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DESCRIPCION
Mutaciones en el dominio extracelular Il del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico

La presente invencion se refiere a nuevas mutaciones del gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico
humano, como un marcador para la determinacion de la respuesta al tratamiento con un anticuerpo monoclonal.

Antecedentes de la técnica

El gen del receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un receptor de cinasa de tirosina
transmembranario que pertenece a la familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico (familia ErbB), que
incluye cuatro receptores de cinasa de tirosina estrechamente relacionados: el EGFR (ErbB-1), el HER2/c-neu
(ErbB-2), el Her 3 (ErbB-3) y el Her 4 (ErbB-4). Tras la unién con el ligando, el EGFR activa las rutas de sefializacion
intracelular, principalmente la cascada RAS-RAF-MEK-ERK vy la ruta PI3K-AKT, que regulan unos acontecimientos
oncogénicos claves tales como la apoptosis, el crecimiento celular, la angiogénesis y la metastasis. Se ha notificado
una activacion aberrante o una sobreexpresion del EGFR en diversos tipos de cancer (es decir, Mendelsohn J,
Baselga J et al., " Epidermal growth factor receptor targeting in cancer". Semin Oncol - 2006, Vol. 33, pags.: 369-38).
Se han descrito mutaciones imagen del EGFR en el cancer de pulmén. Algunos ejemplos de dichas mutaciones se
divulgan, por ejemplo, en el documento de TJ et al., "Activating mutations in the epidermal growth factor receptor
underlying responsiveness of non-small-cell lung cancer to gefitinib", N Engl J Med-2004, Vol. 350, pags.: 2129-
21309.

El cancer colorrectal metastasico (CCRm) es la segunda causa inmediata de muerte por cancer en los paises
occidentales.

Una terapia basada en anticuerpos monoclonales (AcMc), por ejemplo, cetuximab y panitumumab, que estan
dirigidos contra el dominio extracelular 11l del EGFR, proporciona un beneficio de supervivencia significativo para los
pacientes con CCRm, y ahora son los componentes convencionales de los regimenes terapéuticos de estos
pacientes, es decir, tanto solos como junto con otro(s) farmaco(s) antineoplasico(s).

Los AcMc se unen a los antigenos foraneos expresados en las células cancerosas. Una vez unidos, las células
cancerosas son marcadas para su destruccion por el sistema inmunitario del paciente. Ademas de su
direccionamiento a las células cancerosas, los AcMc pueden estar disefiados para actuar sobre otros tipos de
células y de moléculas necesarios para el crecimiento del tumor. Por ejemplo, los anticuerpos pueden neutralizar los
factores de crecimiento e inhibir asi la expansién del tumor. Es posible crear un AcMc especifico para practicamente
cualquier objetivo extracelular/de la superficie de la célula (tal como en las células cancerosas). En resumen, los
AcMc pueden usarse para destruir células tumorales malignas e impedir el crecimiento del tumor mediante el
bloqueo de los receptores celulares especificos. Los AcMc terapéuticos cetuximab y panitumumab se unen al EGFR
e impidan la activacion de las rutas de sefializacion intracelular dirigidas por el EGFR (es decir, la cascada RAS-
RAF-MEK-ERK vy la ruta PI3K-AKT).

No todos los pacientes con CCRm responden a un régimen terapéutico que comprende AcMc. La ausencia de
respuesta de un paciente con CCRm a dicho tratamiento podria ser primaria (es decir, desde el comienzo del
tratamiento con el AcMc anti-EGFR), lo que se conoce como resistencia primaria. Ademas, todos los pacientes con
CCRm que inicialmente responden a los AcMc anti-EGFR invariablemente desarrollan una resistencia secundaria,
es decir, una resistencia adquirida contra el AcMc anti-EGFR. En ambos casos, el resultado es un fracaso del
tratamiento. Los mecanismos que contribuyen a la adquisicion de dicha resistencia al tratamiento en los pacientes
con CCRm todavia no se han comprendido en su totalidad.

El KRAS (también conocido como homadlogo del oncogén virico del sarcoma de rata de Kirsten V-Ki-ras2) es un
efector del EGFR anterégrado y un marcador de la resistencia primaria a los AcMc anti-EGFR. ElI KRAS tiene un
significativo impacto sobre la optimizacion del tratamiento en los pacientes con CCRm. El cuarenta por ciento de los
tumores colorrectales portan una mutacion en el gen KRAS, y estos pacientes no se benefician de los AcMc anti-
EGFR. En la practica clinica habitual, a todos los pacientes con CCRm que estan siendo considerados para una
terapia con AcMc anti-EGFR se les deberian realizar pruebas del KRAS, y los pacientes deberian ser excluidos de la
terapia con cetuximab o panitumumab si se detecta una mutaciéon del KRAS.

Aunque el uso de las mutaciones del KRAS y mas recientemente de las mutaciones del NRAS (homologo del
oncogén virico Ras de neuroblastomas) como marcadores de la resistencia primaria a los AcMc anti-EGFR ha
supuesto una etapa significativa hacia la optimizacion del tratamiento de los pacientes con CCRm, la comprension
de los cambios moleculares subyacentes en la resistencia adquirida a los AcMc anti-EGFR es actualmente un
desafio crucial para mejorar el beneficio clinico de estos farmacos. Recientemente se han elucidado los mecanismos
de resistencia secundaria (resistencia adquirida) en algunos pacientes. El acontecimiento mas habitual es la
aparicion de mutaciones KRAS o una amplificacion génica en aproximadamente el 50 % de los casos, como se
deduce a partir de Misale et al., "Emergence of KRAS mutations y acquired resistance to anti-EGFR therapy in
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colorectal cancer", Nature - 2012, Vol. n° 486, pags.: 532-536.

Otros mecanismos de resistencia secundaria incluyen la adquisicion de una mutacién en el dominio extracelular del
EGFR que anula la uniéon del cetuximab al EGFR, segun ilustran Montagut et al., "ldentification of a mutation in the
extracellular dominio of the Epidermal Growth Factor Receptor conferring cetuximab resistance in colorectal cancer",
Nature Medicine - 2012, Vol. n°® 18, pags.: 221-223. La mutacion es el polimorfismo en la porcion extracelular del gen
EGFR, que da como resultado la sustitucién de aminoacidos S492R en el dominio Il de la proteina codificada.

Con el objetivo de estudiar la interaccion del anticuerpo monoclonal con los epitopos del EGFR, numerosos informes
estan dirigidos al cartografiado de los epitopos criticos. Estos informes proporcionan datos de las mutaciones
obtenidas por mutagénesis dirigida en el dominio Il del EGFR. Un ejemplo de estos informes es el de Voigt et al.,
"Functional Dissection of the Epidermal Growth Factor Receptor Epitopes Targeted by Panitumumab and
Cetuximab", Neoplasia - 2012, Vol. n® 14 (11), pags.: 1023-1031. Este documento desvela mutaciones en las que el
aminoacido natural ha sido en su mayor parte cambiado por una alanina, segun los protocolos y las herramientas de
los ensayos de mutagénesis dirigida. Voigt concluye que los datos in vitro de la mutagénesis dirigida pueden no ser
significativos in vivo debido a que podria ser que los residuos definidos como criticos para la unién del cetuximab o
del panitumumab mediante una metodologia de cribado de alanina estuvieran mutados in vivo en otros aminoacidos
sin ninguna consecuencia funcional. Por lo tanto, esas posiciones clave en un epitopo definido identificado por la
mutagénesis dirigida no sugieren una mutacion significativa in vivo (el intercambio del aminoacido en particular).

La resistencia a los farmacos es por lo tanto un importante reto en los pacientes con cancer colorrectal tratados con
farmacos anti-EGFR, a saber, cetuximab y panitumumab. La elucidacion de los mecanismos moleculares de
resistencia representa un gran objetivo, pero esto implica la deteccién de mutaciones significativas o de otras
alteraciones génicas como marcadores para la prediccion de la respuesta y, al mismo tiempo, para la determinacion
de si un régimen médico en particular debe ser modificado debido a la resistencia adquirida (resistencia secundaria).
En resumen, el estado de la técnica proporciona herramientas Utiles para la deteccién de la resistencia primaria y
secundaria a las terapias con AcMc anti-EGFR en pacientes con CCRm, pero es necesaria la identificacion de
biomarcadores adicionales y alternativos predictivos de la resistencia con objeto de tener en cuenta a los pacientes
con diferentes mutaciones, o con una evolucién diferente en los mecanismos de resistencia molecular.

Sumario de la invenciéon

Los inventores han identificado nuevas mutaciones en el dominio extracelular del EGFR humano (dominio Ill) que se
correlacionan con la resistencia al tratamiento con algunos de los AcMc usados en la terapia oncoldgica. Las
mutaciones dan lugar a las sustituciones de aminoacidos de una arginina por una cisteina en la posicion 451 de la
proteina EGFR; de una serina por una leucina en la posicién 464 del EGFR; de una glicina por una arginina en la
posicion 465 de la proteina EGFR; y de una lisina por una treonina en la posicion 467 de la proteina EGFR.

La proteina EGFR humana natural tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 y las mutaciones se
conocen en el presente documento como R451C, S464L, G465R y K467T. Las mutaciones pueden ser detectadas
solas o junto con cada una de las otras en pacientes con CCRm después del tratamiento con un AcMc anti-EGFR.

Todas estas mutaciones estan localizadas en un fragmento en particular de la secuencia de aminoacidos del epitopo
de union al cetuximab. A saber, estan localizadas en un fragmento desde el aminoacido en la posicién 450 hasta el
aminoacido en la posiciéon 470 de la SEQ ID NO: 2, esta SEQ ID NO: 2 se corresponde con la secuencia de
aminoacidos consenso natural del EGFR humano. Este fragmento de la secuencia de aminoacidos del epitopo de
unién al cetuximab es denominado también en el presente documento SEQ ID NO: 12
(LRSLKEISDGDVIISGNKNLC). De forma interesante, los inventores descubrieron que este fragmento incluye
muchos de los intercambios de aminoacidos en particular (mutaciones) que dan lugar a un deterioro real (es decir,
no hay eficacia) de muchos tratamientos con un AcMc anti-EGFR. Como se ha expuesto anteriormente, mediante
mutagénesis se ha determinado que muchas posiciones de aminoacidos son posiciones clave mientras se
cartografiaban los sitios de union anti-EGFR-AcMc, no obstante, también se sabe que los ensayos de cartografiado
no son concluyentes para la determinacion de la resistencia a los tratamientos.

Por lo tanto, los inventores proporcionan por primera vez un fragmento del dominio extracelular Ill del EGFR que
contiene o resume muchas mutaciones puntuales con un efecto real sobre la terapia. El analisis o la determinacién
de la secuencia de este fragmento (SEQ ID NO: 12) proporciona la ventaja de detectar muchos de los posibles
pacientes resistentes a los tratamientos que incluyen un AcMc anti-EGFR. Algunos ejemplos de aminoacidos de esta
SEQ ID NO: 12 (LRSLKEISDGDVIISGNKNLC) que dan lugar a una resistencia al ampliamente empleado AcMc anti-
EGFR cetuximab estan indicados en negrita y subrayados.

Todas estas mutaciones estan localizadas en el exén 12 de la variante 1 del ARNm del gen EGFR humano que
finalmente codifica la proteina EGFR de la SEQ ID NO: 2. Ademas, todas ellas estan relacionadas con un cambio de
los aminoacidos naturales por aminoacidos voluminosos (es decir, aquellos con una cadena lateral que consiste en
hidrocarburos C1-C4 ramificados o no ramificados, opcionalmente con un grupo amino terminal) y/o por aminoacidos
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polares o cargados. En particular, la mayor parte de las mutaciones se relacionan con un cambio en un aminoacido
polar y/o cargado con una cadena lateral que comprende un amino terminal (-NH2). Mas en particular, dos de las
mutaciones se relacionan con el cambio de un aminoacido con una cadena lateral que comprende un amino terminal
(-NH2). Ademas, las mutaciones R451C y K467T implican la sustituciéon de un aminoacido con una cadena lateral
que comprende un amino terminal (-NH2) por un aminoacido polar, cuya cadena lateral de carbohidrato comprende
radicales con atomos del grupo del oxigeno, a saber -OH y -SH, y tienen un tamafo de la cadena lateral similar,
segun se representa a continuacion:

HZN—(I:H&':—OH ¢
CHy HaN-CHC-OH
CHa CHy
CH, CH;
NH CHz
C=NH CHy
NH, NH,
Arg, R Lys, K
I I
HaN-CHC-OH HaN-CHC—OH
CHOH CHy
CHj SH
Thr, T Cys, C

Por lo tanto, los inventores proporcionan por primera vez la asociacién de mutaciones en el dominio lll del EGFR
humano cambiando un aminoacido basico con una cadena lateral que comprende un amino terminal (-NH2), con
una probada resistencia al tratamiento con algunos de los AcMc usados en la terapia oncoldgica. Mas
particularmente, esta asociacion se observa cuando estos aminoacidos basicos cambian por algunos aminoacidos
polares seleccionados entre cisteina y treonina.

Ademas, los cambios de los aminoacidos en la anteriormente mencionada SEQ ID NO: 12, siendo dichos
aminoacidos polares o neutros y estando sustituidos por aminoacidos voluminosos, con carga o neutros, también
estan asociados con una resistencia probada al tratamiento con algunos de los AcMc usados en la terapia
oncologica. Este es el caso, por ejemplo, de la mutacion S464L y de la mutacion G465R.

Las mutaciones en particular R451C y K467T son detectadas en una proteina mutada que comprende la secuencia
peptidica definida en la SEQ ID NO: 1.

Ademas, las mutaciones indicadas anteriormente y las mutaciones S464L y G465R son detectadas en una proteina
mutada que comprende la secuencia peptidica definida en la SEQ ID NO: 13.

Estos marcadores pueden usarse después para seguir la evolucion de los mecanismos de resistencia adquirida
frente a las terapias anti-EGFR. La deteccion de la resistencia adquirida puede ser una herramienta util para
proponer otra metodologia terapéutica o régimen médico junto con el seguimiento de la evolucion de la enfermedad.

Por lo tanto, en un primer aspecto, la invencion se refiere a una secuencia peptidica con una longitud de entre 17 y
100 aminoacidos y que comprende la secuencia SEQ ID NO: 13

X'SLKEISDGDVIIX*XNX?,
en la que

X' se selecciona entre R y C;
X* se selecciona entre S yL;
X® se selecciona entre G Y R;
X2 se selecciona entre K y T; y en la que al menos uno de X1, X4, x® y X2 es, respectivamente, C, L, Ro T.

La SEQ ID NO: 13 engloba cualquiera de las mutaciones definidas anteriormente, pero al menos una de ellas:
R451C, S464L, G465R o K467T.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 693 080 T3

En una realizacion en particular, la invencion se refiere a una secuencia peptidica con una longitud de entre 17 y 100
aminoacidos y que comprende la secuencia SEQ ID NO: 1

X'SLKEISDGDVIISGNX?,
en la que:

X se selecciona entre Ry C;
X? se selecciona entre K yT;y

en la que si X' es C, entonces X2 se selecciona independientemente entre Ky T, y si X' es R, entonces X2esT.

La SEQ ID NO: 1 engloba cualqulera de las mutaciones definidas anteriormente, pero al menos una de ellas: R451C
o) K467T En otras palabras, X' yX tienen el significado |nd|cado pero con la condicién de que al menos uno de X'o
X? sean, respectivamente, las formas mutadas C o T; o ambas X' yX sean las formas mutadas C y T.

Esta SEQ ID NO: 1 deriva de la proteina humana EGFR de la SEQ ID NO: 2. Por lo tanto, es un fragmento de la
secuencia de proteinas humana, incluyendo dicho fragmento al menos una de las mutaciones indicadas. Por lo
tanto, el resto de los aminoacidos hasta 100 son aquellos que estan localizados en la secuencia de proteinas de la
SEQ ID NO: 2, siendo cualquiera de los flanqueantes dlcha SEQ ID NO: 1 o una secuencia unida al extremo C
terminal de la SEQ ID NO: 1 y definido por el aminoacido X°.

Ventajosamente, estas mutaciones (R451C, S464L, G465R o K467T) representan alternativas que pueden
ensayarse en una muestra de un sujeto sospechoso de haber adquirido resistencia o una resistencia primaria a las
terapias con AcMc anti-EGFR. Por lo tanto, ademas de otras mutaciones que pueda haber presentes o no en la
muestra de un sujeto, las mutaciones propuestas en la SEQ ID NO: 1 (R451C o K467T) o incluso en la SEQ ID NO:
13 (R451C, S464L, G465R o K467T) sirven para la deteccidon de posibles sujetos resistentes no detectables por
otros medios. En particular, las mutaciones R451C y K467T implican la ventaja adicional de indicar que algunas de
las terapias con AcMc anti-EGFR todavia son permisivas (o eficaces). En particular, las mutaciones R451C y K467T
son permisivas al panitumumab. Esto significa que, si se detecta al menos una de estas dos mutaciones, al menos
puede recomendarse el tratamiento con panitumumab.

En un segundo aspecto, la invencion se refiere a un oligonucleétido que comprende una secuencia que codifica la
SEQ ID NO: 1 0la SEQ ID NO: 13.

El péptido aislado que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13 es el producto clave que da lugar a la
deteccion de las formas mutadas de la proteina EGFR, de gran interés en el campo de la terapia oncoldgica. Estas
formas mutadas de la proteina también son detectables en forma de un oligonucledtido que comprende una
secuencia que codifica la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13.

Los oligonucleétidos que codifican la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13 son aquellos que incluyen los cambios de
nucledtidos que dan lugar a al menos uno de los cambios de aminoacidos mencionados anteriormente, teniendo en
cuenta la degeneracion de los codones (la redundancia del codigo genético) en estas posiciones de mutacion. Estos
oligonucledtidos pueden usarse entonces como sondas de hibridacion para la deteccion de las mutaciones en
particular que dan lugar a cambios de aminoacidos.

Ademas, todos estos oligonucledtidos son sondas adecuadas que permiten la deteccion de la presencia o no de las
mutaciones de nucledtidos que dan lugar a los cambios de aminoacidos en una secuencia peptidica que comprende
la SEQ ID NO: 1 ola SEQ ID NO: 13.

En particular, la invencion se basa en la sorprendente identificaciéon de las sustituciones de aminoacidos de una
arginina por una cisteina en la posicion 451 de la proteina EGFR; de una serina por una leucina en la posicion 464
del EGFR; de una glicina por una arginina en la posicion 465; y de una lisina por una treonina en la posicion 467 de
la proteina EGFR.

El cambio de aminoacidos K467T es el resultado del cambio de nucleétidos A—C en el nucledtido 1400 (también
conocido en el presente documento como A1400C) de la variante 1 del ARNm del gen EGFR (el codon AAA es
cambiado por ACA). El cambio de aminoacidos R451C es el resultado del cambio de nucledtidos C—T en el
nucledtido 1351 (también conocido en el presente documento como C1351T) de la variante 1 del ARNm del gen
EGFR (el codon CGC es cambiado por TGC). El cambio de aminoacidos S464L es el resultado del cambio de
nucledtidos C—T en el nucledtido 1391 (también conocido en el presente documento como C1391T) de la variante 1
del ARNm del gen EGFR (el codon TCA es cambiado por TTA). El cambio de aminoacidos G465R es el resultado
del cambio de nucledtidos G—A en el nucleétido 1393 (también conocido en el presente documento como G1393A)
de la variante 1 del ARNm del gen EGFR (el codon GGA es cambiado por AGA).

Todos estos cambios de aminoacidos pueden ser el resultado de otras mutaciones en el codon que los codifica. En
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particular, todos aquellos cambios de nucleétidos que dan lugar a una cisteina en la posicion 451 de la SEQ ID NO:
2 (proteina EGFR humana), a una leucina en la posicion 464 de la SEQ ID NO: 2, a una arginina en la posicion 465
de la SEQ ID NO: 2; y a una treonina en la posicién 467 de la SEQ ID NO: 2.

Como ya se ha indicado anteriormente, cada uno de los anteriores cambios de nucledtidos se refiere al ARNm, la
variante del transcrito 1 de la secuencia del gen EGFR (también conocido como ERBB1, PIG61, protooncogén c-
ErbB-1, tirosina cinasa de proteina del receptor homdlogo del oncogén virico de la leucemia eritroblastica aviar (v-
erb-b) erbB-1 0 HER1). La secuencia del ARNm, la variante del transcrito 1, del gen EGFR es la correspondiente a la
SEQ ID NO: 3 (o numero de registro del GenBank NM_005228.3, version 3 de secuencia y edicion de la base de
datos disponible el 18.05.2014), asi como cualquier variante de la misma, en el que dicha variante codifica la
proteina EGFR. La proteina EGFR se corresponde con la SEQ ID NO: 2 (numero de registro del GenBank
NP_005219.2 version 2 de secuencia y edicion de la base de datos del 18.05.2014) o cualquier variante de la misma
que mantenga la estructura basica de la proteina EGFR. Las SEQ ID NOs: 2 y 3 son humanas (Homo sapiens). No
obstante, el EGFR esta muy conservado en la mayoria de los mamiferos y las mutaciones puntuales del presente
documento comprenden las secuencias naturales, los mismos aminoacidos en la mayoria de los mamiferos. Por lo
tanto, la invencion engloba las mismas mutaciones, pero determinadas en una secuencia de la proteina o del gen
EGFR de cualquier mamifero.

Otro aspecto de la invencidon es un conjunto de cebadores que consiste en las SEQ ID Nos: 6
(CAAAGTTTTCAGGGATACATTGTTTTT) y 7 (TTAAATGGGAATAGCCCTTCAATATT).

Este conjunto de cebadores permite la amplificacion de la regiéon gendmica que comprende la porcion de la region
codificante del EGFR en la que se localizan los cambios de nucleétidos que dan como resultado las mutaciones de
la presente invencién. Por lo tanto, estan relacionados con las nuevas mutaciones de aminoacidos identificadas por
los inventores y permiten la amplificacion de la region codificante del EGFR que codifica el fragmento denominado
en el presente documento SEQ ID NO: 12 (LRSLKEISDGDVIISGNKNLC) que se ha encontrado sorprendentemente
como una region clave que incluye muchas mutaciones que dan lugar a una resistencia (adquirida o primaria) al
tratamiento con AcMc anti-EGFR. Particularmente, el conjunto de cebadores que consiste en la SEQ ID NO: 6y 7
permite la amplificacion de la region codificante del EGFR que da lugar al exén 12 en la variante 1 del transcrito del
ARNm. Este conjunto permite determinar si las mutaciones R451C, S464L, G465R y K467T estan presentes en la
proteina EGFR resultante final. Mas en particular, si las mutaciones R451C y K467T estan presentes en la proteina
EGFR resultante final.

Otro aspecto de la invencién es un kit que comprende un conjunto de cebadores que consiste en: el conjunto de
cebadores de las SEQ ID NOs: 6 y 7 y/o un oligonucleétido segun se define en el segundo aspecto de la invencion.

Este kit es una herramienta utilizable para detectar la presencia de las mutaciones (R451C, S464L, G465R y K467T)
de la SEQ ID NO: 13 y mas particularmente de las mutaciones R451C y K467T de las SEQ ID NOs: 1, o de cualquier
secuencia de aminoacidos que las comprenda, de una forma facil y rapida, dado que incluye los cebadores para la
amplificacion de las regiones del gen EGFR que pueden incluir las mutaciones divulgadas que se correlacionan con
la resistencia al tratamiento con cetuximab.

También, otro aspecto de la invencion es, por lo tanto, el kit como se ha definido anteriormente, para su uso en la
prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que comprende anticuerpos monoclonales anti-
EGFR. O el uso de un kit como se ha definido anteriormente para predecir la respuesta de un sujeto a un régimen
terapéutico que comprende anticuerpos monoclonales anti-EGFR.

Ademas, la invencién también se refiere a un método in vitro para predecir la respuesta de un sujeto a un régimen
terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab, en el que el método comprende:

(i) la determinacion en una muestra tomada del sujeto y mediante un medio seleccionado entre el grupo que
consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de proteinas, de si hay mutaciones presentes
o ausentes en un fragmento definido por la SEQ ID NO: 12, que es un fragmento desde el aminoacido 450 hasta
el aminoacido 470 de la secuencia de aminoacidos consenso natural del EGFR humano de la SEQ ID NO: 2; y

ii) la correlacion de la presencia de cualquier mutacion identificada en la etapa i) con la resistencia del sujeto al
régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de mutaciones en la etapa i) con
la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende panitumumab.

Por lo tanto, la SEQ ID NO: 12 se corresponde con el fragmento (o la secuencia) del aminoacido natural del EGFR
humano, y las mutaciones relacionadas con esta secuencia de aminoacidos consenso natural estan determinadas
en esta SEQ ID NO: 12, que se ha descubierto como un fragmento significativo fragmento del EGFR en relacion con
la prediccion de los tratamientos con AcMc anti-EGFR. Esta SEQ ID NO: 12 también forma parte de la invencién
(LRSLKEISDGDVIISGNKNLC) como un péptido aislado.

La invencion también se refiere a métodos in vitro de prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen
6
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terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab, en el que el método comprende:

i) la determinacion mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas, de la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes
aminoacidos:

una cisteina en la posicién 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, una leucina
en la posicion 464 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, una arginina en la
posicion 465 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y una treonina en la posicion
467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una muestra tomada del sujeto; y

ii) la correlacion de la presencia de cualquiera de los aminoacidos identificados en la etapa i) con la resistencia
del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de todos estos
aminoacidos en la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende panitumumab.

Ademas, la invenciéon también se refiere, en una realizacién en particular, a un método in vitro de prediccion de la
respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab, en el que el método
comprende:

i) la determinacién mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas, de la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes
aminoacidos:

una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y una
treonina en la posicién 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una muestra
tomada del sujeto; y

ii) la correlacion de la presencia de cualquiera de los aminoacidos identificados en la etapa i) con la resistencia
del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de todos estos
aminoacidos en la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende panitumumab.

Este método in vitro engloba la deteccidn de si, en el exdn 12 de la variante 1 del ARNm del gen EGFR humano que
finalmente codifica la proteina EGFR de la SEQ ID NO: 2, hay un cambio de nucleétidos que da lugar a un cambio
de un aminoacido con una cadena lateral que comprende un amino terminal (-NH2) en el gen natural por un
aminoacido polar, cuya cadena lateral de carbohidrato comprende radicales con atomos del grupo del oxigeno.

La puesta en practica del método in vitro de prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que
comprende cetuximab y/o panitumumab, implica la ventaja de acomodar la terapia mas adecuada para el sujeto y
evita metodologias erroneas o no lo suficientemente Utiles terapéuticamente que producen una pérdida de tiempo, lo
que es un aspecto esencial para el sujeto y para el éxito del tratamiento, especialmente si el sujeto esta afectado por
cancer.

Ademas, la deteccién de cualquiera de estas mutaciones permite determinar si se ha desarrollado una resistencia
secundaria al tratamiento con cetuximab en el sujeto, no portando inicialmente dicho sujeto las mutaciones en el gen
EGFR.

Por lo tanto, otro aspecto de la invencion es un método in vitro para la determinacién de la resistencia adquirida a un
régimen terapéutico que comprende cetuximab, método que comprende:

i) la determinacion mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas, de la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes
aminoacidos:

una cisteina en la posicién 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, una leucina
en la posicion 464 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, una arginina en la
posicion 465 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y una treonina en la posicion
467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una muestra tomada del sujeto; y

ii) la correlacion de la presencia de cualquiera de los aminoacidos identificados en la etapa i) con la resistencia
adquirida del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlaciéon de la ausencia de todos
estos aminoacidos en la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende
panitumumab.

Este método in vitro para la determinacion de la resistencia adquirida en un sujeto después de un tratamiento con
cetuximab permite ventajosamente suspender el tratamiento y ademas evitar efectos adversos secundarios o
colaterales del cetuximab.

Ademas, pueden iniciarse otras metodologias lo mas rapido posible.

Como antes, este método in vitro para la determinacion de la resistencia adquirida engloba la deteccion de si en el
exon 12 de la variante 1 del ARNm del gen EGFR humano que finalmente codifica la proteina EGFR de la SEQ ID

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 693 080 T3

NO: 2 hay un cambio de nucledtidos que da lugar a un cambio de un aminoacido con una cadena lateral que
comprende un amino terminal (-NH2) en el gen natural por un aminoacido polar, cuya cadena lateral de carbohidrato
comprende radicales con atomos del grupo del oxigeno. Este método in vitro también engloba la deteccién de si al
menos en el exén 12 de la variante 1 del ARNm del gen EGFR humano que finalmente codifica el fragmento de la
proteina EGFR de la SEQ ID NO: 12, hay un cambio de nucledtidos que da lugar a un cambio de aminoacidos
naturales por aminoacidos voluminosos (es decir, aquellos con una cadena lateral que consiste en hidrocarburos C1-
C4 ramificados o no ramificados, opcionalmente con un grupo amino terminal) y/o por aminoacidos polares o
cargados. El aminoacido natural se refiere al aminoacido segun la secuencia consenso de aminodacidos de la
proteina EGFR humana (SEQ ID NO: 2).

Otro aspecto de la invencion es un método in vitro de identificacion, en una muestra tomada de un sujeto, de la
presencia o la ausencia de una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una leucina en la posicion 464 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una arginina en la posicion 465 de la
secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una treonina en
la posicion 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, método que comprende la
determinacion de la secuencia de la SEQ ID NO: 2, al menos desde la posicion 450 hasta la posicion 470.

Este ultimo aspecto también puede formularse como un método in vitro de identificaciéon, en una muestra tomada de
un sujeto, de la presencia o la ausencia de una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una leucina en la posicion 464 de la
secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una arginina en
la posicién 465 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la
ausencia de una treonina en la posicion 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2,
método que comprende la determinacion del aminoacido en las posiciones 451 y/o 464 y/o 465 y/o 467 mediante un
medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de
proteinas.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es la gréfica de dos visualizaciones de los resultados de la secuenciacion obtenidos mediante una
secuenciacion convencional de Sanger (grafica A) y una plataforma de secuenciacién de siguiente generacion
(NGS) 454 GS Junior (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania) (grafica B). Muestra la adquisicion de
mutaciones en el ectodominio del EGFR después del tratamiento con cetuximab en dos muestras. (A) En el
paciente #31, la muestra tumoral posterior al tratamiento habia adquirido una sustitucion A -> C en el nucledétido
1400 del gen EGFR que no estaba presente en una biopsia previa al tratamiento, causando una sustitucion de
una lisina por una treonina en el aminoacido 467 (K467T). (B) En el paciente #35 se detectd una sustitucion C ->
T en el nucledtido 1351 del gen EGFR en la muestra posterior al tratamiento, dando lugar a una sustitucion de
una arginina por una cisteina en el aminoacido 451 (R451C).

La FIG. 2 es el analisis mediante una citometria de flujo de la unién de NIH3T3 tripsinizadas que sobreexpresan
el EGFR natural (EGFR natural) y la K467T del EGFR mutante incubado con cetuximab (FIG. 2A) o con
panitumumab (FIG. 2B) como anticuerpos primarios, y usando un anticuerpo secundario conjugado con
ficoeritrina dirigido contra la IgG humana. C significa recuento; FL2H representa la intensidad maxima de la sefial
en el segundo canal de deteccion de fluorescencia con un paso de banda de 585 + 21 que se usa para detectar
la fluorescencia de la ficoeritrina (PE); E significa vacio.

La FIG. 3 es también un andlisis de la unién mediante citometria de flujo de NIH3T3 tripsinizadas que
sobreexpresan el EGFR natural (EGFR natural) y la S464L del EGFR mutante incubado con cetuximab (FIG. 3A)
o con panitumumab (FIG. 3B) como anticuerpos primarios, y usando un anticuerpo secundario conjugado con
ficoeritrina dirigido contra la IgG humana. C significa recuento; FL2H representa la intensidad maxima de la sefial
en el segundo canal de deteccion de fluorescencia con un paso de banda de 585 + 21 que se usa para detectar
la fluorescencia de la ficoeritrina (PE); E significa vacio.

La FIG. 4 muestra un andlisis mediante una citometria de flujo de la union de NIH3T3 ftripsinizadas que
sobreexpresan el EGFR natural (EGFR natural) y la G465R del EGFR mutante incubado con cetuximab (FIG.
4A) o con panitumumab (FIG. 4B) como anticuerpos primarios, y usando un anticuerpo secundario conjugado
con ficoeritrina dirigido contra la IgG humana. C significa recuento; FL2H representa la intensidad maxima de la
sefial en el segundo canal de deteccion de fluorescencia con un paso de banda de 585 + 21 que se usa para
detectar la fluorescencia de la ficoeritrina (PE); E significa vacio.

Descripcion detallada de la invencién

En general, las siguientes palabras o frases tienen la definicion indicada cuando se usan en la descripcion, los
ejemplos y las reivindicaciones.
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El término "régimen terapéutico” segun se usa en el estado de la técnica y también en el presente documento, se
refiere a cualquier terapia destinada a impedir, ralentizar, detener o revertir el crecimiento de una lesién
precancerosa, de un cancer o de una metastasis cancerosa. Incluye la quimioterapia, la radioterapia, la
inmunoterapia, la terapia con anticuerpos monoclonales u otros métodos.

Por "respuesta" debe entenderse cualquier tipo de mejora tanto clinica como no clinica seleccionada entre, pero no
se limita a, una reduccién apreciable en el tamafio del tumor o en las evidencias de enfermedad o de la progresion
de la enfermedad, una enfermedad estable, un aumento o una prolongacion de la supervivencia sin progresion o de
la reduccion en la toxicidad.

"Supervivencia sin progresion" indica la cantidad de tiempo durante y después del tratamiento en la que el cancer no
crece. La supervivencia sin progresion incluye la cantidad de tiempo en la que los pacientes han experimentado una
respuesta completa o una respuesta parcial, asi como la cantidad de tiempo en la que los pacientes han
experimentado una enfermedad estable.

"Una respuesta completa" a una terapia define a los pacientes con una enfermedad valorable pero no apreciable,
cuyo tumor y cualquier signo de enfermedad ha desaparecido.

"Una respuesta parcial" a una terapia define a los pacientes con cualquier cosa menor que una respuesta completa.

"Un anticuerpo monoclonal anti-EGFR (AcMc anti-EGFR)" se refiere a un anticuerpo monoclonal y a un fragmento
del mismo que son capaces de reconocer los epitopos de la secuencia proteica del EGFR. Los AcMc aprobados que
reconocen diferentes epitopos del EGFR son cetuximab y panitumumab, pero podrian usarse otros AcMc en el
régimen terapéutico para afrontar el cancer divulgado en la presente invencion. Algunos fragmentos de anticuerpos
adecuados incluyen F(ab), F(ab’), Fv y nanocuerpos, entre otros.

La expresion "métodos de genotipado" incluye todas aquellas metodologias y procesos adecuados para la
determinacion de genotipo o, lo que es lo mismo, para la identificacion del nucleétido en una posicion dada. Algunos
ejemplos de dichas metodologias engloban la secuenciacion de Sanger, la pirosecuenciacion, la PCR especifica de
alelos, la cromatografia liquida desnaturalizante a alta presion (DHPLC), la extension de cebadores especificos de
alelos (ASPE), los biochips/micromatrices de ADN vy la hibridacion dinamica especifica de alelo (DASH).

Por "métodos de secuenciacion de proteinas" debe entenderse cualquier técnica que permita la determinacion de la
secuencia de aminoacidos de una proteina, asi como la conformacién que adopta la proteina y la magnitud en la que
esta complejada con cualquier molécula no peptidica. La determinacion de la composicién de aminoacidos puede
llevarse a cabo mediante una hidrdlisis o la separacién de los aminoacidos. Algunas tecnologias conocidas incluyen
la secuenciacion de Sanger, la degradacion de Edman y la espectrometria de masas.

Si no se indica lo contrario, todas las secuencias relativas al gen EGFR, la variante del ARNm vy la proteina EGFR se
refieren a las humanas, estando los numeros de registro de la base de tratos recogidos a lo largo de la descripcion.
También, si no se indica lo contrario, las secuencias de oligonucleétidos se muestran en la direccion 5-3' y las
secuencias peptidicas se muestran partiendo del aminoacido N terminal ((conocido también como el amino terminal,
el NH2 terminal, el extremo N terminal y el amino terminal) del péptido, segun la convencién para la escritura de
secuencias peptidicas.

Todas las secuencias de aminodacidos, asi como las de oligonucledtidos, pueden ser sintetizadas siguiendo la
apropiada sintesis quimica de péptidos o de oligonucledtidos. Algunos ejemplos de sintesis peptidica incluyen
sintesis en fase solida y sintesis en fase liquida, acoplando ambos procesos el grupo carboxilo o C terminal de un
aminoacido al grupo amino o N terminal de otro. Las reacciones no deseadas se evitan en la sintesis en fase solida
usando grupos protectores, tales como 9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) y terc-butiloxicarbonilo (t-Boc).
Alternativamente, los péptidos pueden obtenerse mediante tecnologias de ADN recombinante. Los oligonucledtidos
pueden obtenerse mediante una sintesis en fase sdlida usando el método del fosforamidito y bloques de
construccion de fosforamidito derivados de 2’-desoxinucledsidos protegidos (dA, dC, dG y T), de ribonucledsidos (A,
C, Gy U) o de nucledsidos modificados quimicamente. Los oligonucleétidos también pueden derivar de la digestion
del ADN con las enzimas de restriccion apropiadas.

Como ya se ha explicado anteriormente, las ensefianzas de la técnica anterior muestran que las mutaciones en el
dominio 1ll del EGFR pueden ayudar a localizar puntos criticos para la interaccion de los AcMc (cetuximab y/o
panitumumab). No obstante, estos datos pueden servir para detectar epitopos especificos, pero no son concluyentes
en términos de resistencia al tratamiento, dado que Unicamente unos intercambios de aminoacidos especificos
engloban esta informacion (la de la resistencia, tanto la resistencia primaria como la secundaria). Particularmente, la
resistencia adquirida al tratamiento es de gran importancia con objeto de modificar las metodologias terapéuticas y
evitar la pérdida de tiempo y de esfuerzo.

La presente invencion esta basada en nuevas mutaciones en la region codificante del gen EGFR. Las nuevas
9
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mutaciones de la presente invencion son Utiles para predecir la respuesta a la terapia basada en AcMc de un
paciente con CCRm. En particular, son Utiles para predecir la resistencia primaria y la aparicion de una resistencia
secundaria.

Como ya se ha indicado anteriormente, cada uno de los cambios de nucledtido divulgados da lugar a la sustitucion
por una cisteina en la posicion 451 de la SEQ ID NO: 2 (proteina humana del EGFR), por una leucina en la posicion
464 de la SEQ ID NO: 2, por una arginina en la posicion 465 de la SEQ ID NO: 2 y por una treonina en la posicion
467 de la SEQ ID NO: 2. Todas estas mutaciones en particular estan localizadas en un fragmento entre el
aminoacido 450 y el aminoacido 470 de esta SEQ ID NO: 2, denominandose dicho fragmento en el presente
documento, la SEQ ID NO: 12.

El péptido segun la invencion, con una longitud de entre 17 y 100 aminoacidos y que comprende la secuencia SEQ
ID NO: 1 incluye cualquiera de las mutaciones R451C o K467T.

En una realizacién en particular, este peptldo se selecmona entre el grupo que consiste en: una secuencia que
comprende la SEQ ID NO: 1 en la que X'esR y X? es T; una secuencia que comprende Ia SEQ ID NO: 1 en la que
X' es Cy X? es T; y una secuencia que comprende la SEQ ID NO: 1 enlaque X' es Cy X* es K.

En una realizaciéon mas en particular, el péptido consiste en la SEQ ID NO: 1 y, mas partlcularmente en la SEQ ID
NO: 1 selecmonado entre el grupo que consiste en la SEQ ID NO: 1 enlaque X' es Ry X?es T; la SEQ ID NO: 1 en
la que X'esC y XesT; y la SEQ ID NO: 1 en la que X'es C y X? es K. Estas secuencias estan representadas por
la SEQ ID NO: 8 (RSLKEISDGDVIISGNT), la SEQ ID NO: 9 (CSLKEISDGDVIISGNT) y la SEQ ID NO: 10
(CSLKEISDGDVIISGNK).

En una realizacién en particular, el péptido con una longitud de entre 17 y 100 aminoacidos y que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 1, comprende adicionalmente la SEQ ID NO: 4

NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX?,
en la que
X? se selecciona entre S y R.

El péptido que comprende tanto la SEQ ID NO: 1 como la SEQ ID NO: 4 se corresponde, en una realizaciéon en
particular, con una secuencia continua de aminoacidos partiendo de la SEQ ID NO: 1. Esta secuencia tiene 42
aminoacidos y se corresponde con un fragmento de la proteina EGFR codificada parcialmente por el exén 12 del
gen EGFR. Esta representada por, o) consiste en, la SEQ ID NO: 5
(X'SLKEISDGDVIISGNX?NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX?)

En otra realizacion en particular, el péptido con una longitud de entre 17 y 100 aminoacidos y que comprende la
secuencia SEQ ID NO: 13, comprende adicionalmente la SEQ ID NO: 4. Este péptido que comprende tanto la SEQ
ID NO: 13 como la SEQ ID NO: 4 se corresponde, en una realizacién en particular, con una secuencia continua de
aminodacidos partiendo de la SEQ ID NO: 13. Tiene 42 aminoacidos y se corresponde con un fragmento de la
proteina EGFR codificado parcialmente por el exén 12 del gen EGFR. Esta representado por, o consiste en, la SEQ
ID NO: 14 (X'SLKEISDGDVIIX*X’NX’NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX?)

De hecho, esta SEQ ID NO: 5 incluye cualquiera o todas Ias mutamones R451C y K467T, y adicionalmente engloba
la opcién de incluir Ia mutacion S492R Por lo tanto, X', X2 y X? tienen los mismos S|gn|f|cados a los |nd|cados
anteriormente; y si X' es C, entonces X? se selecciona |ndepend|entemente entre Ky T, y si X' es R, entonces X? es
T.

La mutacion S492R fue divulgada por primera vez por los inventores Montagut et al., (supra) como una mutacion
clave para la determinacion también de la resistencia a los AcMc en canceres, incluyendo el cancer colorrectal
metastasico.

Ademas, la SEQ ID NO: 14 |ncluye cualquiera o todas las mutaciones R451C S464L G465R y K467T, y
adicionalmente engloba la opcion de incluir la mutacion S492R. Por Io tanto X X2 X3 Xt y X° tienen los mismos
significados a los indicados anteriormente, pero al menos uno de X', X2 X*o X es, respectlvamente C,LLRoT.

En otra realizacion en particular, la secuencia peptidica que comprende la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13 tiene
una longitud de entre 17 y 50 aminoacidos. En otra realizaciéon en particular, tiene una longitud de entre 17 y 25
aminoacidos (esto es 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25). En otra realizacion aun mas en particular, la secuencia
peptidica tiene una longitud de 17 aminoacidos. En oftra realizacion en particular tiene una longitud de 21
aminoacidos, estando cualquiera de la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13 flanqueada en el extremo N terminal por
una leucina (L) y en el extremo C terminal por el tripéptido N-Asparagina-Leucina-Cisteina-C (abreviado como NLC)

Ademas, y como se representara en los siguientes ejemplos, los inventores también han detectado una nueva
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mutacion que da lugar a una resistencia a los AcMc en canceres, incluyendo el cancer colorrectal metastasico, a
saber, un cambio de una isoleucina por una metionina en la posicion 491 de la SEQ ID NO: 2 (la proteina humana
EGFR). Esta mutacion se denomina en el presente documento 1491M. El cambio de aminoacido 1491M es el
resultado del cambio de nucledtidos A—G en el nucleétido 1473 (conocido también en el presente documento como
A1473G) de la variante 1 del ARNm del gen EGFR (el codon ATA es cambiado por ATG)

Las nuevas mutaciones identificadas en la presente invenciéon son alternativas, pero también pueden usarse en
combinacién para asegurar una apropiada seleccion de la terapia.

La invencién engloba oligonucledtidos que codifican la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13. En la realizacion en
particular de un oligonucleétido que codifica la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13, opcionalmente junto con cualquier
realizacion anterior o posterior, dicho oligonucledétido codifica adicionalmente la SEQ ID NO: 4, y por lo tanto en otra
realizacion en particular, el oligonucledtido codifica la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 14. Algunos oligonucleétidos
en particular son aquellos que consisten en las secuencias de nucledtidos que codifican cualquiera de las
secuencias SEQ ID NO: 8 hasta 10. Estos oligonucledtidos, como se ha expuesto anteriormente, pueden usarse
como sondas de hibridacién para la deteccion de las mutaciones.

El kit segun la invencién comprende, ademas del conjunto de cebadores divulgado anteriormente, sondas
oligonucleotidicas para la deteccion de las formas naturales o mutadas del gen EGFR que codifica cualquiera de las
mutaciones R451C y K467T. Algunos ejemplos de estas sondas para la deteccion de las formas mutadas del gen
EGFR consisten en oligonucledtidos seleccionados entre aquellos que codifican cualquiera de las SEQ ID NO: 1, 5,
8,9y10.

Las sondas consistentes en los oligonucledtidos seleccionados entre aquellos que codifican cualquiera de las SEQ
ID NO: 1, 5, 8,9y 10 son secuencias de nucleétidos que comprenden las diversas opciones de la degeneracion de
los codones en los correspondientes puntos de mutacion.

Algunas sondas en particular para la deteccion de la mutacion R451C son aquellas complementarias de la region
mutada del EGFR en la que se localizan los cambios en los nucleétidos que dan como resultado la mutacion R451C
de la presente invencion, siendo tanto la regiéon codificante como la complementaria del gen. Por lo tanto, hibridan
con un fragmento de la secuencia de nucleotidos portador de la mutacion, y permiten la deteccion del cambio de
nucledtido C—T en la posicién 1351, divulgado anteriormente.

Algunas sondas en particular para la deteccidon de la mutacion K467T son aquellas complementarias de la region
mutada del EGFR en la que se localizan los cambios en los nucleétidos que dan como resultado la mutacion K467T
de la presente invencion, siendo tanto la regiéon codificante como la complementaria del gen. Por lo tanto, hibridan
con un fragmento de la secuencia de nucleotidos portador de la mutacion, y permiten la deteccion del cambio de
nucledtido A—C en la posicion 1400, divulgado anteriormente.

Otras sondas oligonucleotidicas en particular del kit son para la deteccion de las formas naturales o mutadas del gen
EGFR que codifica cualquiera de las mutaciones S464L y G465R.

Algunas sondas en particular para la deteccion de la mutacion S464L son aquellas complementarias de la region
mutada del EGFR en la que se localizan los cambios en los nucleétidos que dan como resultado la mutacion S464L
de la presente invencion, siendo tanto la regiéon codificante como la complementaria del gen. Por lo tanto, hibridan
con un fragmento de la secuencia de nucleotidos portador de la mutacion, y permiten la deteccion del cambio de
nucledtido C—T en la posicién 1391, divulgado anteriormente.

Otras sondas en particular para la deteccion de la mutacion G465R son aquellas complementarias de la region
mutada del EGFR en la que se localizan los cambios en los nucleétidos que dan como resultado la mutacién G465R
de la presente invencion, siendo tanto la regiéon codificante como la complementaria del gen. Por lo tanto, hibridan
con un fragmento de la secuencia de nucleotidos portador de la mutacion, y permiten la deteccion del cambio de
nucledtido G—A en la posicion 1393, divulgado anteriormente.

Por "secuencia de nucledtidos portadora de la mutacion" debe entenderse cualquiera de las cadenas de ADN
codificantes o complementarias de la estructura gendmica del ADN, asi como una cadena de ARNm que va a ser
traducida.

Los kits de la invencion pueden comprender, ademas, opcionalmente junto con cualquier realizacion anterior o
posterior, reactivos adicionales para la deteccion de mutaciones en los genes KRAS y/o PIK3CA y/o BRAF ylo
mutaciones adicionales en el gen EGFR. Estos reactivos incluyen cebadores especificos para la deteccion de
mutaciones en particular en todos estos genes, y particularmente las mutaciones asociadas con la resistencia a un
régimen terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab.

Otros reactivos incluidos en el kit estan relacionados con las sondas oligonucleotidicas que pueden hibridar con las
11
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formas tanto naturales como mutadas de todos esos genes.

Por lo tanto, en una realizaciéon en particular, opcionalmente junto con cualquiera de las realizaciones anteriores o
posteriores, el kit comprende herramientas y medios (reactivos) para detectar las mutaciones en KRAS
seleccionadas entre el grupo que consiste en G12A; G12C; G12D; G12R; G12S; G12V; G13A; G13C, G13D; G13V
segun se define en Karapetis et al., "K-ras Mutations and Benefit from Cetuximab in Advanced Colorectal Cancer",
The New England Journal of Medicine - 2008, Vol. 359, pags.: 1757-1765. Todas estas mutaciones estan ubicadas
en los codones 12 y 13 de la secuencia de la proteina K-ras identificada con el nimero de registro del GenBank
NP_004976.2 del 24.07.2011 (denominado precursor de la isoforma b del KRas de la GTPasa) y NP_203524.1 del
24.07.2011 (denominado precursor de la isoforma a del KRas de la GTPasa). En otra realizacion preferida, el kit
comprende reactivos para la deteccion de mutaciones en los exones 9 y 20 del gen PIK3CA que codifica la proteina
PIK3CA con el numero de registro del GenBank NP_006209.2 del 17.07.2011; y/o la mutacion V600E ubicada en el
codon 600 de la secuencia de proteinas del BRAF identificada con el nimero de registro del GenBank NP_004324.2
del 24.07.2011. En otra realizacion, preferida el kit comprende medios (reactivos) para la deteccion de la mutacion
S492R en la proteina EGFR de la SEQ ID NO: 2. En otra realizacién preferida, el kit comprende medios (reactivos)
para la deteccioén de la mutacion 1491M en la proteina EGFR de la SEQ ID NO: 2.

Los kits de la invencién son para su uso, en particular, en la prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen
terapéutico que comprende anticuerpos monoclonales anti-EGFR, en particular cetuximab y/o panitumumab. Mas
particularmente, el sujeto esta afectado por cancer, y el cancer es cancer colorrectal metastatico.

La invencion se refiere, segun un aspecto de la invencién, a un método in vitro para la prediccion de la respuesta de
un sujeto a un régimen terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab, en el que el método comprende:

(i) la determinacion en una muestra tomada del sujeto y mediante un medio seleccionado entre el grupo que
consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de proteinas, de si hay mutaciones presentes
o ausentes en un fragmento definido por la SEQ ID NO: 12, que es un fragmento entre el aminoacido 450 y el
aminoacido 470 de la secuencia de aminoacidos natural consenso del EGFR humano de la SEQ ID NO: 2; yiii) la
correlacion de la presencia de cualquier mutacion identificada en la etapa i) con la resistencia del sujeto al
régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de mutaciones en la etapa i) con
la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende panitumumab.

En una realizacion en particular del método in vitro, en la etapa (i) se determina si en la SEQ ID NO: 12 estan
presentes o ausentes al menos una de las siguientes mutaciones: un cambio de una arginina por una cisteina en la
correspondiente posicion 451 de la SEQ ID NO:2; una serina por una leucina en la correspondiente posicion 464 de
la SEQ ID NO: 2; una glicina por una arginina en la correspondiente posicion 465 de la SEQ ID NO: 2; y una lisina
por una treonina en la correspondiente posicién 467 de la SEQ ID NO: 2.

En otra realizacion en particular, el método in vitro para la prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen
terapéutico que comprende cetuximab y/o panitumumab comprende:

i) la determinacion mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas, de la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes
aminoacidos:

una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y una
treonina en la posicién 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una muestra
tomada del sujeto; y ii) la correlacion de la presencia de cualquiera de los aminoacidos identificados en la etapa i)
con la resistencia del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de
todos estos aminoacidos de la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende
panitumumab.

Esta realizacion en particular engloba la determinacion de sila SEQ ID NO: 1 esta presente en la muestra del sujeto
y la correlacion ademas en la etapa ii) de la presencia de cualquiera de las mutaciones R451C y/o K467T con la
resistencia del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacién de la ausencia de todos
estos aminoacidos de la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende panitumumab.

En una realizacion mas en particular del método, opcionalmente junto con cualquiera de las realizaciones anteriores
o posteriores, la etapa i) engloba la determinacién de sila SEQ ID NO: 4 esta adicionalmente presente en la muestra
del sujeto. Por lo tanto, después de determinar si esta presente cualquiera de las mutaciones R451C y/o S464L y/o
G465R y/o K467T, el método incluye también la determinacion de si esta presente la mutacion S492R en la proteina
EGFR.

La deteccion de la mutacion S492R se refiere a la realizacion en particular del método in vitro, opcionalmente junto
con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, en las que la etapa i) comprende adicionalmente la
determinacion de la presencia o la ausencia de una arginina en la posicion 492 de la secuencia de aminoacidos
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correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y en la que en la etapa ii) la presencia adicional de la arginina identificada en la
etapa i) se correlaciona con la resistencia del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab.

En otra realizacion en particular, opcionalmente junto con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, €l
método in vitro para la prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que comprende cetuximab
y/o panitumumab, comprende adicionalmente la determinacion en la etapa (i) de la presencia o la ausencia de una
metionina en la posicion 491 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2y en la que en la
etapa ii) la presencia adicional de la metionina identificada en la etapa i) se correlaciona con la resistencia del sujeto
al régimen terapéutico que comprende cetuximab.

En otra realizacion en particular, opcionalmente junto con cualquiera de las realizaciones anteriores o posteriores, la
etapa i) se lleva a cabo con un conjunto de cebadores que consiste en las SEQ ID NO: 6y 7.

Ademas de la amplificacion con los anteriormente mencionados cebadores, en una realizacion en particular, la etapa
i) se lleva a cabo mediante métodos de genotipado. En otra realizacion mas en particular, opcionalmente junto con
cualquier realizacién anterior o posterior, dicho método de genotipado se selecciona entre secuenciacion de Sanger,
pirosecuenciacion, PCR digital de gotita (ddPCR), PCR especifica de alelos, cromatografia liquida desnaturalizante a
alta presion (DHPLC), extension de cebadores especificos de alelos (ASPE), biochips/micromatrices de ADN e
hibridaciéon dinamica especifica de alelo (DASH). En otra realizacion mas en particular, el método de genotipado es
la pirosecuenciacion.

Algunos ejemplos de métodos de genotipado por pirosecuenciacion incluyen, entre otros, los métodos de
secuenciacion de siguiente generacion (NGS) conocidos como pirosecuenciacion 454 de alto rendimiento, la
secuenciacion mediante sintesis (lllumina) y la secuenciacién de terminacion de la cadena (secuenciacion de
Sanger).

Alternativamente, la etapa i) incluye sondas especificas para la deteccién de mutaciones naturales o puntuales como
método de genotipado de las regiones amplificadas. Algunas sondas en particular son aquellos oligonucleétidos que
codifican la SEQ ID NO: 1, la SEQ ID NO: 5, la SEQ ID NO: 8, la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 10. Todos estos
oligonucledtidos son complementarios de las secuencias de nucleétidos de los genes EGFR mutados.

El método in vitro para la prediccion de la respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que comprende
cetuximab y/o panitumumab, se lleva a cabo en una muestra que comprende el tumor, en la que pueden detectarse
los cambios de nucleétidos en el gen EGFR de la presente invencion. En los casos de CCRm, la muestra puede
usarse directamente segun se obtiene de la fuente, o después de un pretratamiento de la muestra. La muestra
puede comprender adicionalmente tejido normal adyacente a dicho tumor. Consecuentemente, en el caso de un
CCRm, la muestra se selecciona entre una biopsia de un cancer colorrectal primario o una biopsia de una metastasis
del mismo. En otras palabras, la muestra puede ser una biopsia de unas muestras de cancer colorrectal, incluyendo
tumores primarios y metastasis. En una realizacion preferida, la metastasis esta en el tejido hepatico.

Es probable que los pacientes que comprendan cualquiera de las recién identificadas mutaciones muestren una
respuesta a un régimen terapéutico que no comprende cetuximab, segin se mide mediante cualquier aumento o
prolongacion clinica o subclinica adecuada en la supervivencia sin progresion.

En una realizacion preferida, el régimen terapéutico es cetuximab solo o junto con un régimen quimioterapéutico
basado en irinotecan, oxaliplatino y/o 5-fluorouracilo (5-FU o 5FU). En una realizacion preferida, el régimen
terapéutico es panitumumab solo o junto con un régimen quimioterapéutico basado en irinotecan, oxaliplatino y/o 5-
fluorouracilo.

La invencion proporciona adicionalmente también métodos para decidir y/o recomendar un régimen terapéutico para
sujetos afectados por cancer, preferentemente por CCRm, que comprenden: i) la determinacion mediante un medio
seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de proteinas, de
la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes aminoacidos:

una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y una treonina
en la posicién 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una muestra tomada del
sujeto; y ii) recomendar la administracion a dicho sujeto de una cantidad eficaz de cetuximab, o de una composicion
del mismo, si todas las mutaciones estan ausentes, o de panitumumab, o de una composicion del mismo, si hay
presente al menos una de las mutaciones.

La invencion engloba también un método in vitro para la determinacion de la resistencia adquirida a un régimen
terapéutico que comprende cetuximab, método que comprende, en una realizacién en particular de este aspecto:

i) la determinacion mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas, de la presencia o la ausencia de al menos uno de los siguientes
aminoacidos:
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una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y una
treonina en la posicion 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, en una
muestra tomada del sujeto; y

ii) la correlacion de la presencia de cualquiera de los aminoacidos identificados en la etapa i) con la resistencia
adquirida del sujeto al régimen terapéutico que comprende cetuximab, o la correlacion de la ausencia de todos
estos aminoacidos en la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que comprende
panitumumab.

Como se ha expuesto anteriormente, la invencion proporciona también un método in vitro de identificacion, en una
muestra tomada de un sujeto, de la presencia o la ausencia de una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de
aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una treonina en la posicion
467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 mediante un medio seleccionado entre el
grupo que consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de proteinas. En una realizacion
preferida, el método in vitro de identificacion de la presencia o la ausencia de una o ambas mutaciones en la SEQ ID
NO: 2 comprende adicionalmente la identificacion de la presencia o la ausencia de una arginina en la posicién 492
de la SEQ ID NO: 2 mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o
métodos de secuenciacion de proteinas.

En una realizacion en particular, opcionalmente junto con cualquier realizacion anterior o posterior, el método de
identificacion de la presencia o la ausencia de una cisteina en la posiciéon 451 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una leucina en la posicion 464 de la
secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la ausencia de una arginina en
la posicién 465 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2; y/o de la presencia o la
ausencia de una treonina en la posicidén 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2, se
lleva a cabo mediante la determinacion de la secuencia de la SEQ ID NO: 2 hasta la posicion 467 mediante un
medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de
proteinas. En una realizacion preferida, el método se lleva a cabo mediante la determinacién de la secuencia de la
SEQ ID NO: 2 desde la posicion 450 hasta la 470 (SEQ ID NO: 12) y mas preferentemente desde la 451 hasta la
posicion 467. Por "la determinacion de una secuencia hasta una posicion" debe entenderse que la secuenciacién se
lleva a cabo desde un oligonucledtido o aminoacido desde la posicion 1 de dicha secuencia hasta la posicion
(nucledtido o aminoacido) de interés (en este caso en particular, hasta el aminoacido 467 o hasta el nucleétido que
da lugar a este aminoacido).

A lo largo de la descripcion y de las reivindicaciones, la palabra "comprende" y las variaciones de la palabra no
pretenden excluir otras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o etapas. Adicionalmente, la palabra
"comprende" engloba el caso de "que consiste en". Otros objetos, ventajas y caracteristicas adicionales de la
invencion seran evidentes para los expertos en la materia tras el analisis de la descripcion, o pueden ser aprendidos
mediante la practica de la invencién. Los siguientes ejemplos se proporcionan a modo de ilustracion y no pretenden
ser limitantes de la presente invenciéon. Adicionalmente, la presente invencién cubre todas las posibles
combinaciones de las realizaciones particulares y preferidas descritas en el presente documento.

Ejemplos
Ejemplo 1. Muestras de tumores y pacientes

Se llevd a cabo una metodologia de prueba preliminar para estudiar y caracterizar la presencia de las mutaciones
heterogéneas que aparecen después de una terapia basada en cetuximab en la practica clinica habitual. Todos los
pacientes con CCRm que consintieron, tratados con AcMc anti-EGFR en la institucién Parc de Salut Mar Biobank
(MARBiobanc, Barcelona, Espafia) Hospital del Mar entre enero de 2010 y junio de 2013, fueron incluidos en este
estudio. En 34 pacientes, las muestras fueron recogidas prospectivamente para este estudio, y en 3 pacientes se
analizaron biopsias secuenciales tomadas en el pasado en el contexto de su gestion clinica rutinaria. En el analisis
solo se incluyeron los pacientes que tenian una buena calidad en las biopsias previas y posteriores al tratamiento y
que habian tenido una resistencia adquirida a la terapia basada en anti-EGFR, definida como la progresion de la
enfermedad después de a) una respuesta completa o una respuesta parcial o b) una enfermedad estable durante
mas de 16 semanas (7-9). La respuesta fue evaluada segun los criterios de evaluacién de la respuesta en tumores
soélidos (RECIST) (Eisenhauer et al., "New response evaluation criteria in solid tumours: revised RECIST guideline
(version 1.1)", Eur J Cancer 2009, Vol. 45 (2): 228-247). Se uso la biopsia tumoral obtenida durante el procedimiento
habitual de diagnéstico como la muestra previa al tratamiento (inicial). En la mayoria de los casos, esta muestra se
obtuvo a partir del tumor primario durante una colonoscopia rutinaria. Una segunda biopsia inicial de un sitio
metastasico no es de rutina, y no se realizd salvo que fuera necesaria para el diagnoéstico patologico. El estudio
incluia una nueva biopsia después del fracaso del tratamiento en los pacientes que consintieron este procedimiento
adicional. Las nuevas biopsias en el momento de la progresion se obtuvieron a partir de la lesion mas accesible con
menos riesgo potencial de complicaciones relacionadas para el paciente, segun las consideraciones éticas. Se
recogieron muestras de suero antes de comenzar la terapia basada en cetuximab y en el momento de la progresion.
Cuando se detectd una mutacion en la muestra de biopsia posterior al tratamiento, la muestra de suero de ese
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paciente fue analizada para evaluar esa mutacion especifica. En este estudio se incluyeron nueve casos (los
pacientes #21 hasta #28 y el paciente #36) que habian sido evaluados previamente para las mutaciones EGFR
S492R, exon 2 del KRAS, BRAF V600E y PIK3CA mediante una secuenciacion directa y que en el trabajo actual
fueron analizados para evaluar las mutaciones indicadas anteriormente (R451C y K467T) usando una secuenciacion
profunda. Las muestras biolégicas se obtuvieron en el Parc de Salut Mar Biobank (MARBiobanc). Este estudio fue
aprobado por el comité de ética local (CEIC-2012/4741/1). Todos los pacientes participantes firmaron el
consentimiento informado por escrito.

Para la secuenciacion de KRAS, BRAF, NRAS, PIK3CA y EGFR, se llevo a cabo una extraccion del ADN a partir de
muestras tumorales como se ha descrito anteriormente en Diaz et al. "The molecular evolution of acquired resistance
to targeted EGFR blockade in colorectal cancers", Nature-2012, Vol n® 486, pags.: 537-40. El analisis de las
mutaciones del KRAS (exones 2, 3 y 4), del BRAF (ex6n 15), del NRAS (exones 2 y 3), del PIK3CA (exones 9 y 20)
y del EGFR (ex6n 12, 13) se llevd a cabo mediante una secuenciacion de Sanger usando BigDye v3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante, y se analizé con un analizador genético
3500Dx (Applied Biosystems). Todos los casos fueron cribados también mediante una pirosecuenciacion usando
una plataforma de secuenciacion de siguiente generacion (NGS) 454 GS Junior (Roche Applied Science,
Mannheim, Alemania). Ademas, las lecturas procesadas y con filtro de calidad fueron analizadas mediante el uso del
soporte logico GS Amplicon Variant Analyzer version 2.5p1 (Roche). Las mutaciones detectadas con la NGS fueron
confirmadas mediante una PCR competitiva especifica de alelos TagMan® (CAST-PCR, Applied Biosystems)
cuando estaban disponibles los ensayos especificos.

Los cebadores para las secuencias del EGFR eran los divulgados anteriormente y estaban definidos por el conjunto
de cebadores consistente en las SEQ ID NO: 6 y 7. El par de la SEQ ID NO: 6 y la SEQ ID NO: 7 sirvio para la
amplificacion de la totalidad del exén 12 que podria contener las mutaciones R451C y K467T y algunas regiones
flanqueantes del intrén. Esta secuencia esta representada por la SEQ ID NO: 11:
casagtittcagggatacatigtittiatatittcaccacatgaittitcticictccaatgtag TGGTCAGTTT
TCTCTTGCAGTCGTCAGCCTGAACATAACATCCTTGGGATTACGCTCCCT
CAAGGAGATAAGTGATGGAGATGTGATAATTTCAGGAAACAAAAATTTGT
GCTATGCAAATACAATAAACTGGAAAAAACTGTTTGGGACCTCCGGTCAG
AAAACCAAAATTATAAGCAACAGAGGTGAAAACAGCTGCAgtaagtcaccgcttt
ctgtttagtttatggagttggttctaatgggtcctttatttgtatttagaatattgaagggctattcecattiaa;

en la que los nucledtidos subrayados se corresponden con las secuencias idénticas (para la SEQ ID NO: 6) o
complementarias (para la SEQ ID NO: 7) de los cebadores del conjunto, las letras mayusculas se refieren al exén 12
y las minusculas son fragmentos del intron.

La amplificacion se llevé a cabo en las siguientes condiciones: 95 °C durante 10 minutos; 40 ciclos a 95 °C, 1
minuto, a 60 °C, 1" 30" y a 72 °C, 1 minuto; y una extension final de 10 minutos a 72 °C.

Ademas, se llevd a cabo una hibridacion fluorescente in situ (FISH). La FISH se llevd a cabo siempre que hubiera
material restante suficiente después del analisis de las mutaciones. La amplificacion del EGFR fue evaluada
mediante una hibridacion fluorescente in situ (FISH) usando la sonda LS| EGFR/CEP7 (Abbott Molecular Inc.,
DesPlaines, IL), como se ha descrito previamente (por ejemplo, en documentos tales como Salido et al., "Increased
ALK gene copy number and amplification are frequent in non-small cell lung cancer", J Thorac Oncol - 2011, Vol. n°
6, pags.: 21-7). La amplificacion del KRAS se analiz6 usando un ensayo de FISH de dos colores con una sonda
KRAS/CEP12 (Abnova). Se puntuaron las muestras con una proporcion KRAS/CEP12 mayor de 3, en al menos el
10 % de los 50 nucleos analizados. Cuando el nimero medio del cromosoma 12 excedia 2,5 o 4 por célula, el caso
se consideraba polisomico o muy polisémico, respectivamente.

Ejemplo 2. Presencia de las mutaciones R451C y K467T en el EGFR y resistencia adquirida al cetuximab

Segun se representa en la FIG 1, que es una grafica de dos visualizaciones diferentes de una plataforma de
secuenciacion de la siguiente generacion (NGS) 454 GS Junior (Roche Applied Science, Mannheim, Alemania),
muestra que algunos pacientes adquirieron mutaciones en el ectodominio del EGFR después del tratamiento con
cetuximab. La FIG. 1 (A) muestra un paciente #31, en el que la muestra de tumor posterior al tratamiento habia
adquirido una sustitucion A -> C en el nucledtido 1400 del gen EGFR que no estaba presente en la biopsia previa al
tratamiento, causando una sustitucion de una lisina por una treonina en el aminoacido 467 (K467T). La sustitucion
es detectada mediante el método de genotipado y visualizada (flecha) mediante un medio de doble pico (banda o
curva) en esta posicion. El pico inferior se corresponde con el nucleétido C.

Por ofro lado, en la FIG. 1 (B) se muestra la visualizacion del proceso de secuenciacion (la lectura menos la
referencia) del paciente #35, en el que se detect6 una sustitucion C -> T en el nucledtido 1351 del gen EGFR en la
15
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muestra posterior al tratamiento, dando lugar a la sustituciéon de una arginina por una cisteina en el aminoacido 451
(R451C). La sustitucion también esta marcada por una flecha, y en este caso el cambio es visualizado por un valor
negativo.

Ejemplo 3. Las mutaciones en la SEQ ID NO: 12 (fragmento desde el aminoacido 450 hasta el aminoacido 470
de la SEQ ID NO: 2) implican una resistencia al tratamiento con cetuximab.

3A: mutaciones en el ectodominio del EGFR y resistencia adquirida al cetuximab en modelos de células CCR

Previamente se habia notificado que la adquisicién de resistencia en células de CCR estaba asociada con la
aparicion de una mutaciéon activante de KRAS, BRAF y NRAS. Para descubrir mecanismos de resistencia
adicionales al bloqueo del EGFR se explotaron 5 lineas celulares de CCR (DiFi, LIM1215, HCA-46, NCIH508,
OXCO-2 y CCK81), que son muy sensibles al cetuximab. Todas estas lineas celulares son naturales para KRAS,
NRAS, BRAF y PIK3CA, con la excepcion de NCIH508, que muestra la mutacion p.E545K PIK3CA. En conjunto,
todos estos modelos celulares recogen las caracteristicas moleculares de los tumores de los pacientes con CCR que
es probable que respondan a terapias anti EGFR. Para cada linea se expusieron al menos cinco millones de células
de forma continua al cetuximab hasta que aparecieron poblaciones resistentes. Para definir los mecanismos
moleculares subyacentes en la adquisicion de la resistencia, inicialmente se llevé a cabo una secuenciacion de
Sanger de los genes implicados en la regulacién de la ruta de sefializacion del EGFR (EGFR, KRAS, BRAF, NRAS y
PIK3CA). Segun los informes previos, las poblaciones resistentes a menudo muestran las mutaciones KRAS, BRAF
y NRAS (véase Misale et al. "Blockade of egfr and mek intercepts heterogeneous mechanisms of acquired resistance
to anti-egfr therapies in colorectal cancer", Sci Transl Med-2014; 6: 224ra226). Todos estos alelos fueron detectados
en las células resistentes, pero no en la correspondiente poblacion parental a partir de la cual se habian originado.
De forma importante, en numerosas ocasiones habia presentes simultdneamente multiples alteraciones genéticas
en la poblacién de células resistentes, lo que indicaba su estado policlonal. Para evaluar las caracteristicas
moleculares de los clones individuales se llevaron a cabo por lo tanto unas diluciones celulares limitadas de LIM1215
y de CCK81, ya que estas lineas celulares son susceptibles a este procedimiento. Después, los clones individuales
fueron sometidos a una secuenciacion de Sanger para buscar los genes candidatos (EGFR, KRAS, BRAF, NRAS y
PIK3CA). De forma notable, el perfil de la mutacién de los clones identifico tres nuevas variantes del EGFR: S464L,
G465R y 1491M. Las mutaciones S464L, G465R, junto con las mutaciones del Ejemplo 2 (R541C y K467T) estan
localizadas en la SEQ ID NO: 12 (un fragmento que define parte del epitopo de unién al cetuximab). Considerando
que los derivados resistentes son policlonales, y a la luz de la limitada sensibilidad del método de secuenciacion de
Sanger, se postuld que las variantes presentes en menos del 20 % de las poblaciones celulares podrian haber
quedado sin detectar. Para identificar las mutaciones presentes con una baja frecuencia, se empled una PCR digital
de gotita (ddPCR) que es conocida por tener una sensibilidad de mutante/natural de 1:20.000. Las sondas de la
ddPCR fueron disefiadas y validadas individualmente usando un ADN mutante de control para detectar las variantes
del EGFR identificadas previamente en las biopsias tumorales o en las lineas celulares. Este analisis desvelo la
presencia de 3 nuevas variantes del EGFR (S464L, G465R y 1491M) que no habian sido detectadas mediante la
secuenciacion de Sanger en las poblaciones de células resistentes. La ddPCR no pudo llevarse a cabo en las
muestras tisulares debido a que no habia quedado suficiente material. Globalmente, el panorama de mutaciones de
las lineas celulares con resistencia adquirida al cetuximab resume los perfiles moleculares de los tumores que
reaparecieron tras el tratamiento con cetuximab.

ddPCR™ Supermix para sondas (Bio-Rad) usando un ensayo para KRAS, NRAS, BRAF y EGFR (PrimePCR™
ddPCR™ Mutation Assay, Bio-Rad y de disefio personalizado). La ddPCR se llevé a cabo segun el protocolo del
fabricante, y los resultados se notificaron en forma de un porcentaje o de la abundancia fraccionaria de los alelos del
ADN mutante con respecto a alelos del ADN total (mutante mas natural). Se afadieron entre 8 y 10 pyl de molde de
ADN a 10 pyl de ddPCR™ Supermix para sondas Probes (Bio-Rad) y 2 ul de la mezcla cebador/sonda. Esta muestra
de 20 pl se ahadié a 70 pl de aceite de generacion de gotitas para sondas (Bio-Rad) y se uso para la generacion de
gotitas. Después, las gotitas se termociclaron en las siguientes condiciones: 5 minutos a 95 °C, 40 ciclos a 94 °C
durante 30 s, a 55 °C durante 1 minuto seguido de 98 °C durante 10 minutos (velocidad de ascenso de 2 °C/s).
Después, las muestras se transfirieron a un lector de gotitas QX200™ (Bio-Rad) para la medicion fluorescente de las
sondas FAM y HEX. La separacién se llevd a cabo basandose en los controles positivos y negativos y se
identificaron las poblaciones mutantes. Se calcularon las abundancias fraccionarias del ADN mutante en el trasfondo
de ADN natural para cada muestra usando el soporte l6gico QuantaSoft (Bio-Rad). Se llevaron a cabo muiltiples
réplicas (minimo de cuatro) para cada muestra. Se llevaron a cabo analisis de ddPCR del ADNg normal de control
de las lineas celulares y de los controles sin molde de ADN (agua) en paralelo para todas las muestras, incluyendo
de nuevo muiltiples réplicas como control exento de contaminacion. Las secuencias de las sondas y los cebadores
de EGFR estan disponibles bajo solicitud.

El cultivo celular y la generacion de las células resistentes utilizadas en el presente documento ya han sido descritos
previamente (véase Misale S et al. Emergence of KRAS mutations and acquired resistance to anti-EGFR therapy in
colorectal cancer. Nature. 2012; 486: 532-6; Misale S, Arena S et al Blockade of EGFR and MEK intercepts
heterogeneous mechanisms of acquired resistance to anti-EGFR therapies in colorectal cancer. Sci Transl Med.
2014; 6: 224ra26). Las células CCK81 se cultivaron en medio MEM (Invitrogen) suplementario con un 5 % de FBS,
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L-glutamina 2 mM, antibiéticos (100 U/ml de penicilina y 100 mg/ml de estreptomicina) y se cultivaron en una estufa
de incubacién a 37 °C y aire con un 5 % de CO2. Los derivados CCK81 resistentes al cetuximab se obtuvieron
aumentando progresivamente la dosis de cetuximab desde 80 nM hasta 1,4 uM en el transcurso de seis meses.

3B: presencia de las mutaciones S464L, G465R y K467T en el EGFR y resistencia al cetuximab

Para establecer si las mutaciones del EGFR S464L, G465R y K467T de la invencidon eran responsables de la
resistencia observada al cetuximab, el EGFR natural completo y cualquiera de las mutaciones S464L, G465R o
K467T del EGFR fueron expresados ectépicamente en la linea celular de fibroblastos embrionarios de raton
cultivados NIH3T3 que carecen de una expresion enddgena detectable del EGFR.

El EGFR fue estimulado con su ligando natural EGF en presencia de cetuximab o de panitumumab en células
transfectadas. La unién del anticuerpo se analizé6 mediante una citometria de flujo usando un anticuerpo secundario
contra la IgG humana conjugada con ficoeritrina (PE). Se usaron células NIH 3T3 que expresan el vector vacio como
control negativo (VACIO). El porcentaje de células que se unen al anticuerpo se muestra en los diagramas de puntos
bidimensionales de las FIG 2-4. En esta FIG. 2-4, los recuentos celulares (C de "recuentos"”, eje Y) del canal FL2H
de deteccion de la fluorescencia estan representados para el ensayo con cetuximab (FIG. 2A, 3A y 4A) y para el
ensayo con panitumumab (FIG. 2B, 3B y 4B).

En las células naturales para el EGFR (EGFR natural en las FIG. 2-4 A/B), tanto el cetuximab como el panitumumab
inhibieron la activacion del EGFR, mientras que en las células portadoras de la mutacion K467T (EGFR_K467T en la
FIG. 2 A/B), S464L (EGFR_S464L en la FIG. 3 A/B) y G465R (EGFR_G465R en la FIG. 4 A/B), el panitumumab,
pero no el cetuximab, efectivamente bloqueé la activaciéon del EGFR inducida por el EGF. VACIO es el control
negativo (células que no expresan el EGFR)

Para las construcciones de ADN, la construccion pLX301-EGFR natural, una generosa donacion del Dr. C. Sun y del
Prof R. Bernards (NKI, Amsterdam), se construy6 a partir de pLX301 (Addgene®). Los mutantes del EGFR que
contenian las 4 mutaciones puntuales (R451C, S464L, G465R y K467T) se construyeron usando los kits de
mutagénesis dirigida QuikChange® Il de Agilent Technologies con el plasmido pLX301-EGFR natural como ADN de
molde. La presencia de las mutaciones se confirmé mediante una secuenciaciéon del ADN.
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Thr

Glu

Ser Cys

Asp Pro

Leu Pro

Ala Gly

Pro Ala

Ala Val

Val Asn

Ser His

Phe Pro

Ala Glu

Phe Ile

ES 2 693 080 T3

Pro

Thr

Val

Ser

Pro

Gly

Ser

Gln

Lys

Asn

Gly

Ile
1060

Gly
1075

Pro
1090

val
1105

Ser
1120

Asn
1135

Thr
1150

Ile
1165

Glu
1130

Ala
1185

Ala
1210

Lys

Ala

Glu

Gln

Arg

Pro

Phe

Ser

Ala

Glu

23

Glu

Leu

Tyr

Asn

Asp

Glu

Asp

Lys

Tyr

Thr

Ile

Pro

Pro

Tyr

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Glu

Aszn

val

His

Leu

Pro

Asn

Azn

Arg

Phe
1065

Asp
1080

Gln
1095

Tvr
1110

Tyr
1125

Aszn
1140

Ala
1155

Pro
1170

Gly
1185

val
1200

Len

Ser

Ser

His

Gln

Thr

His

Asp

Ile

Ala

Gln

Ile

Vval

Asn

Asp

Val

Trp

Tyr

Phe

Pro

Asp

Pro

Gln

Pro

Gln

Ala

Gln

Lys

Gln



coccggagea
gecgaggegyg
aggccacctc
gcacggcccec
gcagcgatge
tgeecggega

acgcagttgyg

gcgeggecge
ceggagtece
gtcggegtee
ctgactcecgt
gaccctceogyg
gtegggetet

geacttttga

ES 2 693 080 T3

ageagectec
gagctageooe
gcccgagtoc
ccagtattga
gacggceggyg

ggaggaaaag

agatcatttt

goccocogea
cggcggecge
ccgoctogeco
tcgggagage
gcagcgctcco
aaagtttgee

cteoagectec

24

cggtgtgage
cgocgoccay
gccaacgcca
cggagcgagc
tggecgetget
aaggcacgaqg

agaggatgtt

geccgacgey
accggacgac
caaccaccgc
tocttcgggga
ggctgoegeteo
taacaagete

caataactgt

60

120

180

240

300

360

420



gaggtggtec
ttaaagacca
attcectetgg
ttagcagtet
aatttacagg
gtggagagca
gacttocaga
tgetggggtg
tgotcoggge
ggetgcacag
acgtgoaagg
gtgaaccceg
tatgtggtga
gaggaagacg
ggaataggta
ttcaaaaact
gacteattea
aaggaaatca
geatttgaga
gcagtogtca
ggagatgtga
aaactgtttg
tgoaaggecea
gageoccaggyg
tgeaacatte
cacccagagt
tgtatccagt
gtcatgggag
ctgtgeccate
aatgggccta

gtggtggcec

ttgggaattt
tecaggaggt
aaaacctgea
tatctaacta
aaatcotgea
tecagbggcg
accacotygygyg
caggagagga
gotgeogtgy
gecceaggga
acacctgoeo
agggcaaata
cagatcacgg
gogtocgeaa
ttggtgaatt
goacctccat
cacatactee
cagggttttt
acatagaaat
goctgaacat
taattteagy
ggacctecgg
caggacaggt
actgegtete
tggagggtga
gectgoctca
gtgcccacta
aaaacaacac
caaactgcac
agatccegte

tggggatcgy
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ggaaattacc
ggetggttat
gatcatcaga
tgatgcaaat
tggegeegty
ggacatagte
cagetgacaa
gaactgeocag
caagtccece
gagegactge
cccacteatyg
cagetttggt
ctegtgogte
gtgtaagaag
taaagactca
cagtggcgat
tactetggat
gotgatteoag
catacgegge
aacatccttyg
aaacaaaaat
tcagaaaacc
ctgecatgoe
ttgececggaat
gocaagggag
ggccatgaac
cattgacggc
cetggtetygg
ctacggatgc
catecgeccact

ccteottcatyg

tatgtgeaga
gtectoattg
ggaaatatgt
aaaacoggac
aggttcagea
agcagtgact
aagtgtgate
aaactgacca
agtgactgct
ctggtetgee
ctectacaace
gcecacctgeg
cgagectgtg
tgcgaaggge
cteteocataa
ctcocacatce
ccacaggaac
gettggectyg
aggaccaage
ggattacgect
ttgtgetatyg
aaaattataa
ttgtgotace
gtcageoegag
tttgtggaga
atcacctgea
ccccactgeg
aagtacgcag
actgggcocaqg

gggatggtyg

cgaaggcgcc

25

ggaattatga
cactcaacac
actacgaaaa
tgaaggaget
acaacccotge
ttetcageaa
caagaetgtoe
aaatcatetg
gccacaacca
gcaaattecyg
ccaccacgta
tgaagaagtyg
gggecgacag
cttgoccgeaa
atgectacgaa
tgccggtgye
tggatattet
aaaacaggac
aacatggtca
coctcaagga
caaatacaat
gcaacagagyg
cogagggety
gcagggaatg
actetgagtyg
caggacgggy
tcaagacctg
acgoaggaca
gtcttgaagqy
gggeectect

acatcgttcyg

tettteoctkte
agtggagega
ttectatgee
geccatgaga
ccetgtgoaac
catgtegatyg
caatgggage
tgeccageag
gtgtgctgea
agacgaaged
cocagatggat
tcceocegtaat
ctatgagatg
agtgtgtaac
tattaaacac
atttaggggt
gaaaacagta
ggacctocat
gttttetott
gataagtgat
aaactggaaa
tgaaaacage
ctggggeocy

cgtggacaag

catacagtge
accagacaac
cccggcagga
tgtgtgocac
ctgtccaacg
cttgectgetg

gaagcgcacyg

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220

2280



ctgcggaggc
cocaaccaay
ggeteooggty
aaaattecccg
atcctegatyg
ggeatetgee
ctggactaty
gtgeagatog
goagccagga
gecaaactge
aagtggatgg
agctacgggg
cetgocagey
tgtaccatcg
ccaaagttec
cttgtcatte
cgtgccctga
ccacageagy
agtgcaaceca
cceatcaagy
gaggacagea
aaaaggoccg
cccagcagag
cteaacacty
cagaaaggcsa
aaggaagcca
agggtcgege
ctaaaaatcoc
agccatgoce
gocaggaagt
tgtgaageat

ctttcaaaga

tgctgcagga
ctetettgag
cegtteggeac
tcgctatcaa
aagcctacgt
teaccetecae
tecgggaaca
caaagggeat
acgtactggt
tgggtgegga
cattggaate
tgaccgtttg
agatcteoete
atgtctacat
gtgagttgat
agggggatga
tggatgaaga
gettetteag
gcaacaattc
aagacagctt
tagacgacac
ctggcteotgt
acccacacta
tecageccac
gecaccaaat
agccaaatgg
cacaaagcag
agactettte
geattagetc
acttccacct
ttacagaaac

ggtatatttg
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gagggagctt
gatcottgaag
ggtgtataag
ggaattaaga
gatggecage
cgtgeageta
cdaaagacaat
gaactacttg
gaaaacaccg
agagaaagaa
aattttacac
ggagttgatg
catcoctggag
gatcatggte
catcgaatte
aagaatgcat
agacatggac
cagacectee
caccgtgget
cttgcagcga
cttectecca
gcagaatecct
ccaggacccc
ctgtgteaac
tagcoctggac
catctttaag
tgaatttatt
gatacccagy
ttagacccac
cgggcacatt
goatocagea

aaaaaaaaaa

gtggagcctc

gaaactgaat
ggactotgga
gaagcaacat
gtggacaace
atcacgeage
attggetoce
gaggacogte
cagcatgtca
taceatgeag
agaatctata
acctttggat
aaaggagaac
aagtgctgga
tccaaaatgg
ttgccaagte
gacgtggtgy
acgteacgga
tgcattgata
tacagctcag
gtgcecetgaat
gtctatcaca
cacagcactg
agcacatteg
aaccctgact
ggctcocacag
ggagcatgac
accaagccac
agactggttt
ttgggaagtt
agaatattgt

aaagtatatg

26

ttacacccag
tcaaaaagat
teoccagaagy
ctccgaaage
cecacgtgty
teatgecett
agtacetget
gottggtgea
agatcacaga
aaggaggcaa
ccocaccagayg
ccaagccata

gﬂﬂfﬂﬂntca

tggagaagct
caaagtgetyg
tgagaaagtt
caacaaggaa
cogectgetyg
cggetgecte
caactggtgt
cogaegaccoty
ttttgggetg
agtgectate
tgatgtetgg
tgacggaatc

gocacccata

tgatagacge
coccgagacee
ctacagactc
atgccgacga
ctecectoct
gaaatgggct
accccacagyg
acataaacca
atcageectet
cagtgggcaa
acagecctge
accageagga
ctgaaaatgc
cacggaggat
agcaggtect
tgcaacgttt
goattecttt
coctttgage

tgaggatttt

agatagtcge
ccagegotac
caacttctac
gtacctcatc
gagetetetg
goaaagotgt
cgecttgact
gteegttece
gaaccccogcg
cccoccgagtat
coactgggece
cttctttcee
agaataccta
agtatgagcc
coatcccaac
acaccgacta
gtcttcaaac
agaaatttat

tattgattgy

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

33800

3560

4020

4080

4140

4200
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<210>
<211>
<212>

<213> Homo sapiens

<220>
<221>
<222>

ggatcttgga
gaagaagett
gagcacaage
ccactgcaaa
ctgtatcaag
agaaacggag
cttactecoce
¢tteocattee
caagagagga
atttggacca
tctcgecaaaa
catagatcag
accccccaaa
aaaagetttt
cttacgettt
ctctggecac
aattcaggta
agatgtttta
gaagattcag
actggttaac
catccaattt
gtcacacaca
gtcagageccc
ctatattcat
4

25
PRT

VARIANTE
(25)..(25)

gttttteatt
getggtagea
cacaagtett
acactaaaga
tcatggcagg
gggatggaat
actgatggac
attgttttga
tgacacatca
atagcccaca
acgtatctco
aagactacaa
attagtttgt
tactcaaaga
gtcacacaaa
aacagggcat
gtaaatatga
gaaggaaaaa
ctagttagga
agcagtectt
atcaaggaag
catacaaaat
ctacagcatt

ttccacteta
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gtegetattyg
cttgetacee
ccagaggatyg
tccaagaagqg
tacagtagga
tcttecttag
cagtggttte
aacteagtat
aataataact
gctgagaatg
taatttgagy
aaatgaagct
gttacttatg
gtatatgtte
aagtgtetet
tttacaggtyg
aactagggtt
agttccttce
geccaccttt
tgtaaacagt
aaatggttca
gttccttttyg
gttaagaaaqg

daaaaaaaaa

atttttactt
tgagtteate
cttgatteca
ccttcatgge
taagccactc
acttactttt
cagtcatgag
gotgoeecty
cggattecag
tggaatacct
ctecagatgaa
gctctgaaat
gaagatagtt
cctecaggte
gecttgagte
cgaatgacag
tgaaattgat
taaaataatt
tttectaate
gttttaaact
gaaaatattt
cttttaaagt
tatttgattt

aaaaaa

caatgggete
caggaccaac
gtggttotge
cccagcaggce
tgtcccttec
gtaaaaatgt
cgttagactg
tettgetgte
cccacattgg
aaggatagca
atgcatcagg
ctcectttage
ttectectttt
agotgoceece
atctattcaa
tagcattatg
aatgotttca
tctctacaat
tgtgtgtgee
¢tcactagtca
tcagcectaca
aatttttgac

ttgtctcaat

<223> X es un aminoacido seleccionado entre serina (S) y arginina (R)

<400>

4

27

ttccaacaag
tgtgageaag
ttcaaggett
cggatcggta
tgggcaaaga
ccccacggta
acttgtttgt
atgaaatcag
atteatcage
ccgottttgt
toctttgggg
catcacccca
acttcactte
aaaceceocte
gcacttacag
agtagtgtgg
caacatttgc
tggaagattg
ctgtaacctyg
atatecacec
gttatgttea
tccocagatca

gaaaataaaa

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

56l6
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Asn Leu Cyg Tyr Ala Asn Thr Ile Asn Trp Lys Ly Leu Phe Gly Thr
1 5 10 15

Ser Gly Gly Lys Thr Lys Ile Ile Xaa
20 25

<210>5

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre arginina (R) y cisteina (C)

<220>

<221> VARIANTE

<222> (17)..(17)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre lisina (K) y treonina (T)

<220>

<221> VARIANTE

<222> (42)..(42)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre arginina (R) y lisina (K)

<400> 5

Xaa Ser Leu Lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val TIle Ile Ser Gly Asn
1 5 10 15

Xaa Agn Leu Cys Tyr Ala Agn Thr Ile Agn Trp Lys Lys Leu Phe Gly
20 25 30

Thr Ser Gly Gly Lys Thr Lys Ile Ile Xaa
35 40

<210> 6
<211>27
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador directo

<400> 6
caaagttttc agggatacat tgtttit 27

<210>7
<211> 26
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador inverso

<400>7
ttaaatggga atageccttc aatatt 26

<210>8
28



<211>17
<212> PRT
<213> Homo sapiens

5 <400> 8

Arg Ser Leu Lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val Ile Ile Ser Gly Asn

ES 2 693 080 T3

1 5

Thr

<210>9
10 <211> 17
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400>9
15

Cys Ser Leu Lys Glu Tle Ser Asp Gly Asp Val Ile Tle Ser Gly Asn
10

1 5

Thr

<210>10
<211>17
20 <212>PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Cys Ser Leu Lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val Ile Ile Ser Gly Asn
10

1 5
Lys
25 ¥
<210> 11
<211> 355

<212> ADN
30 <213> Homo sapiens

<400> 11
caaagttttc agggatacat

tgtagtggtc agttttctct

tcecctcaagg agataagtga

gcaaatacaa taaactggaa

agcaacagag gtgaaaacag

35 gttctaatgg gtcctttatt

<210> 12
<211> 21
<212> PRT

tgtttttata
tgcagtcgtc
tggagatgty
aaaactgttt
ctgcagtaag

tgtatttaga

10

ttttcaccac
agcctgaaca
ataatttcag
gggacctoeg
tcaccgettt

atattgaagg

29

atgatttttc
taacatcectt
gaaacaaaaa
gtcagaaaac
ctgtttagtt

gctattecea

15

15

15

ttctctecaa
gggattacgc
tttgtgctat
¢aaaattata
tatggagttyg

tttaa

60
120
180

240

300

355
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<213> Homo sapiens

<400> 12

Len Arg Ser Leu lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val Ile Ile Ser Gly
1 5 10 15

Asn Lys Asn Leu Cys
20

<210> 13
<211>17
<212> PRT
10 <213> Homo sapiens

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)
15 <223> X es un aminoacido seleccionado entre arginina (R) y cisteina (C)

<220>
<221> VARIANTE
<222> (14)..(14)
20 <223> X es un aminoacido seleccionado entre serina (S) y leucina (L)

<220>
<221> VARIANTE
<222> (15)..(15)
25 <223> X es un aminoacido seleccionado entre glicina (G) y arginina (R)

<220>
<221> VARIANTE
<222> (17)..(17)
30 <223> X es un aminoacido seleccionado entre lisina (K) y treonina (T)

<400> 13

Xaa Ser Leu Lys Glu Ile Ser Aszp Gly Asp Val Ile Ile Xaa Xaa Asn
1 5 10 15

Xaa

35

<210> 14

<211>42

<212> PRT

<213> Homo sapiens
40

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(1)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre arginina (R) y cisteina (C)
45

<220>

<221> VARIANTE

<222> (14)..(14)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre serina (S) y leucina (L)
50

<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre glicina (G) y arginina (R)

30
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (17)..(17)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre lisina (K) y treonina (T)
<220>

<221> VARIANTE

<222> (42)..(42)

<223> X es un aminoacido seleccionado entre serina (S) y arginina (R)

<400> 14

Xaa Ser Leu Lys Glu Ile Ser Asp Gly Asp Val Ile Ile Xaa Xaa Asn
1 5 10 15

Xaa Asgn Leu Cys Tyr Ala Asn Thr Ile Asn Trp Lys Lys Leu Phe Gly
20 25 30

Thr Ser Gly Gly Lys Thr Lys Ile Ile Xaa
35 40

31
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 693 080 T3

REIVINDICACIONES

1. Una secuencia peptidica con una longitud de entre 17 y 100 aminoacidos y que comprende la secuencia SEQ ID
NO 13

X SLKEISDGDVIIX*XNX?, en la que

X se selecciona entre Ry C

X se selecciona entre Sy L;

X se selecciona entre Gy R;

X? se selecciona entre K y T; y en la que al menos uno de X' x4, x® y X2 es, respectivamente, C,L, Ro T.

2. La secuencia peptidica segun la reivindicacion 1, con una longitud de entre 17 y 100 aminoacidos y que
comprende la secuencia SEQ ID NO: 1

X SLKEISDGDVIISGNX?, en la que:

X se selecciona entre Ry C;

X? se seIeCC|ona entre KyT;y

en la que si X' es C, entonces X° se selecciona independientemente entre Ky T, y si X' es R, entonces X* es T.

3. El péptido segun cualquiera de las reivindicaciones 1 -2, comprendiendo adicionalmente dicho péptido la SEQ ID
NO: 4

NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX en la que

X? se selecciona entre S y R.

4. La secuencia peptldlca segun cualquiera de las re|V|nd|caC|ones 1-3, que comprende la secuencia SEQ ID NO: 5
X SLKEISDGDVIISGNX NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX®, en la que

X', X2 y x? tlenen el mismo S|gn|f|cado que en las re|V|nd|caC|ones 1,2y 3y

en la que si X' es C, entonces X? se selecciona independientemente entre Ky T, y si X' es R, entonces X? es T, o
que comprende la secuen0|a SEQ ID NO: 14

X SLKEISDGDVIIX X°NX®NLCYANTINWKKLFGTSGGKTKIIX®, en la que

X X y X x* y X® tienen el mismo significado que en las re|V|nd|caC|ones 1,2y 3; y en la que al menos uno de X',
x* x® y X? es, respectivamente, C,L, Ro T.

5. Un oligonucleétido que comprende una secuencia que codifica la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 13.
6. El oligonucledtido segun la reivindicacion 5, que codifica adicionalmente la SEQ ID NO: 4.

7. El oligonucledtido segun cualquiera de las reivindicaciones 5-6, que comprende una secuencia que codifica la
SEQ ID NO: 50la SEQ ID NO: 14.

8. Un conjunto de cebadores que consiste en las SEQ ID Nos: 6 (CAAAGTTTTCAGGGATACATTGTTTTT) y 7
(TTAAATGGGAATAGCCCTTCAATATT).

9. Un kit que comprende un conjunto de cebadores segun se define en la reivindicacion 8 y/o un oligonucleétido
segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 5-7.

10. El kit segun la reivindicacion 9, que comprende adicionalmente reactivos para la deteccidon de mutaciones en los
genes KRAS y/o PIK3CA y/o BRAF y/o de mutaciones adicionales en el gen EGFR.

11. El kit segun se define en cualquiera de las reivindicaciones 9-10, para su uso en la prediccion de la respuesta de
un sujeto a un régimen terapéutico que comprende anticuerpos monoclonales anti-EGFR, preferentemente
cetuximab y/o panitumumab.

12. Un método para la prediccion in vitro de la respuesta de un sujeto a un régimen terapéutico que comprende
cetuximab y/o panitumumab, en el que el método comprende

(i) la determinacion en una muestra tomada del sujeto y mediante un medio seleccionado entre el grupo que
consiste en métodos de genotipado y/o métodos de secuenciacion de proteinas, de si hay presentes o ausentes
mutaciones en un fragmento definido por la SEQ ID NO: 12, que es un fragmento desde el aminoacido 450 hasta
el aminoacido 470 de la secuencia de aminoacidos natural consenso del EGFR humano de la SEQ ID NO: 2; y
(ii) la correlacion de la presencia de cualquier mutacion identificada en la etapa i) con la resistencia del sujeto al
régimen terapéutico que comprende cetuximab, o

la correlacion de la ausencia de las mutaciones en la etapa i) con la respuesta del sujeto al régimen terapéutico que
comprende panitumumab.

32
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13. El método in vitro segun la reivindicacion 12, en el que en la etapa (i) se determina si en la SEQ ID NO: 12 esta
presente o ausente al menos una de las siguientes mutaciones: un cambio de una arginina por una cisteina en la
correspondiente posicion 451 de la SEQ ID NO: 2; de una serina por una leucina en la correspondiente posicion 464
de la SEQ ID NO: 2; de una glicina por una arginina en la correspondiente posiciéon 465 de la SEQ ID NO: 2; y de
una lisina por una treonina en la correspondiente posicién 467 de la SEQ ID NO: 2.

14. El método in vitro segun cualquiera de las reivindicaciones 12-13, en el que la etapa i) comprende
adicionalmente la determinacion de la presencia o la ausencia de una arginina en la posicion 492 de la secuencia de
aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2 y en la que en la etapa ii) la presencia adicional de la arginina
identificada en la etapa i) se correlaciona con una resistencia del sujeto al régimen terapéutico que comprende
cetuximab.

15. Un método in vitro de identificaciéon, en una muestra tomada de un sujeto, de la presencia o la ausencia de una
cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la SEQ ID NO: 2;

y/o de la presencia o la ausencia de una leucina en la posicion 464 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2;

y/o de la presencia o la ausencia de una arginina en la posicion 465 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2;

y/o de la presencia o la ausencia de una treonina en la posicién 467 de la secuencia de aminoacidos
correspondiente a la SEQ ID NO: 2,

comprendiendo el método la determinacién de la secuencia de la SEQ ID NO: 2, al menos desde la posicion 450
hasta la posicién 470.

16. Un método in vitro de identificacion, en una muestra tomada de un sujeto, de

la presencia o la ausencia de una cisteina en la posicion 451 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
SEQ ID NO: 2; y/o

la presencia o la ausencia de una leucina en la posicién 464 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
SEQ ID NO: 2; y/o

la presencia o la ausencia de una arginina en la posicion 465 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
SEQ ID NO: 2; y/o

la presencia o la ausencia de una treonina en la posicion 467 de la secuencia de aminoacidos correspondiente a la
SEQ ID NO: 2,

comprendiendo el método la determinacion de los aminoacidos en las posiciones 451 y/o 464 y/o 465 y/o 467
mediante un medio seleccionado entre el grupo que consiste en métodos de genotipado y/o métodos de
secuenciacion de proteinas.
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