumor debe contener al menos un 10 % de células LCNEC, en
combinacion con al menos 10 % de otras formas de NSCLC.

El carcinoma pleomorfico pulmonar es un tumor epitelial poco comun y tiene un curso clinico agresivo. Como se han
descrito pocos estudios de carcinoma pleomérfico pulmonar, ver Kaira y otros (Pulmonary Pleomorphic Carcinoma: A
Clinicopathological Study Including EGFR Mutation Analysis, Journal of Thoracic Oncology: abril 2010 - Volumen 5 -
ndmero 4 - pags 460-465).

Cualquier prueba adecuada puede usarse para determinar la histologia del cancer. Dicha prueba y examen incluyen,
pero no se limitan a, signos y sintomas comunes de cancer de pulmoén, sindrome de Horner, sindrome de la vena cava
superior, sindromes paraneoplasicos, historial médico y examen fisico, pruebas de imagen, rayos X de térax, tomografia
axial computarizada (CT), imagen por resonancia magnética (MRI), tomografia por emision de positrones (PET),
gammagrafia 6sea, citologia de esputo, biopsia con aguja, broncoscopia, ecografia endobronquial, ecografia esofagica
endoscoOpica, mediastinoscopia y mediastinotomia, toracentesis, toracoscopia, inmunohistoquimica, pruebas
moleculares, analisis de sangre, pruebas de funcién pulmonar, o cualquier método adecuado derivado de estos.
Ejemplos no limitantes de los métodos para determinar la histologia del cancer se describen en Walter y otros (The
Histology of Lung Cancer, Thorax, 1955, 10:107), Nicholson y otros (Standards and Datasets for Reportin Cancers
Dataset for lung cancer histophathology reports (3ra edicién), Colegio Royal de Patdlogos, abril 2011), Travis y otros,
(Asociacion Internacional para el Estudio de Cancer de Pulmoén/Sociedad Americana de Térax/clasificacién internacional
multidisciplinaria de adenocarcinoma de pulmoén de la European Respiratory Society. J Thorac Oncol 2011; 6:244-285.),
Organizacion Mundial de la Salud. Tumours of the lung, pleura, thymus and heart. Lyons:IARC Press, 2004, Tan y otros.
(A 5-MicroRNA Signature for Lung Squamous Cell Carcinoma Diagnosis and hsa-miR-31 for Prognosis, Imaging,
Diagnosis, Prognosis, DOI: 10.1158/1078-0432.CCR-11-0419), y Bishop y otros. (p40 (ANp63) is Superior to p63 for the
Diagnosis of Pulmonary Squamous Cell Carcinoma, Mod Pathol. 2012;25(3):405-415), Iwasaki y otros, (Pulmonary
Pleomorphic Carcinoma:Diagnosis Using Small Biopsy Specimens, (Journal of Thoracic Oncology: septiembre 2010 -
Volumen 5 - nimero 9 - pag 1492).
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Los métodos para obtener muestras biolégicas son bien conocidos en la técnica y puede emplearse cualquiera de los
métodos estandar para obtener muestras biolégicas. Las muestras biolégicas que encuentran uso con los métodos de la
presente invencion incluyen, pero no se limitan a, suero, sangre, plasma, sangre completa y sus derivados, piel, cabello,
foliculos pilosos, saliva, mucosa oral, mucosa vaginal, sudor, lagrimas, tejidos epiteliales, orina, semen, fluido seminal,
plasma seminal, fluido prostatico, fluido preeyaculatorio (fluido de Cowper), excrementos, biopsia, ascitis, liquido
cefalorraquideo, linfa y muestra o biopsia de extracto de tejido.(Ver, por ejemplo, Clinical Proteomics: Methods and
Protocols, Vol. 428 en Methods in Molecular Biology, Ed. Antonia Vlahou (2008).) En una modalidad, la muestra
biologica de la presente invencién incluye cualquier muestra de células o tejidos de pulmon, por ejemplo, células de
NSCLC en el sitio o circulantes o migratorias. En otra modalidad, la muestra bioldgica de la presente invencién incluye
cualquier extracto o fraccionamiento parcial o completo de células o0 muestras de tejido de pulmoén, por ejemplo, células
de NSCLC en el sitio o circulantes o migratorias.

En algunas modalidades, el paciente adecuado para el tratamiento de acuerdo con la presente invencion es de
ascendencia asiatica. En algunas modalidades, el paciente es de ascendencia asiatica, tiene NSCLC que exhibe
histologia de SCC o PLC. En algunas modalidades, el paciente es de ascendencia asiatica oriental.

En algunas modalidades, el tratamiento con anticuerpo anti EGFR por ejemplo, el cetuximab puede coadministrarse con
uno o0 mas agentes quimioterapéuticos, radioterapéuticos, agentes terapéuticos de quimiorradiacion, o agentes
terapéuticos especificos.

En algunas modalidades, el quimioterapéutico incluye, pero no se limita a, vinblastina, vincristina, dactinomicina,
daunorrubicina, doxorrubicina, etopésido, mitramicina, paclitaxel, docetaxel, cisplatino, carboplatino, fluorouracilo, acido
folinico e irinotecan.

En algunas modalidades, la terapia especifica incluye, pero no se limita a, bevacizumab, trastuzumab, erlotinib,
panitumumab, sorafenib, infliximab, adalimumab, basiliximab, daclizumab y omalizumab.

En algunas modalidades, la radiacion terapéutica se administra a una dosificacion de aproximadamente 40 Gy a
aproximadamente 80 Gy. En algunas modalidades, la dosificacién es de aproximadamente 50 Gy a aproximadamente
70 Gy, en algunas modalidades, la dosificacién es de aproximadamente 50 Gy a aproximadamente 65 Gy. En algunas
modalidades, la radioterapia se administra a una dosificacién de aproximadamente 50 Gy, aproximadamente 55 Gy,
aproximadamente 60 Gy o aproximadamente 65 Gy.

Aln en otra modalidad, la presente invencion proporciona métodos para proporcionar informacion Gtil para predecir,
determinar, evaluar o controlar el tratamiento o la eficacia del tratamiento del NSCLC, por ejemplo, con el tratamiento
del anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, con el cetuximab. El método incluye determinar la histologia de NSCLC en una
muestra biolégica de un paciente y proporcionar la determinacion de la histologia a una entidad que proporciona
determinacion, prediccién o evaluacion del tratamiento y/o la eficacia del tratamiento en base a la histologia del NSCLC.
Si la histologia es SCC o PLC, la entidad puede proporcionar una determinacion de que el tratamiento con la terapia del
anticuerpo anti EGFR, por ejemplo, el cetuximab debe usarse o debe continuarse. Si la histologia es ADC o LLC, la
entidad puede proporcionar una determinacién de que el tratamiento con la terapia del anticuerpo anti EGFR, por
ejemplo, el cetuximab no debe usarse o debe suspenderse.

Se describen ademéas en la presente descripcion los estuches. Los estuches incluyen uno o mas reactivos para
determinar la histologia del NSCLC y opcionalmente con instrucciones para usar los resultados de la histologia para
determinar el tratamiento de pacientes con NSCLC, por ejemplo, con el tratamiento del anticuerpo anti EGFR. Por
ejemplo, cuando el NSCLC es SCC o PLC, la determinacion indica que es un respondedor y cuando el NSCLC es ADC
0 LCC, la determinacion indica un no respondedor del tratamiento con anticuerpo anti EGFR.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Tasa de respuesta (RR) alta al Cetuximab por NSCLC-SCC PDX

El cetuximab todavia debe aprobarse para el tratamiento del cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC),
aungue varios ensayos clinicos indicaron beneficio clinico en algunos pacientes, debido a la carencia de un(os)
biomarcador(es) predictivo(s) convincente(s) para posibles respondedores (Pirker R, y otros Lancet. 2009;373:1525-31;
Khambata-Ford S, y otros J Clin Oncol. 2010;28:918-27; y O'Byrne KJ, y otros Lancet Oncol. 2011;12;795-805).Para
explorar el biomarcador predictivo de la respuesta al cetuximab, establecimos una gran coleccion de xenoinjertos
derivados de pacientes (PDX) de pacientes asiaticos con diferentes subtipos de histologia de NSCLC, incluido el
adenocarcinoma (ADC), carcinoma de células escamosas (SCC), carcinoma pleomorfico (PLC) y carcinoma de células
grandes (LCC), etc. Curiosamente, mientras que el NSCLC tuvo una tasa de aceptacion general de injerto del 25 %, la
tasa del SCC fue ~31 %, casi el doble del -17 % del ADC, un fenémeno puede tener implicaciones bioldgicas para el
potencial metastasico del tumor y el prondstico. Cuando se prueba el cetuximab en una cohorte seleccionada al azar de
32 modelos PDX, se confirma que un subconjunto de ellos respondié al cetuximab (15/32) (como se definié mediante el
%" T/pc<50 %, 47 %).Examinando cuidadosamente la histopatologia junto con los rasgos genéticos moleculares de esta
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cohorte, sorprendentemente se encuentra que todos los modelos respondedores pertenecen exclusivamente a SCC y
PLC (14/15 y 1/15 respectivamente), a diferencia de ninguno para ADC (0/15).Por el contrario, los no respondedores
(%AT/AC> 50 %) inclusive son de ADC (7/17), LCC (2/17), y SCC (7/17).Mientras que ninguno para los respondedores,
1/7 de SCC no respondedores tiene la activacion de la mutaciéon KRAS G12D.Un respondedor parcial tiene la fusion
ALK-EML4 (% T/AC = 37 %).En general, el SCC no respondedor 0 parcialmente respondedor tiende a tener una
expresion de EGFR relativamente menor en comparacion con los buenos respondedores (% AT/AC < 20 %).Entre los
buenos respondedores se incluyen la activacion de mutaciones de EGFR (delecion, insercion y mutaciones
puntuales).En resumen, nuestros datos parecen sugerir que el SCC asiatico tiene una tasa de aceptacion de injerto
superior y una tasa de respuesta (RR) superior de cetuximab que el ADC asiatico, con factores posiblemente positivos
de mayor expresion y mutacion de EGFR, y factores negativos de mutacion de KRAS, fusion de ALK y amplificacion de
c-Met.

Aunque los NSCL se consideran generalmente enfermedades agresivas, entre los dos principales subtipos de
histologia, el SCC es alin mas agresivo en términos de metastasis y peor prondstico (What is non-small cell lung cancer,
Sociedad Americana del Cancer, 2012). Se creia que los inhibidores de la tirosina quinasa (TKI) eran mas efectivos en
el tratamiento del adenocarcinoma que SCC, ya que el factor positivo de las mutaciones EGFR para beneficio de los
tratamientos con TKI frecuentemente se asocian con adenocarcinoma (20 %~40 %) (Pao y otros, 2009 y Billah, y otros
2011) y raramente con SCC (<3 %) (Sequest LV y otros, 2011).Debido a que las pruebas de mutacion de EGFR se
consideraron pruebas predictivas para el tratamiento con TKI para ADC, pero no para SCC (NCCN Guia de Practicas
Clinicas), o en otras palabras, los TKI se han considerado principalmente como un tratamiento para ADC, excluyendo el
SCC. Consecuentemente, hoy esencialmente no existe un tratamiento objetivo para SCC. Sin embargo, la mayoria de
los estudios clinicos que condujeron a esta creencia se han llevado a cabo en gran parte de Occidente y en pacientes
de poblaciones caucasicas. Aun no se ha determinado cuanto de estos son verdaderos para pacientes asiaticos, por
ejemplo, pacientes chinos con NSCLC.

Todos estos representan la urgencia extrema de las opciones de tratamiento adicionales para pacientes con NSCLC,
particularmente los farmacos comercializados pero que aun no se han aprobado para esta indicacion. Entre ellos se
encuentran los anticuerpos monoclonales contra el EGFR, el mismo objetivo de los dos farmacos NSCLC aprobados
(EGFR-TKI), que incluyen cetuximab y panitumumab (también Matuzumab no aprobado) que son opciones potenciales
de ese tipo.

El cetuximab es un anticuerpo monoclonal IgG1l. Se dirige al EGFR y bloquea la unién ligando receptor, provocando
cambios de conformacion en el receptor e inactivando la sefializacion celular mediada por el EGFR (Mendelsohn J, y
otros J Clin Oncol. 2003;21:2787-99).Fue aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos de los EE. UU. (FDA)
para el tratamiento del carcinoma colorrectal metastasico (NCRC) que expresa EGFR, ya sea como agente Unico (para
pacientes resistentes a irinotecan/oxaliplatino) o en combinaciéon con el irinotecan (para pacientes resistentes a
irinotecan) (Ciardiello F, y otros. N Engl J Med. 2008;358:1160-74), excluir aquellos con mutaciones de KRAS en los
codones 12 y 13 (De Roock W, y otros Lancet Oncol. 2011; 12:594-603). El cetuximab esta aprobado ademas para la
indicacion del carcinoma de células escamosas (SCC) de cabeza y cuello con enfermedad localmente avanzada y
recurrente/metastasica como un tratamiento combinado con la quimioterapia (Vermorken JB, y otros N Engl J Med.
2008:359:1116-27) y radiaciéon (Bonner JA, y otros N Engl J Med. 2006;354:567-78).Sin embargo, no se ha aprobado
para el tratamiento del NSCLC, aunque los ensayos clinicos (por ejemplo, FLEX) indicaron actividad antitumoral en
algunos pacientes cuando se combinan con agentes quimioterapéuticos (Pirker R, y otros Lancet. 2009;373:1525-31).
Esto se debe a la imposibilidad de identificar un biomarcador predictivo convincente para los posibles respondedores
(BMS099) (Khambata-Ford S, y otros J Clin Oncol. 2010;28:918-27 y O'Byrne KJ, y otros Lancet Oncol. 2011;12:795-
805), aunque los esfuerzos recientes han sugerido que las puntuaciones mas altas de EGFR-IHC demostraron una
mayor supervivencia (Pirker R, y otros Lancet Oncol. 2012;13:33-42).

Los xenoinjertos derivados de pacientes (PDX), sin ninguna manipulacion in vitro, reflejan los perfiles histopatolégicos y
genéticos de los pacientes, que incluyen los modelos NSCLC PDX (Ding L, y otros Nature. 2010;464:999-1005;
Marangoni E, y otros Clin Cancer Res. 2007;13:3989-98; Nemati F, y otros Clin Cancer Res. 2010;16:2352-62; Nemati
F, y otros Anticancer Drugs. 2010:21:25-32; Fichtner I, y otros Clin Cancer Res. 2008;14:6456-68; y Hennessey PT, y
otros PLoS One. 2011;6:e20584).PDX mejoro el poder predictivo de los modelos de cancer preclinicos y permite el
descubrimiento de biomarcadores predictivos para terapias especificas. Se describié previamente el establecimiento de
una gran coleccion de modelos PDX (denominados NSCLC HuPrime®) injertando tejidos tumorales de pacientes
NSCLC asiaticos en ratones inmunocomprometidos (Yang M, y otros Overcoming drug resistance with tailored treatment
regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors. 2012; presentado).
Esta coleccion permitié el examen minucioso de la naturaleza de los subtipos de NSCLC y ademas la capacidad de
realizar ensayos clinicos similares a los ensayos en base a una cohorte seleccionada al azar. Encontramos que el
subtipo de SCC tiene una tasa de injerto significativamente mayor que ADC, ademas tiene un alto porcentaje de tasa de
mutaciones de EGFR y, en particular, tiene una tasa de respuesta (RR) alta para el tratamiento con el cetuximab; en los
modelos de NSCLC probados, todos los respondedores son casi exclusivamente SCC, al menos para los modelos
derivados de pacientes asiaticos. El tratamiento con el cetuximab de una cohorte seleccionada al azar de los modelos
injertados demostrd que no solo un subconjunto de ellos respondié al tratamiento, sino que todos los que respondieron
hasta ahora son sorprendentemente casi exclusivamente SCC, lo que sugiere una tasa de respuesta (RR)
significativamente mayor para SCC que para no SCC, al menos para los pacientes asiaticos. Ademas, identificamos una
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serie de factores que pueden influir ya sea en la respuesta positiva o negativa. Este descubrimiento indicé que el
cetuximab para NSCLC-SCC podria ser un buen objetivo de enfermedad para el cetuximab, asi como otros farmacos de
anticuerpos monoclonales antagonistas del EGFR. Estas observaciones pueden ayudar a definir los probables
respondedores al cetuximab de NSCLC en la clinica para pacientes asiaticos.

Materiales y Métodos:

Muestras tumorales de pacientes, el injerto en ratones inmunocomprometidos y la evaluacién de la eficacia del
compuesto. El injerto de tejidos tumorales recién extirpados quirdrgicamente de los pacientes diagnosticados como
NSCLC se describieron anteriormente (Yang M, y otros Overcoming drug resistance with tailored treatment regimen in
patient derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors. 2012; presentado), y se
aprobd por las Juntas de Revision Institucional del Cuarto Hospital de la Universidad Médica de Hebei, con los
consentimientos informados de los pacientes. Todos los estudios con animales de experimentacién se llevaron a cabo
en estricto cumplimiento con las recomendaciones de la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de los
Institutos Nacionales de la Salud. El protocolo se aprob6 por el Comité de Etica de los Experimentos Animales de Crown
Bioscience, Inc. (Comité Crown Bioscience IACUC). La evaluacion de la actividad antitumoral del cetuximab en modelos
NSCLC-PDX establecidos se describié ademas anteriormente (Yang M, y otros Overcoming drug resistance with tailored
treatment regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors. 2012;
presentado). El crecimiento tumoral se controlé dos veces por semana y los %"/ac se calcularon los valores para
evaluar la respuesta tumoral al tratamiento (AT = cambio del volumen del tumor en el grupo de tratamiento y AC =
cambio de volumen del tumor en el grupo de control).

Analisis de la mutacion hotspot del oncogén. Los andlisis hotspot del gen EGFR de los modelos de NSCL-PDX se
describieron anteriormente (Yang M, y otros Overcoming drug resistance with tailored treatment regimen in patient
derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors. 2012; presentado).Para otros analisis
de mutacion de oncogenes, los iniciadores de PCR fueron: KRAS-Exon 2, F:5'-TTATGTGTGACAT GTTCTAAT -3' (sec.
con num. de ident.: 1); R:5'-AGAATGGTCCTGCACCAGTAA-3' (sec. con num. de ident.: 2). KRAS-Exén 3, F:5'-
TCAAGTCCTTTGCCCATTTT-3' (sec. con num. de ident.: 3); R:5TGCATGGCATTAGCAAAGAC-3' (sec. con nim. de
ident.: 4). KRAS-Exén 4, F5-TTGTGGACAGGTTTTGAAAGA-3' (sec. con num. de ident.: 5); R:5-AGAAGCAA
TGCCCTCTCAAG-3' (sec. con num. de ident.: 6).EGFR-Exdén 18, F:5-CATGGTGAGGGCTGAGGTGA-3' (sec. con
ndm. de ident.: 7), R:5-CCCCACCAGACCATGAGAGG-3' (sec. con num. de ident.. 8).EGFR-Ex6n 19, F:5'-
GTGCATCGCTGGTAACATCCA-3' (sec. con num. de ident.: 9), R:5-GGAGATGAGCAGGGTCTAGAGCA-3' (sec. con
nam. de ident.: 10). EGFR-Ex6n 20, F:5-CGCATTCATGCGTCTTCACC-3' (sec. con num. de ident.: 11), R:5-
CTATCCCAGGAGCGCAGACC-3' (sec. con num. de ident.: 12).EGFR-Exén 21, F:5-TGGCATGAACATGACCCTGAA-3'
(sec. con num. de ident.: 13), R:5'CAGCCTGGTCCCTGGTGTC-3' (sec. con num. de ident.: 14).PI3K-Exén 1, F:5'-
CTCCACGACCATCATCAGG-3' (sec. con num. de ident.: 15) R:5'-GATTACGAAGGTATTGGTTTAGACAG-3' (sec. con
ndm. de ident.: 16). PI3K-Exén 9, F:5-GATTGGTTCTTTCCTGTCTCTG-3' (sec. con nim. de ident.: 17), R:5-
CCACAAATATCAATTTACAACCATTG-3' (sec. con nam. de ident.: 18), PI3K-Ex6n 20:F:5'-
TGGGGTAAAGGGAATCAAAAG-3' (sec. con num. de ident.: 19), R:5'-CCTATGCAATCGGTCTTTGC-3' (sec. con num.
de ident.. 20). AKT-Ex6n 3, F:.5-ACATCTGTCCTGGCACAC-3' (sec. con num. de ident.. 21), R:5-
GCCAGTGCTTGTTGCTTG-3' (sec. con num. de ident.: 22).BRAF-Ex6n 15, F:5'-CTCTTCATAATGCTTGCTC-3' (sec.
con num. de ident.: 23), R:5-GTGAATACTGGGAACTATG-3' (sec. con nim. de ident.: 24).ERK-Ex6n 2, F:5-
ACTTTACCAACT TGCCTTCT-3' (sec. con num. de ident.: 25), R:5-TCACAACAAACCATCCCT-3' (sec. con nim. de
ident.: 26). ERK-Ex6n 8, F:nverso: 5-TGCCTTACCCATAAC-3' (sec. con nim. de ident.:27)5'-
GGACCTTGAGGAACATAAT-3' (sec. con num. de ident.: 28). Los métodos de PCR para estos oncogenes son los
mismos que para el andlisis de mutacién de EGFR que se describié anteriormente (Yang M, y otros. Overcoming drug
resistance with tailored treatment regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to
EGFR inhibitors. 2012; presentado).

Andlisis de la expresion y copia de los genes del EGFR y c-Met de los modelos NSCLC-HuPrime®. Los métodos para
determinar la expresion y los nimeros de copias de los genes de EGFR y c-Met incluyen la inmunohistoquimica
estandar (IHC), Affy-U219, qRT-PCR, gPCR, andlisis de SNP6, que se describieron previamente (Yang M, y otros.
Overcoming drug resistance with tailored treatment regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC
patients resistant to EGFR inhibitors. presentada; 2012).

Resultados

SCC tuvo la tasa de injerto significativamente mayor que ADC. Se establecié un panel grande de modelos de NSCLC
PDX mediante el trasplante de tejidos tumorales extirpados quirdrgicamente de pacientes asiaticos sin tratamiento
previo por injerto subcutaneo en ratones Balb/c desnudos (Yang M, y otros. Overcoming drug resistance with tailored
treatment regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors.
presentada; 2012).Los tejidos tumorales de los hospitales y los usados para el injerto son de todos los tipos de
histopatologia de NSCLC sin criterios de inclusién previa o exclusién, que consisten en ~47 % de adenocarcinoma
(ADC), ~33 % de carcinoma de células escamosas (SCC), 3 % de carcinoma adenoescamoso (carcinoma pleomorfo o
PLC), 2 % de carcinoma de células grandes (LCC) y 15 % de otros. La relacion de distribuciéon entre ADC y SCC es
aproximadamente similar a la poblacién de pacientes (ver anteriormente). En general, la tasa de aceptacion general del
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25 % para el NSCLC es consistente con los informados por otros (Fichtner I, y otros. Clin Cancer Res. 2008;14:6456-
68).Curiosamente, la tasa de aceptacion para SCC de ~31 % es significativamente mayor que la de ADC (~17 %).La
tasa de aceptacion para PLC (carcinoma adenoescamoso) es ~35 %, y LCC ~50 % en este experimento, pero los
tamafios de muestra para estos dos son demasiado pequefios para ser significativos. La tasa de aceptacion alta
estadisticamente significativa de SCC (valor de p de 0,002) sobre ADC nunca se ha reportado (Fichtner I, y otros. Clin
Cancer Res. 2008;14:6456-68) y podria implicar diferencias subyacentes en la biologia del tumor entre estos dos tipos
principales de histologia, que incluyen fenotipos de crecimiento mas agresivos y potenciales metastasicos para SCC
que para ADC en los modelos y quizas en los pacientes (ver anteriormente).Se reporté que PDX se parece mas a los
tumores metastasicos que a los tumores primarios (Ding L, y otros Nature. 2010;464:999-1005), lo que podria explicar
ademas, la tasa de aceptacion alta de SCC que ADC.

Para asegurar la histologia de los modelos, los tejidos tumorales del modelo se reexaminaron cuidadosamente por otro
patélogo de forma independiente y a ciegas. La tincion de IHC se realiz6 ademas para los marcadores de diferenciacion
para confirmar ademas la histologia de los modelos, que se resumen en la Tabla 1 con imagenes representativas que
se muestran en la Figura 5.

Tabla 1: Informaciéon del paciente.

ID Género |[Edad |Etapa Grado | Histopatologia

9 M a7 T2N1MO IIb |lI SCC de moderadamente a pobremente
diferenciado

299 M 52 TINOMO la |NA SCC pobremente diferenciado

350 (M 75 TINOMO la |NA Carcinoma de células escamosas bien diferenciado

377 |F 45 TINOMO | 1 ADC pobremente diferenciado

387 |F 64 T3N2MOllla |NA Adenocarcinoma pobremente diferenciado

395 M 58 TIN2MOlIlla [NA SCC pobremente diferenciado

697 M 53 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

743 M 48 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

858 |M 55 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

1143 M 85 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

1155 |M 77 NA NA Carcinoma de células escamosas de
moderadamente a pobremente diferenciado

1160 |M 70 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

1215 M 58 NA NA Carcinoma de células escamosas, variante
basaloide

1225 M 53 NA NA Adenocarcinoma pobremente diferenciado

1245 |F 57 NA NA ADC moderadamente diferenciado

1302 M 62 NA NA Carcinoma de células escamosas pobremente
diferenciado

1429 M 63 NA NA SCC moderadamente pobremente diferenciado

1513 |M 65 NA NA SCC pobremente diferenciado

1656 |F 38 NA NA SCC moderadamente diferenciado

1901 F 65 NA NA QC_diagnostico (P1, P2):Carcinoma de células

grandes indiferenciado
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2503
2505
2511
2512
330

357

1235

1868
1204

38

1219
741

mig|I|| M

7

M
M

78
69
49
58
72

60

56

NA
69

45

70
53

NA
NA
NA
NA
NA

TINOMO
la

NA

NA
NA

T2N1MO
IIb

NA
NA

NA
NA
NA
NA

NA

NA

NA
NA

NA
NA
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QC_diagndstico (P4):ADC pobremente diferenciado

Adenocarcinoma pobremente diferenciado

Carcinoma de células grandes indiferenciado

ADC de pobremente a moderadamente diferenciado

Carcinoma de células escamosas de moderadamente a
pobremente diferenciado

Carcinoma de células escamosas moderadamente diferenciado

Carcinoma adenoescamoso con parte del carcinoma
bronquioloalveolar

SCC pobremente moderado diferenciado

QC_diagnéstico (P2):Carcinoma de células escamosas
pobremente diferenciado

Carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado

Carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado

Carcinoma de células escamosas pobremente diferenciado

Un subconjunto del cohorte NSCLC-HuPrime® analizado respondid al cetuximab y se encontr6 que fueron
exclusivamente SCC o PLC. Treinta y dos modelos de NSCLC PDX se usaron en el presente estudio de tratamiento con
el cetuximab sin intencién de preseleccion por subtipos de histopatologia. Fueron cuatro subtipos:SCC (22/32 o 66 %),
ADC (7/32 0 22 %), PLC ( 1/32 0 3 %) y LCC (3/32 0 9 %) por examenes histopatoldgicos del paciente y las muestras
del modelo correspondiente (Tabla 2). El porcentaje significativamente mayor de SCC probablemente se debié a mas
SCC en la coleccion (ver anteriormente).

Tabla 2. Resumen de los modelos NSCLC HuPrime®

Modelo | Patologia | EGFR mut

1235
1868
1204
357
387
330
1219
741
1160
395
9
1656
1143
1302

PLC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC
SCC

delecién

KRAS mut

% en peso

T790M/L858R | % en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso

% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso
% en peso

% en peso

EGFR expr

(11725102_at) MET CN (PennCNV) |Cetuximab AT/AC

+++ 3 -0,12
++ 2 -0,06
++ 2 0,03
+++ 2 0,04
+++ 2 0,08
++ 2 0,11
++ 2 0,17
+++ 2 0,22
++ 2 0,22
++ 2 0,23
1 0,35

+++ 2 0,37
+ 2 0,37
0,43
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350 SCC % en peso % en peso  |+++ 2 0,49
299 SCC % en peso % en peso |+ 2 0,53
2505 ADC % en peso % en peso |+ 2 0,57
2511 LCC % en peso % en peso 0,59
1901 LCC % en peso % en peso | ++ 4(amplificado) 0,77
1215 Sgscall\ % en peso % en peso 2 0,80
1245 |ADC  enpeso o o7A s 2 0,82
1155 SCC % en peso % en peso |+ 2 0,88
743 SCC % en peso % en peso |++ 2 0,92
1225 ADC % en peso % en peso 0,94
2503 ADC % en peso % en peso | ++ 4(amplificado) 0,94
858 ADC L858R % en peso | ++ 4(amplificado) 0,97
377 ADC % en peso % en peso |++ 1 1,00
387 ADC insercién % en peso | +++ 3 1,00
2512 SCC % en peso Gly12Cys 1,00
1429 SCC 1,00
697 SCC % en peso % en peso |++ 2 1,04
1513 SCC % en peso % en peso |+ 2 1,20

Estas muestras de los 32 modelos ademas se confirmaron como EGFR positivas por andlisis de inmunoquimica (IHC)
(Tabla 2 y Figura 1), aunque no se usé como criterio de inclusion para estos estudios. Para evaluar los modelos de
respuestas al cetuximab, este cohorte se tratd con un nivel de dosis de 1 mg/ratdon una vez por semana durante dos
semanas. Las respuestas tumorales se midieron por el volumen del tumor y se cuantificaron por %"/ac como se
describié previamente (Yang M, y otros. Overcoming drug resistance with tailored treatment regimen in patient derived
xenografts from naive Asian NSCLC patients resistant to EGFR inhibitors. Presentada; 2012). Los resultados
demostraron que un subconjunto de este cohorte respondié al cetuximab, del mismo modo a lo visto en la clinica
(Khambata-Ford S, y otros J Clin Oncol. 2010;28:918-27).15/32 resultaron ser sensibles (como se definié por %" /ac< 50
%), 0 una tasa de respuesta (RR) del 47 % (Tabla 2). Los ejemplos de curvas de inhibicion del crecimiento del tumor de
los respondedores y no respondedores se muestran en la Figura 2.

A continuacion, se compar6 la tasa de respuesta (RR) de diferentes subtipos de histopatologia. Sorprendentemente,
todos los respondedores fueron SCC (14/15) o PLC (1/15) (100 %).La RR de SCC/PLC fue 65 % (15/23). Entre los 17
no respondedores, 7 fueron SCC (7/17, 0 47 %), 7 fueron ADC (7/17, 0 41 %), y 2 fueron LCC (12 %). La RR para ADC
fue sorprendentemente bajo (0/7).Esta observacion en base al nimero limitado de muestras sugirié que el SCC tiene
RR mayor significativamente que la de ADC (valor de p de 0,001 mediante prueba t independiente de 2 colas).Los
modelos de NSCLC PDX tratados con el cetuximab se han descrito anteriormente por otros (Fichtner I, y otros. Clin
Cancer Res. 2008;14:6456-68 y Krumbach R, y otros Eur J Cancer. 2011;47:1231-43).Sin embargo, la diferencia en las
respuestas entre los subtipos de histologia nunca se ha reportado o comentado. Esta observacién es Unica para la
coleccién de modelos o un fenémeno general. Vale la pena sefialar que los modelos carecen de tratamiento previo, son
totalmente de origenes de pacientes asiaticos, con tasa de aceptacién sesgada entre los subtipos de histologia, que
pueden o no contribuir a las diferencias potenciales en las observaciones.

La pregunta a continuacion fue si existen datos clinicos que respalden esta observacion. Han existido dos estudios
clinicos de fase Il donde se probaron combinaciones del cetuximab con quimioterapias.En el estudio FLEX, de hecho
se observé un beneficio clinico (OS) algo mejor para el SCC en comparacién con el de AC con relaciones de riesgo de
0,8 y 0,94, respectivamente, aunque no se describié explicitamente en el reporte (Pirker R, y otros. Lancet.
2009;373:1525-31).En este estudio, los tratamientos de combinacion se compararon con la quimioterapia sola.

Muchos factores pueden contribuir a la discrepancia potencial entre los ensayos en pacientes y modelos de PDX, que
incluyen 1) diferentes tipos de criterios de valoracion - PFS (supervivencia libre de progresion) vs. RR, 2) diferentes
regimenes de tratamiento- combinaciéon vs. agente UGnico, 3 ) diferencias étnicas en la poblacién: en su mayoria
caucasicos vs asiaticos orientales Nuestras observaciones proporcionan importantes implicaciones médicas.
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Las mutaciones del EGFR activadoras en SCC no tienen ningun efecto negativo en la respuesta al cetuximab. A
continuacion, se examin6 el estado del gen EGFR de los respondedores en comparacion con sus respuestas al
cetuximab. Entre los 4 respondedores principales (%AT/AC< 8 %) (Tabla 2), tres tienen mutaciones del EGFR activadoras
clasicas que se reportaron frecuentemente en la clinica (Gazdar AF. Oncogene. 2009;28 Suppl 1:524-31).
Especificamente, son HuPrime-®R-LU1868 que contienen mutaciones dobles L858R/T790M, LU1235 que contiene la
mutacion por delecion (exon 19: 2236-2350), y LU1868/1235 se describieron en reportes anteriores (Yang M, y otros.
Overcoming drug resistance with tailored treatment regimen in patient derived xenografts from naive Asian NSCLC
patients resistant to EGFR inhibitors. Presentada; 2012). Estos resultados confirmaron ademas que las mutaciones del
EGFR activadoras no tienen influencia negativa en la respuesta al cetuximab, y que estas mutaciones, junto con la alta
expresion del EGFR, fueron de hecho factores positivos que contribuyen a la respuesta del cetuximab (Krumbach R, y
otros Eur J Cancer. 2011;47:1231-43 y Tsuchihashi Z, y otros N Engl J Med. 2005;353:208-9).

Ademas es interesante, que los modelos descritos anteriormente con mutaciones del EGFR son SCC (Tabla 1 y Tabla
2), mas de los que se encontraron en ADC. Esto contradice los reportes previos de que las mutaciones del EGFR,
aunque se encuentran con frecuencia en ADC, raramente se encuentran en SCC. Esto podria representar una gran
diferencia entre los pacientes con NSCLC asiaticos y caucasicos. Para confirmar esta observacion, varios patélogos
confirmaron a ciegas e independientemente la histologia de todos estos modelos. Las diapositivas de H&E se muestran
en la Figura 5. De hecho, han existido reportes que describen recientemente las mutaciones puntuales del EGFR en no
ADC (SCC, carcinoma adenoescamoso y de células grandes), que se producen en pacientes chinos (Jia XL, y otros
Lung Cancer. 2011:74:396-400) y japoneses (Shukuya T, y otros. Cancer Sci. 2011;102:1032-7).

Aun no se han identificado otras mutaciones oncogénicas en los respondedores SCC, excepto que LU1565 contiene
fusion ALK-EMLA4 y tiene un valor AT/ac de 37 %, o una respuesta parcial. En contraste, se encontraron otras mutaciones
oncogénicas que son factores negativos para la respuesta del cetuximab en SCC no respondedores, que incluye SCC-
LU2512 (KRAS-G12C) (Tabla 2). En los modelos no SCC, ademas se encontrd que muchos de ellos tenian factores
negativos:ADC-LU858, ADC-LU2503 y LCC-LU1901 con amplificacién de c-Met; ADC-LU1245 con KRAS-G12C; ADC-
LU387 con amplificacion del gen Her2.

El presente estudio que usa PDX demostré claramente que un alto porcentaje de NSCLC SCC de pacientes asiaticos
responde al cetuximab (Tabla 2).

Discusién:

Las Unicas tres terapias objetivas aprobadas son los TKI contra EGFR (erlotinib, gefitinib) y ALK-EML4
(crizotinib).Tienen aplicaciones limitadas ya que solo un pequefio porcentaje de pacientes con NSCLC:10 % de los
NSCLC para los EGFR-TKI (Lynch TJ, y otros N Engl J Med. 2004;350:2129-39 y Paez JG, y otros Science.
2004;304:1497-500), principalmente en el subtipo de ADC, y 3-5 % para crizotinib (Rodig SJ, y otros Curr Opin Investig
Drugs. 2010;11:1477-90).Esto presenta una urgencia extrema de opciones de tratamiento adicionales para pacientes
con NSCLC, particularmente aquellos farmacos comercializados pero que alin no se han aprobado para esta indicacion.
Entre ellos se encuentran los anticuerpos monoclonales contra el EGFR, el mismo objetivo de los dos farmacos NSCLC
aprobados (EGFR-TKI), que incluyen el cetuximab y panitumumab (ademas, el Matuzumab no aprobado) que son
opciones potenciales de ese tipo.

Sin embargo, los ensayos clinicos hasta ahora sobre el cetuximab, conducidos en gran parte en el Occidente, no
resultaron ser muy prometedores. El principal obstaculo sigue siendo identificar los biomarcadores predictivos y asi la
poblacién de pacientes que serian sensibles al cetuximab en ensayo clinico (Pirker R, y otros Lancet. 2009;373:1525-
31; Khambata-Ford S, y otros J Clin Oncol. 2010;28:918-27; y O'Byrne KJ, y otros Lancet Oncol. 2011;12:795-805).
Nuestro presente estudio que usa PDX demostrd claramente que un alto porcentaje del NSCLC SCC de pacientes
asiaticos responden al cetuximab (Tabla 1) y cumple con este obstaculo. Nuestro estudio puede ayudar en gran medida
al disefio de estudios clinicos, particularmente los estudios que se llevaran a cabo en el Asia oriental.

Se ha prestado especial atencion al hallazgo de que el NSCLC asiatico puede ser diferente del de los caucésicos. Se
han visto diferencias en:1) la respuesta a TKI (RR significativamente mayor para el NSCLC asiatico (particularmente las
mujeres) que en el Occidente; 2) frecuencia de mutaciones de EGFR en diferentes subtipos de histologia segun lo
reportado por otros y aqui; 3) RR significativa alta en SCC asiatico como se describe aqui. Este nuevo conocimiento en
la diferencia entre la demografia de los pacientes ayuda a disefiar terapias mas efectivas.
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Reivindicaciones

1.

10.

11.

12.

13.

Una composicion que comprende una cantidad efectiva de un farmaco contra el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR) para usar en el tratamiento del carcinoma de células escamosas (SCC) o
carcinoma pleomorfo (PLC), en donde, el uso comprende (i) determinar la histologia del cancer de pulmén en
una muestra biolégica de un paciente con cancer de pulmon de células no pequefias (NSCLC), en donde, una
determinacién que dicho NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un respondedor a un farmaco contra el EGFR
y una determinacion de que el NSCLC es adenocarcinoma (ADC) o carcinoma de células grandes (LCC) es
indicativo de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR, y (ii) administrar la composicién a un paciente
diagnosticado con SCC o PLC cuando la determinacion en el etapa (i) indica que el paciente tiene SCC o PLC.

La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde el uso comprende determinar un régimen de
tratamiento para tratar el cancer de pulmon en un paciente que comprende determinar la histologia del cancer
de pulmén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de pulmén, en donde, se determina que el
cancer de pulmoén es cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC), y el NSCLC es SCC o PLC es
indicativo de un respondedor a un farmaco contra el EGFR y una determinacion de que el NSCLC es ADC o
LCC es indicativo de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR, y tratar a dicho paciente con un
tratamiento contra el EGFR cuando el cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC.

La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde, el uso comprende evaluar el régimen de tratamiento
del cancer de pulmén por un farmaco contra el EGFR que comprende determinar la histologia del cancer de
pulmén en una muestra biolégica de un paciente con cancer de pulmén que recibe el farmaco y alterar el
régimen de tratamiento en base a la histologia del cancer de pulmén, en donde, el régimen de tratamiento se
continla cuando dicho cancer de pulmén es NSCLC, y el NSCLC es SCC o PLC; o dicho régimen de
tratamiento se interrumpe cuando dicho NSCLC es ADC o LCC.

La composicion para usar de la reivindicacion 1, en donde, el uso comprende seleccionar un paciente con
cancer de pulmén para el tratamiento con un farmaco contra el EGFR, que comprende determinar la histologia
del cancer de pulmén en una muestra bioldgica de un paciente, en donde, la determinacion de que el cancer de
pulmén es cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y el NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un
respondedor al farmaco y una determinacién de que el NSCLC es ADC o LCC es indicativo de un no
respondedor al farmaco, y seleccionar para el tratamiento con un tratamiento con un anticuerpo anti EGFR
aquellos pacientes que se determina que tienen SCC o PLC.

La composicién para usar de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde, el cancer de pulmén es cancer
de pulmén de células no pequefias (NSCLC).

La composicién para usar de la reivindicaciéon 5, en donde, el NSCLC es SCC o PLC.

La composicion para usar de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en donde, el farmaco es un anticuerpo anti
EGFR.

La composicion para usar de cualquiera de las reivindicaciones 1-7, en donde, el paciente es de procedencia
asiatica.

La composicion para usar de cualquiera de las reivindicaciones 1-8, en donde, el farmaco se coadministra con
uno o mas quimioterapéuticos, radioterapéuticos, terapéuticos para quimiorradiacion o terapéuticos dirigidos.

La composicion para usar de la reivindicacion 9, en donde, dicho agente quimioterapéutico se selecciona de
vinblastina, vincristina, dactinomicina, daunorrubicina, doxorrubicina, etopdsido, mitramicina, paclitaxel,
docetaxel, cisplatino, carboplatino, fluorouracilo, acido folinico e irinotecan.

La composicion para usar de la reivindicacion 9, en donde, el farmaco dirigido se selecciona de bevacizumab,
trastuzumab, erlotinib, panitumumab, sorafenib, infliximab, adalimumab, basiliximab, daclizumab y omalizumab.

La composicion para usar de cualquiera de las reivindicaciones 7-11, en donde, el anticuerpo anti EGFR es el
cetuximab o variantes funcionales de este.

Un método para predecir la eficacia del tratamiento del cancer de pulmén con un farmaco contra el EGFR que
comprende determinar la histologia del cancer de pulmén en una muestra biolégica de un paciente con cancer
de pulmén de células no pequefias (NSCLC) y proporcionar la determinacion de la histologia a una entidad que
predice la eficacia en base a la histologia del cancer de pulmén, en donde, una determinaciéon que dicho
NSCLC es SCC o PLC es indicativo de un respondedor a un farmaco contra el EGFR, y una determinacién de
que el NSCLC es ADC o LCC es indicativo de un no respondedor a un farmaco contra el EGFR.
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14. La composicion para usar de la reivindicacién 1, en donde, la composicion consiste en una cantidad efectiva de
un farmaco contra el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR).
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p-ERK &n Tumores LU/1235 con una Dosis Unica de
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