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DESCRIPCION
Nuevo biomarcador para predecir la sensibilidad al agente dirigido contra egfr y uso del mismo
Campo técnico

La presente divulgacion se consigue mediante el Proyecto N.° 1420030 con el apoyo del Ministerio de Salud de Corea
y una organizacion especializada en gestion de investigacion del proyecto es el Programa de Apoyo a la Investigacion
para el Centro Regional del Cancer, un nombre del programa de investigacion es "Programa Nacional de 1+D para el
Control del Cancer", un nombre del proyecto de investigacion es "Desarrollo de una nueva terapia para superar la
resistencia al cetuximab en pacientes con céncer de colon y desarrollo de biomarcadores", una organizacién de control
es el Centro Médico Asan y un periodo de investigacion es del 1 de mayo de 2014 al 30 de abril de 2017.

La presente divulgacion se consigue mediante el Proyecto N.° HI06C0868 con el apoyo del Ministerio de Salud de
Corea y la organizacion especializada en gestion de investigacion del informe es el Instituto de Desarrollo del a
Industria de la Salud de Corea, el nombre del programa de investigacion es "Programa Puntero de Investigacion de
Caracterizacion”, el nombre del proyecto de investigacion es "Desarrollo de farmaco antineoplasico creativo dirigido
contra tirosina cinasa receptora (RTK)", la organizacién de control es el Grupo Empresarial de Invencién Puntera
contra el Cancer del Centro Médico Asan y el periodo de investigacion es del 1 de diciembre de 2011 al 30 de
noviembre de 2016.

La presente divulgacién se relaciona con un nuevo biomarcador para predecir la susceptibilidad a un agente dirigido
contra EGFR y un uso del mismo.

Antecedentes

Generalmente, en una terapia antineoplasica, una respuesta bioldgica cuando se administra un agente antineoplasico
depende significativamente de la susceptibilidad de las células cancerosas diana al agente antineoplasico. La
susceptibilidad de la célula cancerosa al agente antineoplasico varia significativamente para cada célula cancerosa.
La diferencia en la susceptibilidad se debe a una diferencia cuantitativa o cualitativa de una molécula diana del agente
cancerigeno o un factor asociado a la misma o la adquisicion de resistencia a farmacos. Basandose en los
antecedentes, cuando una célula cancerosa diana presenta susceptibilidad al farmaco, si puede verificarse un cambio
genético de la célula cancerosa presentada especificamente, la determinacion de un efecto del farmaco, el
establecimiento de la terapia, la seleccidon de una nueva terapia y similares son validos y, como resultado, es muy
beneficioso. Adicionalmente, en un tejido canceroso obtenido mediante un trozo de tejido bioldgico y similares antes
de la terapia, la célula cancerosa se separa y el procesamiento del farmaco se realiza de acuerdo con un método
general y, como resultado, si cuando la célula cancerosa es sensible al farmaco se mide mediante el cambio, puede
predecirse si la terapia con el farmaco es valida, lo que es muy util clinicamente.

En general, se sabia que la mutacién de un gen KRAS, NRAS o BRAF hace que la proteina que tiene una caracteristica
de sefalizacion se deforme de la célula cancerosa y la mutacidon se asocia a un resultado no satisfactorio en una
terapia contra el cancer usando un anticuerpo terapéutico dirigido contra un receptor de factor de crecimiento
epidérmico, por ejemplo, cetuximab o panitumumab (Amado, Wolf et al, 2008; Karapetis, Khambata-Ford et al, 2008;
Di Nicolantonio, Martini et al, 2008; Loupakis, Ruzzo et al, 2009; Lievre, 1Bachet et al, 2006).

Sin embargo, incluso en el caso de un paciente con cancer que no tenga mutacion sino un genotipo de tipo silvestre
de KRAS, NRAS o BRAF, hay muchos casos en los que el efecto antineoplasico de un agente antineoplasico objetivo
tal como el cetuximab o similar es menor.

Se sabia que el cetuximab como anticuerpo monoclonal (MoAb) quimérico humano/de ratéon anti-EGFR de
recombinacion sensibiliza la célula cancerosa a la toxicidad celular dependiente de anticuerpos y a la quimioterapia y
radioterapia (Graham J, et al., Nat Rev Drug Discov. Julio de 2004; 3 (7): 549-50; Kimura H. et al., Cancer Sci. Agosto
de 2007; 98 (8): 1275-80; Kurai J, et al., Clin Cancer Res. 1 de marzo de 2007; 13 (5): 1552-61; Dittmann K. et al.,
RadiotherOncol, agosto de 2005; 76 (2): 157-61.). Debido a la ventaja, se ha demostrado una ventaja clinica usando
cetuximab como terapia Unica o terapia simultadnea de quimioterapia y/o radioterapia en el cancer de cabeza y cancer
de cuello de utero y cancer de colon metastasico (Marshall J, et al., Cancer, 15 de septiembre de 2006; 107 (6): 1207-
18).

Mientras tanto, el Receptor de Origen Nantais (RON) como receptor de proteina que pertenece a la serie c-MET es
un receptor de proteina estimuladora de macrofagos (MSP) secretada por el higado y controla la operacion de los
macrofagocitos (Zhou YQ, He C, Chen YQ, Wang D, Wang MH: Altered expression of the RON receptor tyrosine kinase
in primary human colorectal adenocarcinomas, generation of different splicing RON variants and their oncogenic
potential, Oncogene 2003, 22 (2): 186-197). La expresién de RON se controla de manera anormal en el cancer de
mama y el cancer colorrectal y, en particular, se cierra en relacion con la metastasis del cancer colorrectal. De hecho,
KELLER et al. (British J. of Cancer 2013, 109 (2): 482-492) sugieren que la expresion de RON confiere un fenotipo
agresivo a los carcinomas de células escamosas de cabeza y cuello (HNSCC, por sus siglas en inglés). Ademas,
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ZHAO et al. (Oncogenesis 2013, 2 (10): e76) desvelan que RON y MET se co-expresan en estirpes celulares de cancer
de pancreas. Sin embargo, el presente documento menciona que la inhibicién especifica de RON retrasa pero no evita
la progresion del cancer de pancreas. También se publica que un solo anticuerpo de clon IMC-41A10 unido a RON
inhibe la metastasis celular y la formacién de cancer, un inhibidor de RON sera capaz de presentar un excelente efecto
contra el cancer y sobre la metastasis del cancer. Por ejemplo, WANG et al. (Cancer Letters 2013, 340 (1): 43-50)
describen que tanto los inhibidores de RON de molécula pequefia como el ARN de interferencia pequefio dirigido
contra RON restablecieron eficazmente la sensibilidad a lapatinib en clones de células de cancer de mama positivo
para HER2 que inicialmente eran resistentes a lapatinib. Ademas, O'Toole et al. (Cancer Research 2006, 66 (18):
9162-9170) desvelan la inhibiciéon de la migracion de células cancerosas y la carcinogénesis mediante el uso de un
anticuerpo que se une a RON.

Es decir, un farmaco antineoplasico presenta una gran diferencia entre los individuos en términos de resistencia y
toxicidad y puesto que el farmaco antineoplasico presenta resistencia por encima de la mitad incluso en el mismo
paciente y, como resultado, la seleccién usando un marcador de capacidad de respuesta terapéutica adecuada puede
producir un avance notable en la terapia farmacolégica antineoplasica. Por tanto, una investigacion sobre la capacidad
de respuesta terapéutica de farmacos antineoplasicos individuales que depende de un gen especifico ha progresado
continuamente de manera activa en los ultimos afios.

Sin embargo, no hay logros notables debido a la operacion compleja de un elemento relacionado con la respuesta
bioldgica a un farmaco especifico, la diversidad de medicamentos y esquemas de administracion y la dificultad para
obtener muestras enormes.

Sumario

Los presentes inventores han realizado esfuerzos exhaustivos para desarrollar el método para predecir la
susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR como agente antineoplasico en el cancer de colon mediante el analisis
de un nivel de actividad del gen de RON y/o la proteina como biomarcador para predecir la susceptibilidad en el cancer
de colon al cetuximab, que es uno de los agentes dirigidos contra EGFR. Como resultado, los presentes inventores
han verificado que el grado de muerte celular es diferente por la susceptibilidad farmacolégica al cetuximab como
agente dirigido contra EGFR al tener un efecto sobre los genes Adam11, Adam32, FZD4, GPER y GPR101, que son
genes relacionados con la transactivacion del EGFR de acuerdo con el nivel de actividad del gen de RON y/o la
proteina en el cancer de colon, completando de este modo la presente divulgacion.

En consecuencia, es un objeto de la presente divulgacion proporcionar un biomarcador para predecir la susceptibilidad
a un agente dirigido contra EGFR.

Es otro objeto de la presente divulgacion proporcionar una composicion para predecir la susceptibilidad a un agente
dirigido contra EGFR.

Es otro objeto mas de la presente divulgacion proporcionar una composicion para predecir la susceptibilidad a un
agente dirigido contra EGFR.

Es otro objeto mas de la presente divulgacion proporcionar un kit para predecir la susceptibilidad a un agente dirigido
contra EGFR.

Incluso es otro objeto méas de la presente invencion proporcionar un potenciador de la susceptibilidad a un agente
dirigido contra EGFR, en particular cetuximab.

Incluso es otro objeto mas de la presente invencidn proporcionar un método para predecir la susceptibilidad a un
agente dirigido contra EGFR, en particular cetuximab.

Incluso es otro objeto mas de la presente invencion proporcionar una composiciéon farmacéutica para prevenir o tratar
el cancer, que comprende el potenciador de la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR y al agente dirigido
contra EGFR como principios activos.

Incluso es otro objeto mas de la presente divulgaciéon proporcionar un método para potenciar la susceptibilidad al
agente dirigido contra EGFR, que comprende administrar el potenciador de susceptibilidad al agente dirigido contra
EGFR y el agente dirigido contra EGFR a un sujeto.

De acuerdo con la realizacién de la presente divulgacion, cuando se usa el biomarcador para predecir la susceptibilidad
al agente dirigido contra EGFR, en particular cetuximab, la susceptibilidad de un paciente individual puede
determinarse con precision antes del inicio del tratamiento y, por tanto, es posible seleccionar un agente antineoplasico
que tenga un alto efecto de tratamiento. Adicionalmente, puesto que se evita el uso del agente antineoplasico sin
obtener el efecto, es posible evitar efectos secundarios innecesarios.

Breve descripcion de los dibujos
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La FIG. 1A ilustra la presencia o ausencia de activacion de proteinas RON en una estirpe celular de cancer de
colon humano.

La FIG. 1B ilustra el resultado de un analisis de genes modificados solo por genes RON.

La FIG. 1C ilustra el resultado de un andlisis por PCR en tiempo real de genes relacionados con la transactivacion
del EGFR por activacion de RON. La FIG. ID ilustra el resultado de un analisis de expresion por RT-PCR de genes
relacionados con la transactivacion del EGFR por activacion de RON.

La FIG. 1E ilustra el resultado de un analisis por PCR en tiempo real de genes relacionados con la transactivacion
del EGFR por inhibicion de RON.

La FIG. 1F ilustra el resultado de un andlisis de la activacion de proteinas EGFR por activacién de RON.

La FIG. 2A ilustra un resultado de fosforilacién inducida de EGFR por activacién de RON.

La FIG. 2B ilustra el resultado de un analisis de un cambio en la activacion de proteinas EGFR por inhibicién de
RON.

La FIG. 2C ilustra el resultado de un andlisis de un cambio en la activacion de EGFR independiente del ligando de
EGFR por inhibicion de RON.

La FIG. 3A ilustra el resultado de un andlisis de la unién intracelular endégena entre la proteina RON vy la proteina
EGFR.

La FIG. 3B ilustra el resultado de un analisis de la unién intracelular exdgena entre la proteina RON vy la proteina
EGFR.

La FIG. 3C ilustra el resultado de un andlisis de un dominio de proteina EGFR unido a la proteina RON a través
de un ensayo in vivo completo.

La FIG. 3D ilustra el resultado de un analisis de un dominio de proteina EGFR unido a la proteina RON a través
de un ensayo in vitro sin células.

La FIG. 3E ilustra el resultado de un andlisis de prediccion de un sitio de unién a la proteina RON unido a la proteina
EGFR usando modelado por ordenador.

La FIG. 3F ilustra el resultado de un analisis de un sitio de unién a la proteina RON unido a la proteina EGFR.

La FIG. 3G ilustra el resultado de un analisis de activacion de EGFR de acuerdo con un sitio de unién de la proteina
RON unido con la proteina EGFR.

La FIG. 4A ilustra el resultado de un analisis de presencia o ausencia de activacion de EGFR independiente de
ligando de acuerdo con la presencia o ausencia de una proteina de forma activa RON.

La FIG. 4B ilustra el resultado de un andlisis de la presencia o ausencia de activacion de EGFR independiente de
ligando de acuerdo con la presencia o ausencia de activacion de RON independiente de ligando.

La FIG. 5A ilustra el resultado de un andlisis de inhibicion de la activacion de EGFR a través de la inhibicion de la
activacion de RON vy la inhibicién de la activacién de EGFR a cetuximab.

La FIG. 5B ilustra el resultado de un analisis de muerte celular por cetuximab de acuerdo con la presencia o
ausencia de activacion de RON.

La FIG. 5C ilustra el resultado de un analisis de muerte celular por cetuximab después de inhibir la expresién de
RON.

La FIG. 5D ilustra el resultado de un analisis de un mecanismo de sub-sefalizacion por cetuximab después de
inhibir la expresion de RON.

La FIG. 5E ilustra el resultado de un andlisis de muerte celular por cetuximab después de inhibir la activacion de
RON.

La FIG. 5F ilustra el resultado de un analisis de muerte celular por cetuximab de acuerdo con la presencia o
ausencia de activacion de RON.

La FIG. 5G ilustra el resultado de un analisis de inhibicién del crecimiento celular por cetuximab de acuerdo con la
presencia o ausencia de activacion de RON.

La FIG. 5H ilustra el resultado de un andlisis de muerte celular por cetuximab en una estirpe celular isogénica
inactivada de RON.

La FIG. 5l ilustra el resultado de un analisis de inhibicion del crecimiento celular por cetuximab en una estirpe
celular isogénica inactivada de RON.

La FIG. 6 ilustra el resultado de un andlisis de un efecto de inhibicion tumoral de cetuximab de acuerdo con la
presencia o ausencia de RON en un modelo de xenoinjerto in vivo usando una estirpe celular isogénica inactivada
de RON.

La FIG. 7 ilustra el resultado de tratar tanto con un agente antineoplasico de anticuerpo ROM como con cetuximab
en una estirpe celular que tiene activacion de RON.

La FIG. 8 ilustra el resultado de analizar la activacion de RON en tejido de un paciente con cancer de colon (tratado
con cetuximab).

Descripcion detallada

En lo sucesivo en el presente documento, la presente divulgacién se describird con mas detalle.

En un aspecto, la presente invencion se refiere al uso de una composicion de biomarcadores para predecir la
susceptibilidad al cetuximab en el cancer de colon, incluyendo dicha composicion un agente que mide un nivel de

expresion del gen de RON (receptor de origen nantais, NM_002447.1); o un nivel de expresion o actividad de una
proteina del mismo, y un agente que mide un nivel de expresiéon de uno o mas genes seleccionados entre el grupo
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que consiste en los genes KRAS (homologo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso
de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homologo de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de
Gene Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene
Bank NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de Gene Bank U48722.1),
Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 11, N.° de acceso de Gene Bank NM_002390.4), Adam32 (dominio
de metalopeptidasa de ADAM 32, N.° de acceso de Gene Bank NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled,
N.° de acceso de Gene Bank NM_012193.2), GPER (receptor de estrégenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2)
y GPR101 (receptor 101 acoplado a la proteina G, N.° de acceso de Gene Bank NM_054021.1); o un nivel de expresion
o actividad de una proteina de los genes.

La caracteristica mas importante de la presente divulgacion es predecir la susceptibilidad al agente dirigido contra
EGFR usando la activacion del gen de RON y una proteina activada que es un producto del mismo como biomarcador.

El biomarcador de la presente divulgacion puede ser un indicador de susceptibilidad a un agente antineoplasico que
es el agente dirigido contra EGFR y puede usarse en el tratamiento de la generacion, el desarrollo y/o la metastasis
del cancer debido a la excelente precision y fiabilidad como marcador sensible al agente antineoplasico.

El término "susceptibilidad" utilizado en la presente memoria descriptiva significa si tiene un efecto sobre un farmaco
especifico para el cancer de un paciente objetivo.

El término "susceptibilidad" utilizado al mencionar la susceptibilidad en la presente memoria descriptiva significa que
el efecto sobre el farmaco se efectlia reaccionando de manera susceptible con el farmaco correspondiente y se mezcla
con la susceptibilidad en la presente memoria descriptiva.

El término "resistencia" utilizado al mencionar la susceptibilidad en la presente memoria descriptiva significa que el
efecto sobre el farmaco no se efectua sin reaccionar de manera susceptible con el farmaco correspondiente.

Por ejemplo, los farmacos especificos son principalmente agentes antineoplasicos y los agentes antineoplasicos tienen
el efecto sobre el cancer o no dependiendo del tipo de cancer. Adicionalmente, a pesar de que se reconozca como
valido un tipo de cancer, se sabe que hay un caso con el efecto y un caso sin el efecto de acuerdo con un paciente
objetivo. Si el agente antineoplasico tiene un efecto sobre el cancer del paciente objetivo se denomina susceptibilidad
al agente antineoplasico. En consecuencia, de acuerdo con la presente divulgacion, si pueden predecirse los pacientes
(respondedores) que puede esperar el efecto antes del inicio del tratamiento y los pacientes (no respondedores) que
pueden no esperar el efecto, puede implementarse la quimioterapia con alta efectividad y seguridad.

El término "prediccién" utilizado en la presente memoria descriptiva se usa para indicar la posibilidad de responder
ventajosa o desventajosamente a un farmaco o un conjunto de farmacos del paciente objetivo. En una realizacion, la
prediccion se relaciona con el grado de respuesta. Por ejemplo, la prediccion se relaciona con la presencia o ausencia
de supervivencia sin reaparicion del cancer y/o probabilidad del mismo después del tratamiento del paciente, por
ejemplo, tratamiento de un agente terapéutico especifico y/o extirpacidon quirdrgica de un tumor primario y/o
quimioterapia durante un periodo predeterminado. La prediccion de la presente divulgacion puede usarse clinicamente
para determinar el tratamiento seleccionando el método de tratamiento mas apropiado para el paciente con cancer de
colon. La prediccion de la presente divulgacion es una herramienta util para predecir si el paciente responde
ventajosamente a un tratamiento terapéutico, por ejemplo, un tratamiento terapéutico dado, tal como administracion,
intervencion quirdrgica, quimioterapia de un agente terapéutico dado o una combinacién de los mismos o si la
supervivencia a largo plazo del paciente después del tratamiento terapéutico es posible.

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, el biomarcador de la presente divulgacion incluye
adicionalmente uno o mas genes seleccionados entre el grupo que consiste en genes KRAS (homadlogo de oncogén
virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homdlogo de
oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de
oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor
de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de Gene Bank U48722.1), Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM
11, N.° de acceso de Gene Bank NM_002390.4), Adam32 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 32, N.° de acceso
de Gene Bank NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, N.° de acceso de Gene Bank NM_012193.2),
GPER (receptor de estrégenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2) y GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina
G, N.° de acceso de Gene Bank NM_054021.1).

Adicionalmente, de acuerdo con una realizacién preferida de la presente invencion, cuando el gen KRAS (homdlogo
de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, NM_033360.2), NRAS (homdlogo de oncogén virico de
neuroblastoma RAS (v-ras), NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B,
NP_004324.2) es de tipo silvestre, los biomarcadores de la presente divulgacién predicen la susceptibilidad al agente
dirigido contra EGFR, cetuximab, y pueden aplicarse a un caso donde las células cancerosas con mutacion KRAS,
NRAS o BRAF no consiguen el efecto deseado.

Es decir, en la presente divulgacion, el biomarcador verifica si los genes en las células estan presentes como el tipo
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silvestre usando el gen de RON, KRAS, NRAS o BRAF y se dirige a una diana que tiene células cancerosas o cancer
con los genes KRAS, NRAS o BRAF de tipo silvestre. Cuando el nivel de expresion del gen de RON o la expresién de
proteina del mismo o el nivel de actividad es bajo en comparacion con un nivel normal (como alternativa, el nivel de
expresion del gen/proteina de tipo silvestre), el biomarcador determina que existe la susceptibilidad al agente dirigido
contra EGFR que es cetuximab. Cuando el nivel de expresion del gen de RON o la expresion de la proteina del mismo
o el nivel de actividad es alto en comparacion con un nivel normal, el biomarcador determina que existe resistencia al
agente dirigido contra EGFR.

Adicionalmente, los genes Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 11, NM_002390.4), Adam32 (dominio de
metalopeptidasa ADAM 32, NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, NM_012193.2), GPER (receptor
de estrégenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2), GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina G, NM_054021.1)
son genes relacionados con la actividad transcripcional del EGFR y pueden incluirse como el biomarcador que predice
la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR por el gen de RON debido a que la expresion del mismo se induce
de acuerdo con la actividad del gen de RON como el biomarcador de la presente divulgacion y la proteina activa como
el producto del mismo.

Adicionalmente, el gen de EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico, nimero de acceso de Gene Bank
U48722.1) puede incluirse como el biomarcador que predice la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR por el
gen de RON porque la activacion se induce o aumenta de acuerdo con la actividad del gen de RON como el
biomarcador de la presente divulgacion y la proteina activa como producto del mismo.

En otro aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién para su uso para predecir la susceptibilidad
al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, que incluye un agente que mide un nivel de expresion de RON (Receptor
de Origen Nantais, nimero de acceso de Gene Bank NM_002447.1) o un nivel de expresion o actividad de la proteina
del mismo.

De acuerdo con otra realizacion de la presente divulgacion, la composicion de la presente divulgacion incluye
adicionalmente un agente que mide un nivel de expresidon de uno o mas genes seleccionados entre el grupo que
consiste en genes KRAS (homdlogo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene
Bank NM_033360.2), NRAS (homdlogo de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene
Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank
NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de Gene Bank U48722.1),
Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 11, N.° de acceso de Gene Bank NM_002390.4), Adam32 (dominio
de metalopeptidasa de ADAM 32, N.° de acceso de Gene Bank NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled,
N.° de acceso de Gene Bank NM_012193.2), GPER (receptor de estrogenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2)
y GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina G, N.° de acceso de Gene Bank NM_054021.1); o un nivel de expresion
o actividad de la proteina de los genes.

Adicionalmente, de acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, cuando el gen KRAS (homalogo
de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, NM_033360.2), NRAS (homodlogo de oncogén virico de
neuroblastoma RAS (v-ras), NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B,
NP_004324.2) es de tipo silvestre, la composicidon de la presente divulgacion se usa para predecir la susceptibilidad
al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, y pueden aplicarse a un caso donde las células cancerosas con mutacion
KRAS, NRAS o BRAF no consiguen el efecto deseado.

Adicionalmente, de acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, el agente dirigido contra EGFR
es un agente terapéutico para uno o mas seleccionados entre el grupo que consiste en tumores producidos por
hormona adrenocorticotropa (ACTH), leucemia linfocitica o linfoblastica aguda, leucemia linfocitica aguda o cronica,
leucemia no linfocitica aguda, cancer de vejiga, tumores cerebrales, cancer de mama, cancer de cuello de utero,
leucemia mieldégena croénica, linfomas, endometriosis, cancer de es6fago, cancer de vejiga, sarcoma de Ewing, cancer
de lengua, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de rifién, cancer de higado, cancer de pulmoén,
mesotelioma, mieloma multiple, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin, osteosarcoma, cancer de ovario, carcinoma
lobular, cancer de prostata, cancer de pancreas, cancer de colon, cancer de pene, retinoblastoma, cancer de piel,
cancer de estobmago, cancer de tiroides, cancer de utero, cancer de testiculo, tumor de Wilms y trofoblastoma, y mucho
mas preferentemente cancer de colon. Adicionalmente, de acuerdo con una realizacion mas preferida de la presente
divulgacion, el agente dirigido contra EGFR es un agente terapéutico para uno o mas seleccionados entre el grupo
que consiste en tumores producidos por hormona adrenocorticotropa (ACTH), leucemia linfocitica o linfoblastica
aguda, leucemia linfocitica aguda o crénica, leucemia no linfocitica aguda, cancer de vejiga, tumores cerebrales,
cancer de mama, cancer de cuello de Utero, leucemia mielégena crénica, linfomas, endometriosis, cancer de eséfago,
cancer de vejiga, sarcoma de Ewing, cancer de lengua, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de rifién,
cancer de higado, cancer de pulmoén, mesotelioma, mieloma multiple, neuroblastoma, linfoma no Hodgkin,
osteosarcoma, cancer de ovario, carcinoma lobular, cancer de préstata, cancer de pancreas, cancer de colon, cancer
de pene, retinoblastoma, cancer de piel, cancer de estémago, cancer de tiroides, cancer de utero, cancer de testiculo,
tumor de Wilms y trofoblastoma, y mucho mas preferentemente cancer de colon. De acuerdo con una realizacion
incluso mas preferida de la presente divulgacion, el agente dirigido contra EGFR es un agente terapéutico para el
cancer de colon.
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La expresion "cancer de colon" utilizado en la presente memoria descriptiva significa un nombre comun de cancer
rectal, cancer colorrectal y cancer anal.

Adicionalmente, el agente dirigido contra EGFR de la presente divulgacién significa un agente antineoplasico y puede
aplicarse cualquier agente dirigido contra EGFR que tenga un efecto antineoplasico. Preferentemente, el agente
dirigido contra EGFR es uno o mas seleccionados entre el grupo que consiste en cetuximab, gefitinib, erlotinib,
panitumumab, PKI-166, EKB-569, HKI-272 (WAY-177820), icotinib, brigatinib, afatinib, lapatinib, canertinib, AEE788,
XL647 y Zactima. El agente dirigido contra EGFR es mas preferentemente cetuximab, gefitinib, erlotinib o
panitumumab, y mucho mas preferentemente cetuximab.

A menos que se indique lo contrario en la presente memoria descriptiva, la expresién "medir el nivel de expresion del
gen; o el nivel de expresion o actividad de la proteina del gen" utilizada en la presente memoria descriptiva significa
detectar un objetivo que se ha de detectar en la muestra correspondiente.

En la presente divulgacion, el objetivo que se ha de detectar es ARNm y/o proteina del gen correspondiente en la
muestra. Es decir, si el gen se expresa o no puede verificarse detectando ARN como producto de transcripcion del
gen o proteina (preferentemente, la forma activa) como producto génico.

La deteccion del ARN o la proteina puede implementarse generalmente extrayendo el ARN o la proteina de la muestra
para detectar el ARN o la proteina del extractor. La deteccion del ARN o la proteina puede medirse mediante un
método analitico inmunoldgico, una reaccidn de hibridacion y una reaccion de amplificacion, pero no se limita a los
mismos y puede implementarse facilmente usando diversas técnicas conocidas en la técnica.

Adicionalmente, de acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, el agente que mide el nivel de
expresion génica incluye oligonucledtido antisentido, un par de cebadores o una sonda que se une especificamente
al ARNm del gen.

El agente que mide la expresion del ARNm se selecciona entre el grupo que consiste en oligonucleétido antisentido,
un par de cebadores, una sonda y una combinacién de los mismos que son especificos del gen. Es decir, la deteccion
de acido nucleico puede realizarse mediante una reaccion de amplificacion usando uno o mas cebadores
oligonucleotidicos que se hibridan con una molécula de acido nucleico que codifica el gen o un material
complementario de la molécula de acido nucleico.

Por ejemplo, la deteccién del ARNm usando el cebador puede realizarse verificando si el gen se amplifica mediante
un método conocido en la técnica después de amplificar una secuencia génica usando el método de amplificacion tal
como PCR.

Adicionalmente, de acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, el agente que mide el nivel de
expresion o actividad de la proteina incluye un anticuerpo, un péptido o un nucleétido que se une especificamente a
la proteina.

El agente que mide el nivel de expresion o actividad de la proteina significa un anticuerpo que se une especificamente
a la proteina e incluye un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo recombinante y una
combinacién de los mismos.

El anticuerpo incluye no solo el anticuerpo policlonal, el anticuerpo monoclonal, el anticuerpo recombinante y una
forma completa que tiene dos cadenas ligeras con la longitud completa y dos cadenas pesadas con la longitud
completa, sino también fragmentos funcionales de las moléculas de anticuerpo, por ejemplo, Fab, F(ab’), F(ab’)2 y Fv.
Los anticuerpos pueden prepararse facilmente usando una técnica bien conocida en la materia y pueden usarse
anticuerpos que se preparan y se comercializan en el mercado.

La composicion de la presente divulgacion puede incluir adicionalmente marcadores que pueden medir cuantitativa o
cualitativamente la formacion de un complejo antigeno-anticuerpo, herramientas generales utilizadas en el analisis
inmunolégico, reactivos y similares, asi como el agente para medir si el gen descrito anteriormente se expresa o no.

Los marcadores que pueden medir cuantitativa o cualitativamente la formaciéon del complejo antigeno-anticuerpo
incluyen enzimas, sustancias fluorescentes, ligandos, sustancias luminiscentes, microparticulas, moléculas redox,
isétopos radiactivos y similares, y no se limitan necesariamente a los mismos. Las enzimas que pueden usarse como
marcador de deteccion incluyen B-glucuronidasa, B-D-glucosidasa, 3-D-galactosidasa, ureasa, peroxidasa, fosfatasa
alcalina, acetilcolinesterasa, glucosa oxidasa, hexocinasa y GDPasa, RNasa, glucosa oxidasa y luciferasa,
fosfofructocinasa, fosfoenolpiruvato carboxilasa, aspartato aminotransferasa, fosfoenolpiruvato descarboxilasa, B-
lactamasa y similares, y no se limitan a los mismos. Las sustancias fluorescentes incluyen fluoresceina, isotiocianato,
rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido, fluorescamina y similares, y no se limitan a los mismos.
Los ligandos incluyen derivados de biotina y similares, y no se limitan a los mismos. Las sustancias luminiscentes
incluyen éster de acridinio, luciferina, luciferasa y similares, y no se limitan a los mismos. Las microparticulas incluyen
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oro coloidal, latex coloreado y similares, y no se limitan a los mismos. Las moléculas redox incluyen ferroceno,
compuestos de complejo de rutenio, violégeno, quinona, iones de Ti, iones de Cs, diimida, 1,4-benzoquinona,
hidroquinona, KsW(CN)8, [Os(bpy)s]?*, [RU(bpy)s]>*, IMO(CN)g]*y similares, y no se limitan a los mismos. Los is6topos
radiactivos incluyen 3H, '4C, 32P, 353, (], 5'Cr, 5Co, %8Co, *Fe, Y, 129, 131], 185Re y similares, y no se limitan a los
mismos.

Un ejemplo de la herramienta o el reactivo incluye vehiculos adecuados, agentes solubilizantes, detergentes, agentes
tamponantes, estabilizadores y similares, pero no se limita a los mismos. Cuando el marcador es la enzima, puede
incluirse una sustancia y un inactivador que pueden medir la actividad enzimatica. Los vehiculos incluyen un vehiculo
soluble y un vehiculo insoluble. Un ejemplo del vehiculo soluble incluye una solucién tampén que es fisioldgicamente
aceptable y conocida en la técnica, por ejemplo, PBS y un ejemplo del vehiculo insoluble puede incluir poliestireno,
polietileno, polipropileno, poliéster, poliacrilonitrilo, fluororresina, dextrano reticulado, polisacarido y otros papeles,
vidrio, metal, agarosa y una combinacion de los mismos.

Puesto que la composicion de la presente divulgacion usa el biomarcador mencionado anteriormente, la divulgacion
del contenido duplicado se omite para evitar la excesiva complejidad de la presente memoria descriptiva.

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, se proporciona un kit para predecir la susceptibilidad al agente dirigido
contra EGFR que incluye la composicion.

El kit puede incluir una herramienta, un reactivo y similares, que generalmente se usan en la técnica para el andlisis
inmunoldégico, asi como el agente que mide la expresion del gen; o el nivel de expresion o actividad de la proteina del
mismo.

Un ejemplo de la herramienta o el reactivo incluye vehiculos adecuados, marcadores capaces de generar una sefal
detectable, croméforos, agentes solubilizantes, detergentes, agentes tamponantes, estabilizadores y similares, pero
no se limita a los mismos. Cuando el marcador es la enzima, puede incluirse una sustancia y un inactivador que
pueden medir la actividad enzimatica. Los vehiculos incluyen un vehiculo soluble y un vehiculo insoluble. Un ejemplo
del vehiculo soluble incluye una solucidon tampdn que es fisioldgicamente aceptable y conocida en la técnica, por
ejemplo, PBS y un ejemplo del vehiculo insoluble puede incluir poliestireno, polietileno, polipropileno, poliéster,
poliacrilonitrilo, fluororresina, dextrano reticulado, polisacarido, polimeros tales como particulas magnéticas que
aplican un metal como bafio sobre el latex y otros papeles, vidrio, metal, agarosa y una combinacién de los mismos.

Puesto que el kit de la presente divulgacion usa el biomarcador y la composicién mencionados anteriormente como la
configuracion, la divulgacion del contenido duplicado se omite para evitar la excesiva complejidad de la presente
memoria descriptiva.

En otro aspecto mas, la presente invencioén se refiere a un potenciador de la susceptibilidad al cetuximab, que incluye
cetuximab y un inhibidor de la expresion de un gen de RON (Receptor de Origen Nantais, NM_002447.1); o la
expresion o actividad de la proteina del gen, para su uso en el tratamiento del cancer de colon en un sujeto, en el que
el gen KRAS (homodlogo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene Bank
NM_033360.2), NRAS (homodlogo de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene Bank
NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank
NP_004324.2) del sujeto es un gen de tipo silvestre, en el que el inhibidor es ARN de interferencia pequefio (ARNip)
0 Merestinib (LY2801653).

De acuerdo con una realizacion preferida de la presente divulgacion, cuando el gen KRAS (homdlogo de oncogén
virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, NM_033360.2), NRAS (homélogo de oncogén virico de neuroblastoma
RAS (v-ras), NP_002515.1) o BRAF (homodlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, NP_004324.2) es de
tipo silvestre, el objetivo predice la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR y puede aplicarse a un caso en el
que las células cancerosas con mutacion KRAS, NRAS o BRAF no consiguen el efecto deseado.

De acuerdo con la presente divulgacion, en células cancerosas con un gen KRAS, NRAS o BRAF de tipo silvestre en
las que se expresa la actividad del gen de RON y una proteina activa como un producto del mismo, un resultado
muestra que una tasa de mortalidad de las células cancerosas por el cetuximab disminuye significativamente en
comparacion con las células antineoplasicas en las que no se expresa la actividad del gen de RON y la proteina activa.

Adicionalmente, en la presente divulgacién, en las células cancerosas con un gen KRAS, NRAS o BRAF de tipo
silvestre en las que se expresa la actividad del gen de RON y la proteina activa como producto de la misma, cuando
la expresion del gen de RON; o la expresion o actividad de la proteina se inhibe, un resultado muestra que la tasa de
mortalidad de las células cancerosas por cetuximab aumenta significativamente.

En consecuencia, esto indica que la susceptibilidad de las células cancerosas al cetuximab se potencia por la
presencia del gen KRAS, NRAS o BRAF de tipo silvestre (normal) (expresion y funcién normales del gen normal); y la
inhibicion de la expresion del gen de RON, y la presente divulgacién proporciona un efecto excelente de potenciacion
de la susceptibilidad del objetivo al agente dirigido contra EGFR basada en el mismo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2750832 T3

El potenciador de la susceptibilidad o la composicién para potenciar la presente divulgacion puede incluir
adicionalmente un vehiculo que sea farmacéuticamente aceptable. El vehiculo farmacéuticamente aceptable que
puede usarse en la presente divulgacion puede usarse mediante la seleccidon de excipientes generales, disgregantes,
aglutinantes, lubricantes y otros aditivos, por ejemplo, estabilizantes, relajantes, emulsionantes y similares. Por
ejemplo, como excipientes, pueden usarse celulosa microcristalina, lactosa, hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion y
similares, y como disgregantes, pueden usarse glicolato sddico de almidon, fosfato de calcio dibasico anhidro y
similares. Como aglutinantes, pueden usarse polivinilpirrolidona, hidroxipropilcelulosa de baja sustitucion y similares,
y los lubricantes pueden usarse y seleccionarse entre estearato de magnesio, diéxido de silicio, talco y similares.

En la presente divulgacion, la presencia del gen KRAS, NRAS o BRAF de tipo silvestre y la inhibicion de la expresion
del gen de RON reducen el crecimiento de las células cancerosas en el tratamiento del agente dirigido contra EGFR,
cetuximab.

La expresion del gen de RON es inhibida por uno o mas seleccionados entre el grupo que consiste en ARN de
interferencia pequefio (ARNip), ARN de horquilla corta (ARNhc), microARN (miARN), ribozima, ADNzima, acidos
peptidonucleicos (PNA), oligonucledtidos antisentido, anticuerpos, aptameros, extractos naturales y sustancias
quimicas que se unen especificamente al ARNm del gen de RON.

La expresion del gen de RON es inhibida por, mas preferentemente, oligonucleétido antisentido, aptameros, ARNip,
ARNhc o miARN y, mas preferentemente, ARNip u oligonucleétido antisentido y, mucho mas preferentemente, ARNip
o Merestinib (LY2801653).

El término "ARNip" utilizado en la presente memoria descriptiva significa un pequefio fragmento de ARN con un tamafio
de 21 a 25 nucledtidos generado cuando un ARN bicatenario es escindido por un dicer e inhibe la expresion al unirse
especificamente al ARNm que tiene una secuencia complementaria. A los efectos de la presente divulgacion, el
término "ARNip" significa inhibir la expresion del gen uniéndose especificamente al ARNm de RON. El ARNip puede
sintetizarse quimica o enzimaticamente. Un método de preparacion del ARNip no se limita en particular y puede usar
un método conocido en la técnica.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, el ARNip incluye una secuencia nucleotidica de la
SEQ ID NO: 13.

La expresion "oligonucledétido antisentido" utilizada en la presente memoria descriptiva es una secuencia nucleotidica
que inhibe la expresién unida complementariamente al miARN y no se limita a la misma, pero incluye ARN antisentido,
ADN antisentido y ARNm antagonista.

Puesto que la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, se potencia mediante el uso del nivel de
expresion del biomarcador mencionado anteriormente en el método de la presente divulgacion, la divulgacién del
contenido duplicado se omite para evitar la excesiva complejidad de la presente memoria descriptiva.

En incluso otro aspecto mas de la presente divulgacion, se proporciona una composicion farmacéutica para prevenir
o tratar enfermedades relacionadas con la desregulacion de una via de sefalizacion de EGFR, que incluye un
potenciador de la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR mencionado anteriormente y al agente dirigido contra
EGFR como ingredientes activos.

En la presente divulgacion, las enfermedades relacionadas con la desregulacion de la via de sefalizacion de EGFR
son cancer, ateroesclerosis, fibrosis pulmonar, fibrosis y regeneracion renal, enfermedad hepatica, enfermedad
alérgica, enfermedad inflamatoria, trastorno autoinmunitario, enfermedad cerebrovascular, enfermedad cardiovascular
o sintomas asociados al trasplante de 6rganos y, preferentemente, cancer.

Es decir, el inhibidor de la expresion del gen de RON (Receptor de Origen Nantais, NM_002447.1) como potenciador
de la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR de la presente divulgacion; o la expresion o actividad de la proteina
del gen aumenta la susceptibilidad al antineoplasico y aumenta los efectos antineoplasicos de los agentes
antineoplasicos cuando se administran junto con los agentes antineoplasicos para facilitar mas el tratamiento del
cancer.

El "cancer", que es la enfermedad que debe mejorarse, prevenirse o tratarse mediante la composicion de la presente
divulgacion, significa un nombre comun de enfermedades provocadas por células que tienen una caracteristica
agresiva en la que las células se dividen y crecen independientemente de un limite de crecimiento normal, una
caracteristica invasiva en la que las células invaden el tejido ambiental y una caracteristica metastasica en la que las
células se propagan a otras partes del cuerpo. En la presente memoria descriptiva, el cancer se usa con el mismo
significado que tumor maligno.

El cancer al que se aplica la composicion de la presente divulgacion incluye cancer de mama, cancer de pulmon,
cancer de estdbmago, cancer de higado, cancer hematico, cancer de hueso, cancer de pancreas, cancer de piel, cancer
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de cabeza o cuello, melanoma cutaneo o intraocular, sarcoma uterino, cancer de ovario, cancer rectal, cancer de ano,
cancer de colon, carcinoma de trompa de Falopio, carcinoma de endometrio, cancer de cuello de utero, cancer del
intestino delgado, cancer endocrino, cancer de tiroides, cancer paratiroideo, cancer suprarrenal, tumor de tejidos
blandos, cancer de uretra, cancer de prostata, cancer broncogénico, tumor de médula 6sea y similares, pero no se
limita a los mismos.

Preferentemente, la composicion de la presente divulgacion puede aplicarse para prevenir o tratar el cancer de colon.

El término "prevencion” en la presente memoria descriptiva significa que no se ha diagnosticado que las enfermedades
o los trastornos se conserven, sino que se suprime la generacion de las enfermedades o los trastornos en animales
gue son susceptibles a las enfermedades o los trastornos. El término "tratamiento" en la presente memoria descriptiva
significa (i) supresién del desarrollo de las enfermedades o los trastornos; (ii) reduccion de las enfermedades o los
trastornos; y (iii) retirada de las enfermedades o los trastornos.

Adicionalmente, la composicion de la presente divulgacion puede incluir adicionalmente un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

El vehiculo farmacéuticamente aceptable incluido en la composicion farmacéutica de la presente divulgacion se usa
generalmente en la preparacion, e incluye lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, almidones, goma arabiga,
fosfato de calcio, alginato, gelatina, silicato de calcio, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, celulosa, agua,
jarabe, metilcelulosa, metilhidroxibenzoato, propilhidroxibenzoato, talco, estearato de magnesio, aceites minerales y
similares, pero no se limita a los mismos. La composicion farmacéutica de la presente divulgacion puede incluir
adicionalmente un lubricante, un agente humectante, un edulcorante, un agente aromatizante, un emulsionante, una
suspension, un conservante y similares distintos de los componentes. El vehiculo y agente farmacéuticamente
aceptable adecuado se desvela en detalle en Remington's Pharmaceutical Sciences (192 ed., 1995).

Puede prescribirse una dosificacion adecuada de la composicién farmacéutica de la presente divulgacion por diversos
métodos de acuerdo con factores, tales como métodos de formulacién, métodos de administraciéon, edad del paciente,
peso corporal, sexo, morbilidad, alimentos, tiempo de administracion, una via de administracion, una tasa de excrecion
y susceptibilidad de respuesta.

Mientras tanto, la dosificacion de la composicion farmacéutica de la presente divulgacion es preferentemente de 0.001
a 1000 mg/kg (peso) por dia.

La composicion farmacéutica de la presente divulgacién puede administrarse por via oral o por via parenteral, y en el
caso de la administracion parental, la composicién farmacéutica puede administrarse por inyeccion intravenosa,
inyeccion subcutanea, inyeccion intramuscular, inyeccién intraperitoneal, administraciéon dérmica y similares. Se
prefiere que la via de administracion se determine de acuerdo con un tipo de enfermedad a la que se aplica la
composicion farmacéutica de la presente divulgacion.

La concentraciéon del gen correspondiente o el inhibidor de la expresion de la proteina del mismo en el potenciador
como principio activo incluido en la composicion de la presente divulgacién se determina considerando un propdésito
terapéutico, la afeccion de un paciente, un periodo requerido, la gravedad de la enfermedad y similares, y no se limita
a una concentracion en un intervalo predeterminado.

La composicion farmacéutica de la presente divulgacién se formula usando el vehiculo y/o el excipiente
farmacéuticamente aceptable de acuerdo con un método que los expertos en la materia pueden implementar
facilmente para prepararlos en una forma de capacidad unitaria o insertar en un recipiente de gran capacidad que se
ha de preparar. En este caso, la formulacién puede ser una solucién en aceite o un medio acuoso, una suspension o
una emulsion, o un agente X, un polvo, un granulo, un comprimido o una capsula, y puede incluir adicionalmente un
agente dispersante o un agente estabilizante.

Puesto que la composicion de la presente divulgacién mejora la muerte celular de las células cancerosas mediante el
uso del agente dirigido contra EGFR como el potenciador de susceptibilidad mencionado anteriormente y el agente
antineoplasico, la divulgacion del contenido duplicado se omite para evitar la excesiva complejidad de la presente
memoria descriptiva.

En incluso otro aspecto mas de la presente invencion, se proporciona un método de prediccion de la susceptibilidad
al cetuximab de un sujeto con cancer de colon, que incluye:

(a) aplicar la composicién como se ha definido anteriormente a una muestra bioldgica de un sujeto y medir un nivel
de expresion de un gen de RON (Receptor de Origen Nantais, NM_002447.1); o un nivel de expresién o actividad
de una proteina del gen en la muestra biolégica; y un nivel de expresién de uno o méas genes seleccionados entre
el grupo que consiste en genes KRAS (homdlogo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de
acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homélogo de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de
acceso de Gene Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de
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acceso de Gene Bank NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de
Gene Bank U48722.1), Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 11, N.° de acceso de Gene Bank
NM_002390.4), Adam32 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 32, N.° de acceso de Gene Bank NM_145004.5),
FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, N.° de acceso de Gene Bank NM_012193.2), GPER (receptor de
estrogenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2) y GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina G, N.° de acceso
de Gene Bank NM_054021.1); o un nivel de expresién o actividad de una proteina de los genes, en la muestra
biolégica; y

(b) determinar la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, del sujeto basandose en el resultado
verificado del nivel medido en la etapa (a).

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion, el objetivo tiene un gen de tipo silvestre tal como
KRAS (homdlogo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, NM_033360.2), NRAS (homélogo de
oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma
murino v-raf B, NP_004324.2).

El método de prediccion de la presente divulgacion esta constituido por la inclusion de procesos para determinar que
la muestra correspondiente tiene susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR cuando la expresion o la actividad del
gen o la proteina divulgados se inhibe o reduce en comparaciéon con una muestra normal después de obtener una
muestra biolégica de un paciente objetivo, y medir si se expresa un gen o una pluralidad de genes seleccionados entre
el grupo que consiste en los genes mencionados anteriormente en la muestra; y determinar que la muestra
correspondiente tiene resistencia al agente dirigido contra EGFR cuando la expresion o la actividad del gen o la
proteina divulgados aumentan o se potencian.

El método de prediccion de la presente divulgacion caracteriza que si un gen o una proteina especificos
(preferentemente, una forma activa) se expresan en la muestra es un indice de susceptibilidad al agente antineoplasico
de las células cancerosas.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, en la etapa (a), un nivel de expresion de cualquier
gen seleccionado entre el grupo que consiste en genes EGFR (Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico, N.°
de acceso de Gene Bank U48722.1), Adam11 (dominio de metalopeptidasa ADAM 11, NM_002390.4), Adam32
(dominio de metalopeptidasa ADAM 32, NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, NM_012193.2), GPER
(receptor de estrogenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2) y GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina G,
NM_054021.1) y una combinacion de los mismos; se mide adicionalmente un nivel de expresion o actividad de la
proteina del gen.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, en la etapa (b), cuando el nivel de expresion del
gen de RON; o el nivel de expresion o actividad de la proteina del mismo es bajo en comparacion con el nivel normal,
se determina que existe la susceptibilidad (susceptibilidad) al agente dirigido contra EGFR del objetivo.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, en la etapa (b), cuando el nivel de expresion del
gen de RON; o el nivel de expresion o actividad de la proteina del mismo es alto en comparacioén con el nivel normal,
se determina que existe la resistencia al agente dirigido contra EGFR del objetivo.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, cuando el nivel de expresion de un gen cualquiera
seleccionado entre el grupo que consiste en los genes Adam11, Adam32, FZD4, GPER, GPR101 y una combinacién
de los mismos; un nivel de expresién o actividad de la proteina del gen es bajo en comparacion con un nivel normal,
se determina que existe la susceptibilidad (susceptibilidad) al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, del objetivo.

Mas en particular, en la etapa (b) de la presente divulgacion, basandose en el resultado del nivel de expresion medido
en la etapa (a), cuando se verifica que se incluye el gen KRAS, NRAS o BRAF de tipo silvestre y el nivel de la actividad
del gen de RON vy la proteina activa que es el producto del mismo se inhibe y/o reduce en comparacién con un valor
normal (tipo silvestre), se determina que las células tumorales correspondientes obtenidas del paciente objetivo tienen
la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR como agente antineoplasico. En este caso, adicionalmente, cuando
el nivel de expresién de un gen cualquiera seleccionado entre el grupo que consiste en los genes Adam11, Adam32,
FZD4, GPER y GPR101 y una combinacién de los mismos; se mide el nivel de expresion o actividad de la proteina
del gen y se determina que el nivel se inhibe y/o reduce en comparacion con un valor normal (tipo silvestre), se
determina que las células tumorales correspondientes se obtuvieron del paciente objetivo tienen la susceptibilidad
(susceptibilidad) al agente dirigido contra EGFR, cetuximab, como agente antineoplasico.

En la presente memoria descriptiva, la expresion "baja expresion" o "baja actividad" utilizada al mencionar el nivel de
expresion de los genes se conoce como un valor del biomarcador detectado en la muestra biolégica obtenida de un
objetivo sano o normal o un objetivo como objetivo de comparacion o un valor o nivel del biomarcador en la muestra
bioldgica que es inferior a un intervalo de nivel, cuando el biomarcador representa un proceso anormal, una
enfermedad u otras afecciones en el objetivo o un sintoma de los mismos. Adicionalmente, la expresion "baja
expresion" o "baja actividad" puede denominarse "nivel diferencial”, "valor diferencial" o "expresado de manera
diferente" en comparacién con el nivel o valor de expresiéon "normal" del biomarcador e incluye tanto una diferencia

1"



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2750832 T3

cuantitativa como una diferencia cualitativa en la expresion.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente invencion, la medicién del nivel de expresion del gen de RON;
o el nivel de expresion o actividad de la proteina del gen incluye adicionalmente medir si hay presente una variante de
corte y empalme o un mutante del gen.

De acuerdo con la presente divulgacion, la presencia de la variante del gen o uno o mas mutantes en el gen hace que
un cambio en el aspecto de expresion del gen tenga un efecto sobre la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR
(véase el Ejemplo 3).

El término "variante" utilizado en la presente memoria descriptiva significa isoforma RON generada cuando un sitio de
exon del gen correspondiente se retira mediante un corte y empalme alternativo, y un grado de actividad del RON se
ajusta mediante un corte y empalme alternativo, que es uno de los procesos importantes de la regulacién de la
expresion génica en eucariotas.

RONA155 (como alternativa, RON Delta 155), RONA160 (como alternativa, RON Delta 160) y RONA165 (como
alternativa, RON Delta 165) utilizados en la presente divulgacion se generan saltando los exones a través del corte y
empalme y siempre se activan estructuralmente sin ligandos.

De acuerdo con la presente divulgacion, las variantes de corte y empalme en las que los exones se suprimen mediante
un mecanismo de corte y empalme alternativo del RON tienen diferentes sensibilidades al farmaco de acuerdo con la
expresion del mismo.

El término "mutante” o "variante" utilizado en la presente memoria descriptiva incluye sustitucion, supresion, insercion,
amplificacion y reordenamiento de bases del nucleétido y la secuencia de aminoacidos del gen correspondiente. La
variante de nucledtidos se denomina cambio (por ejemplo, insercion, supresion, inversion o sustitucion de uno o mas
nucleétidos, por ejemplo, un Unico polimorfismo de nucleétidos (SNP)), en la secuencia nucleotidica para una
secuencia de referencia (por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre). El término incluye un cambio correspondiente
de un complemento de la secuencia nucleotidica a menos que se muestre lo contrario. La variante de nucleétidos
puede ser una mutacién somatica o un patrén de polimorfismo.

Adicionalmente, la variante de aminoacidos se denomina cambio (por ejemplo, insercion, sustitucion o delecion de uno
0 mas aminoacidos, por ejemplo, delecién interna o truncamiento del extremo N o C) de la secuencia de aminoacidos
en comparacion con la secuencia de referencia (por ejemplo, la secuencia de tipo silvestre).

En la realizacion de la presente divulgacion, el mutante es mutantes puntuales E387A y H424L en los que un
aminoacido esta sustituido.

Adicionalmente, se verificd que el sitio E387 y el sitio H424 del aminoacido de la proteina RON son sitios capaces de
unirse a la proteina EGFR.

La deteccion de la variante puede realizarse mediante clonacién de moléculas objetivo y analisis de secuencia usando
una técnica bien conocida en la materia. Por ejemplo, analisis de secuencia de ADN; ensayo de extensién de cebador
que incluye ensayo de mezcla de nucledtidos especificos de alelo y ensayo de extension de cebador especifico de
alelo (por ejemplo, PCR especifica de alelo, reacciéon en cadena de ligadura especifica de alelo (LCR) y hueco-LCR);
ensayo de hibridacién de oligonucleétidos especifico de alelo (por ejemplo, ensayo de ligadura de oligonucledtidos);
un ensayo de proteccion contra escision que detecta nucleétidos no apareados en una doble cadena de acido nucleico
mediante el uso de proteccion contra un escindidor; Analisis de unién a proteina MutS; analisis por electroforesis que
compara la movilidad de una variante y una molécula de acido nucleico de tipo silvestre; electroforesis en gel con
gradiente de deformacion (DGGE, por ejemplo, igual que la bibliografia [Myers et al, (1985) Nature 313: 495]); se
incluye un analisis de escision por ARNasa en pares de nucleétidos no apareados; un analisis de escisién quimica o
enzimatica de un ADN hetero bicatenario; espectrometria de masas (por ejemplo, MALDI TOF); un analisis de bits
genéticos (GBA); un ensayo de nucleasas 5 (por ejemplo, TagMan); y un ensayo usando baliza molecular, pero los
métodos no se limitan a los mismos.

La expresion "muestra biolégica" utilizada en la presente memoria descriptiva significa todas las muestras obtenidas
del objetivo en las que puede detectarse la expresion del biomarcador de la presente divulgacion.

De acuerdo con la realizacion preferida de la presente divulgacion, la muestra bioloégica es una cualquiera seleccionada
entre el grupo que consiste en saliva, biopsia, sangre, tejido cutdneo, cultivo liquido, heces y orina, y no se limita en
particular a los mismos, y puede tratarse y prepararse mediante un método que se usa generalmente en la técnica.

Puesto que el método de la presente divulgacion determina que existe la susceptibilidad mediante el uso del

biomarcador mencionado anteriormente, la divulgaciéon del contenido duplicado se omite para evitar la excesiva
complejidad de la presente memoria descriptiva.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2750832 T3

En otro aspecto mas de la presente divulgacion, se proporciona un método de potenciacion de la susceptibilidad al
agente dirigido contra EGFR que incluye: administrar tanto un potenciador de susceptibilidad al agente dirigido contra
EGFR mencionado anteriormente como el agente dirigido contra EGFR al objetivo.

Puesto que el método de la presente divulgacion potencia la susceptibilidad usando el potenciador de susceptibilidad
mencionado anteriormente y el agente dirigido contra EGFR como agente antineoplasico, la divulgacion del contenido
duplicado se omite para evitar la excesiva complejidad de la presente memoria descriptiva.

En lo sucesivo en el presente documento, estos Ejemplos son solo para describir la presente divulgacion con mas
detalle y sera evidente para los expertos en la materia que el alcance de la presente divulgacion no se limita a estos
Ejemplos de acuerdo con la esencia de la presente divulgacion.

Método y condiciones experimentales
Método de inmunoprecipitacion

Con el fin de analizar una forma activa de RON en una estirpe celular de cancer de colon, después de mezclar 500 ug
de un lisado de la estirpe celular de cancer de colon con 1 ug de un anticuerpo anti-RON, cultivado durante 12 horas
a 4 °C, se anadieron 20 pl de una perla de proteina-sepharose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.)
y después la mezcla reaccioné adicionalmente durante 2 horas. El inmunoprecipitado se lavé con una solucion de
tampon (tampon de lisis Nondiet P-40) cinco veces, se afiadio y se calenté con 20 pl de una solucién de muestra
2XSDS y después se realizé la transferencia Western usando anticuerpos anti-RON (Santa Cruz Biotechnology) y anti-
fosfo-Tirosina (Cell Signaling, Beverly, CA, EE.UU.).

Con el fin de analizar la interacciéon de RON y EGFR endoégenos, se mezclaron 300 ug de un lisado de una estirpe
celular HCT-8 con 1 ug de un anticuerpo anti-RON o 1 ug de un anticuerpo IgG anti-conejo, cultivado durante 12 horas
a 4 °C, se afnadieron 20 pl de la perla de proteina-sepharose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) y
después la mezcla reaccioné adicionalmente durante 2 horas. El inmunoprecipitado se lavé con una solucion de
tampon (tampon de lisis Nondiet P-40) cinco veces, se afiadio y se calenté con 20 ul de una solucién de muestra
2XSDS y después se realiz6 la transferencia Western usando anticuerpos anti-RON (Santa Cruz Biotechnology) y anti-
EGFR (Cell Signaling, Beverly, CA, EE.UU.). Con el fin de analizar la interaccién de RON y EGFR exdgenos, se
transfectd una variante A160 como una forma activa de RON en una estirpe celular de cancer de colon LoVo sin
expresar la proteina RON en si, se recogié un lisado celular después de 48 horas, se mezclaron 300 ug del lisado
celular con 1 ug de un anticuerpo anti-RON o 1 ug de un anticuerpo IgG anti-conejo, cultivado durante 12 horas a 4 °C,
se afiadieron 20 pl de la perla de proteina-sepharose (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EE.UU.) y después
la mezcla reaccioné adicionalmente durante 2 horas. El inmunoprecipitado se lavé con una solucién de tampon
(tampodn de lisis Nondiet P-40) cinco veces, se afiadio y se calentd con 20 yl de una solucion de muestra 2XSDS y
después se realiz6 la transferencia Western usando anticuerpos anti-RON (Santa Cruz Biotechnology) y anti-EGFR
(Cell Signaling, Beverly, CA, EE.UU.).

Analisis de micromatrices

Una estirpe celular de cancer de colon Colo320HSR sin expresar la proteina RON se transfectd durante 48 horas con
una construccién (plasmido) que expresa la forma activa de RON A160 y/o c-MET. Posteriormente, el lisado de las
células fue analizado mediante una micromatriz.

* Métodos de sobreexpresion y supresion de genes

Con el fin de analizar la interaccion de RON y EGFR exdgenos, una construccion que expresa A160 como una forma
activa de RON se transfecté durante 48 horas en una estirpe celular de cancer de colon LoVo en la que la proteina
RON no se expresaba.

Con el fin de analizar la interaccién endégena de RON y EGFR, se transfecté ARNip de RON (ARN de interferencia
pequefio) durante 48 horas en la estirpe celular de cancer de colon HCT-8 en la que se activé RON.

La secuencia de ARNip de RON (SEQ ID NO:13) es como se indica a continuacion: 5'-
ACUUUGUAGAGGAGUUUGAUU-3'.

Transcripcion inversa (RT, por sus siglas en inglés)-PCR y PCR en tiempo real

Con el fin de realizar la RT-PCR, la estirpe celular de cancer de colon Colo320HSR en la que el RON no se expresé
se transfectd con una construccion que expresaba el RONA160 como la forma de tipo activo RON durante 48 horas y
la estirpe celular de cancer de colon KM12C en la que se activé el RON se transfecté con el ARNip de RON durante
48 horas. EI ARN se extrajo usando trizol (n.° de cat. 15596-026, Life technologies™), respectivamente. EI ARN
extraido se sintetizé a ADNc usando un kit de RT-PCR (AccuPower RT PreMix, Bioneer). La diferencia en la expresion
del gen correspondiente se verificdé por PCR (AccuPower PCRPreMix, Bioneer) usando el ADNc sintetizado y un
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cebador especifico del gen y cuantificado usando una PCR en tiempo real (LightCycler 480 SYBR Green, Roche).

[Tabla 1]
Secuencias de cebadores
Genes Directo Inverso
Adam11 5. &
TGGCTTCCTCCTCTGTG GCACTTCCCTTCATTG
TCAA-3’ (SEQ ID NO: 1) CTGC-3’ (SEQ ID NO: 2)
Adam32 £ 5.
AATGGCAGATTGGAGG TTCATAGCAGGCAAAT
GAAATG-3’ (SEQ ID NO: GGAGCA-3’ (SEQID
3) NO: 4)
FZD4 e 5.
TGACTGGCTTGTGCTA ATGCCTGAAGTGATGC
TGTTGG-3’ (SEQ ID NO: CCAC-3" (SEQ ID NO: 6)
5)
GPR101 57_ £
GGCAGAATGGAAGCC TTGCTGTTACGACGAC
AAGGA-3’ (SEQ ID NO: TGGGTG-3" (SEQ ID NO:
7) 8)
GPER 5 5°-
ATCGTGCCCTTCGCCA CCAGTCGTGAGGTTTC
TCAT-3’ (SEQ ID NO: 9) CTAAGCAG-3’ (SEQ ID
NO: 10)
GAPDH 5. 5’-AGG GGC CAT CCA
AGAAGGCTGGGGCTCA CAG TCT TC-3" (SEQ ID
TTTG-3" (SEQ ID NO: 11) NO: 12)

[Tabla 2]

Condiciones de Transcripcion inversa - PCR (reaccion en cadena de

la polimerasa)

42 °C 90 °C
60 min 5 min
[Tabla 3]
Condiciones de PCR
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
95°C |95°C [60°C [72°C |72°C
(continuacién)
Condiciones de PCR
1 ciclo 35 ciclos 1 ciclo
5min [30s  [1min [1min |10 min

[Tabla 4]

Condiciones de PCR en tiempo real

cuantitativa
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1 ciclo 50 ciclo 1 ciclo
95 °C 95 °C 58 °C 72°C |72°C
5 min 30s 30s 1 min |10 min

Transferencia Western

Para realizar la transferencia Western, una proteina separada de cada célula se separ6 a través de SDS-PAGE y se
transfiri6 a membranas Polyscreen (New England Nuclear, Boston, MA, EE.UU.), reaccioné durante 12 horas a 4 °C
mediante el uso de diversos anticuerpos (anti-fosfo RON (MyBioSource, San Diego, California, EE.UU.), anti-fosfo-
tirosina, anti-EGFR, anti-fosfo EGFR (Cell signaling Technology, Beverly, MA, EE.UU.), anti-RON y anti-r-tubulina
(Santa Cruz Biotechnology) y después se lavé con una solucién de tampén 1XTBS-T durante 10 minutos tres veces.
Un anticuerpo secundario anti-HRP de conejo o HRP anti-ratén adecuado reaccioné durante 2 horas a temperatura
ambiente y se lavd con la solucion de tampon 1XTBS-T durante 10 minutos tres veces para verificar la expresion de
la proteina usando una solucién de ECL (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido).

Matriz de fosfo-RTK

Después de que la construccién A160 como la forma activa de RON se transfectase durante 48 horas en la estirpe
celular Colo320HSR sin expresar la proteina RON, se recogio el lisado celular. Se hicieron reaccionar 50 pg del lisado
celular recogido con una membrana incluida en un kit de matriz fosfo-RTK humano (R&D Systems, Inc, Mineapolis,
MN, EE.UU.) durante 12 horas a 4 °C, se lavaron con una solucion de tampon TBS-T tres veces, se hicieron reaccionar
con un anticuerpo anti-fosfo-tirosina HRP durante 2 horas a temperatura ambiente y después se lavaron con la solucién
de tampdn TBS-T tres veces. Posteriormente, en la membrana, se verificé un cambio en la expresion de las proteinas
tirosina cinasa receptoras (RTK) mediante el uso de la solucién ECL (Amersham, Buckinghamshire, Reino Unido).

Tratamiento de agente antineoplasico

Después de que se aplicasen como tratamiento 5, 10 y 20 pug/ml de cetuximab (Merck & Co., Inc, NJ, EE.UU.) durante
48 horas en estirpes celulares de cancer de colon CaCo2 y LIM1215 en las que el RON no se activd y una estirpe
celular KM12C en la que se activo el RON, se recogié una solucién celular para realizar el recuento de azul de tripano
(FIG. 3A).

La estirpe celular de cancer de colon KM12C en la que se activé el RON se traté con ARNip de RON durante 48 horas,
se traté con 20 pg/ml de cetuximab durante 48 horas y después se recogié la solucién celular para realizar el recuento
de azul de tripano.

Tratamiento de inhibidor

Se aplicaron como tratamiento 3 um de un inhibidor de RON (LY2801653) y 20 ug/ml de un agente dirigido contra
EGFR (cetuximab) durante 48 horas en la estirpe celular de cancer de colon KM12C en la que se activd el RON.
Después del tratamiento, el lisado celular se recogi6 para realizar el recuento de azul de tripano.

Adicionalmente, se aplicaron como tratamiento narnatumab (N.° de Creative Diagnostic TAB-184 Anticuerpo
terapéutico Anti-RON Humano) como agente antineoplasico de anticuerpo dirigido contra RON y 100 pg/ml de un
agente dirigido contra EGFR (cetuximab) durante 48 horas. Después del tratamiento, el grado de inducciéon de muerte
celular se verificé mediante el mismo método que anteriormente.

Mutagénesis de mutante puntual

La mutagénesis se realizé de acuerdo con una directriz proporcionada por el kit usando un kit de mutagénesis muta-
directa (Intron, N.° de Cat 15071). Las secuencias de cebadores utilizadas en la mutagénesis son las siguientes.

RON (E387A); Directo: 5'-GGA GCG CTG TTG TGC ATC CCC AGT CCA TCC-3', Inverso: 5'-GGA TGG ACT GGG
GAT GCA CAA CAG CGC TCC-3', RON(H424L); Directo: 5'-ACA CCA GCT GCC GCC TCT TCC CTC TGC TGG-3/,
Inverso: 5'-CCA GCA GAG GGA AGA GGC GGC AGC TGG TGT-3', RON(K1114M); Directo: 5'-AAT GTG CCA TCA
TGT CAC TAA GTC G-3', Inverso: 5-CGA CTT AGT GAC ATG ATG GCA CAT T-3', EGFR (D813N); Directo: 5-TTG
GTG CAC CGC AAC CTG GCA GCC AGG-3', Inverso: 5'-CCT GGC TGCCAG GTT GCG GTG CAC CAA-3'".

La mutacién progresé usando el cebador y una enzima muta-directa y después la transformacion progreso en E-Coli.
Después de que se extrajese el ADN de las colonias, se verificé la mutacion mediante un método de analisis de
secuenciacion.

Analisis de la actividad de RON en la estirpe celular de cancer de colon o en el tejido del paciente con cancer
de colon

Con el fin de analizar la actividad de RON, después de que se extrajese una proteina de una estirpe celular o del tejido
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de un paciente de cancer de colon (mediante el uso de un tampén de RIPA), se verifico la actividad usando un
anticuerpo fosfo-RON (Mybiosource, MBS462024, factor de diluciéon 1:1000) en 20 ug de las células y 50 pg del tejido
del paciente con cancer de colon.

Adicionalmente, después de realizar la inmunoprecipitacion con el anticuerpo RON (santa cruz; sc-322, n.° de Lote
G1514, 2 ug, incubacioén de 2 dias) (usando 300 ug de la estirpe celular y el tejido del paciente con cancer de colon),
se verifico la fosforilacion mediante un anticuerpo fosfo-tirosina (Cell signaling; 9411, factor de dilucion 1:1000). Con
el fin de verificar RONA155 y RONA160 (forma de corte y empalme alternativa) que eran las formas activas de RON,
se extrajo ARN de la estirpe celular de cancer de colon o del tejido del paciente con cancer de colon con un reactivo
de trizol.

Después de analizar el ADNc, el analisis se realizé usando dos cebadores.

En primer lugar, se usé un cebador disefiado para distinguir RONA155 y RONA160 y el cebador fue el siguiente:
Directo: 5-CTCTGGGGACCAGGTTTTCC-3', Retroceso: 5'-~ACCATCAATGGCAGGGAGTG-3'. En las condiciones de
RT-PCR, se realizaron 37 ciclos durante 5 minutos a 94 °C, durante 30 segundos a 94 °C, durante 30 segundos a
63 °C y durante 1 minuto 30 segundos a 72 °C y se extendieron durante 10 minutos a 72 °C. EI RON de tipo silvestre
se verificd a 1552 pb, el RONA155 se verificé a 1078 pb y el RONA160 se verificd a 1225 pb.

Con el fin de verificar adicionalmente las condiciones de RT-PCR, se usaron los cebadores publicados en una
bibliografia existente y los cebadores fueron los siguientes. Directo: 5-TGG TCA GTA GCA GCT TCT CA-3’, Inverso:
5-AGG CAG CAG GAT ACC AAG GA-3'. En las condiciones de RT-PCR, se realizaron 38 ciclos durante 5 minutos a
94 °C, durante 30 segundos a 94 °C, durante 45 segundos a 57 °C y durante 1 minuto a 72 °C y se extendieron durante
10 minutos a 72 °C. EI RON de tipo silvestre se verificd 1,6 kb, el RONA160 se verifico 1,3 kb y el RONA155 se verifico
1,1 kb.

Ejemplo 1. Actividad de EGFR de acuerdo con la actividad de la proteina RON
1-1. Presencia de la forma activa de la proteina RON en la estirpe celular de cancer de colon humano

Los presentes inventores seleccionaron una estirpe celular de cancer de colon en la que la proteina RON se activo o
desactivo y verificaron la fosforilacion de RON en un total de 19 estirpes celulares de cancer de colon humano usando
transferencias western.

La proteina RON fosforilada se considerd como la proteina de forma activa RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 1A, en cuatro estirpes celulares HT-29, KM12C, KM12L4 y SW1417 entre
18 estirpes celulares, se observé la expresion de la proteina RON fosforilada y puede observarse que las cuatro
estirpes celulares tenian la actividad RON.

Mientras tanto, en las estirpes celulares de cancer de colon LoVo y Colo320HSR, se demostré que la proteina RON
estaba ausente.

1-2. Andlisis de la expresion génica de acuerdo con la activacion de la proteina RON usando analisis de micromatrices
de ADN

Con el fin de analizar el nivel de expresion génica de acuerdo con la expresion de RON en la estirpe celular
Colo320HSR en la que la proteina RON estaba ausente, los presentes inventores sobreexpresaron simultdneamente
la variante A160 que era la forma activa de MET y RON en la célula Colo320HSR y después realizaron la micromatriz.

La sobreexpresion del gen de RON se consideré como la activacion del gen o proteina RON.

Como se ilustra en la FIG. 1B, los genes cambiados solo por la activacion de RON se analizaron comparandolos con
genes en un grupo de muestra que se sobreexpreso solo con el gen MET y, como resultado, se identificaron cinco
genes Adam11, Adam32, FZD4, GPER y GPR101 asociados al EGFR como los genes cambiados por el RON.

1-3. El analisis en tiempo real de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de los genes relacionados con la
transactivacion del EGFR de acuerdo con la activacion de RON en la estirpe celular de cancer de colon

Con el fin de analizar el cambio en el nivel de expresion de los genes relacionados con la transactivacion del EGFR
de acuerdo con la activacion de RON, los presentes inventores realizaron la PCR en tiempo real con respecto a los
cinco genes (Adamll, Adam32, FZD4, GPER y GPR101) asociados a la transactivaciéon del EGFR, que se estimé que
la expresion fue cambiada por el RON, después de que la variante A160 como la forma de activacién de RON se
sobreexpresase en la estirpe celular de cadncer de colon Colo320HSR en la que no se expresé el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 1C, se observo que la expresion de los genes Adam11, Adam32, FZD4,
GPER y GPR101 aumento significativamente por la sobreexpresiéon de RON.
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1-4. Analisis por RT-PCR (transcripcion inversa reaccion en cadena de la polimerasa) de genes relacionados con la
transactivacién del EGFR de acuerdo con la activacion de RON en la estirpe celular de cancer de colon

Con el fin de analizar el cambio en el nivel de expresion de los genes relacionados con la transactivacion del EGFR
de acuerdo con la activacion de RON, los inventores realizaron la PCR con respecto a los cinco genes Adam11,
Adam32, FZD4, GPER y GPR101 asociados a la transactivacion del EGFR, que se estimé que la expresion fue
cambiada por el RON, después de la variante A160 cuando la forma de activacion RON del gen de RON se
sobreexpreso en la estirpe celular de cancer de colon Colo320HSR en la que no se expresé el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 1D, mediante la activacion de RON, se observd que la expresién de los
genes Adam11, Adam32, FZD4, GPER y GPR101 aumenté significativamente en el grupo de muestra en el que la
variante A160, como la forma de activacién de RON del gen de RON, se sobreexpresase.

1-5. Analisis por PCR en tiempo real de genes relacionados con la transactivacion del EGFR en la estirpe celular de
cancer de colon en la que se inhibe RON

Los inventores analizaron la expresion de los genes Adam11, Adam32, FZD4, GPER y GPR101 asociados a la
transactivacion del EGFR con PCR en tiempo real suprimiendo después artificialmente la actividad de RON mediante
el uso de una técnica de ARNip en la estirpe celular de cancer de colon KM12C en la que se activé el RON, con el fin
de analizar el aspecto de cambio de la expresion de los genes relacionados con la transactivacion del EGFR de
acuerdo con la inhibicion del RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 1E, se demostro que los genes FZD4 y GPR101 se redujeron
significativamente mediante la inhibicién de la activacion del RON.

1-6. Analisis de la actividad de la proteina EGFR por activacién de RON

Como se ha descrito anteriormente, se verificd que los genes relacionados con la transactivacion del EGFR que se
identificaron en el Ejemplo 1-2 (FIG. 1B) y se verificaron en los Ejemplos 1-3 a 1-5 (FIG. 1C a 1E) se expresaron
mediante la activacion de RON. En consecuencia, los inventores verificaron si la proteina fosforilada del EGFR se
expres6 mediante la transferencia Western después de sobreexpresar la variante A160 como la forma de activacion
de RON en la estirpe celular de cancer de colon Colo320HSR en la que el RON no se expresé para verificar si la
activacion de la proteina EGFR se indujo de acuerdo con la activacion real de RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 1F, cuando se activd el RON, se verificd que la proteina fosforilada del
EGFR aumenté (a) y se verificd que la fosforilacién del EGFR se indujo a través de una matriz de proteinas RTK
después de sobreexpresar la variante A160 como la forma de activacién de RON. En consecuencia, se observé que
la actividad del EGFR se indujo de acuerdo con la activacion del RON.

Ejemplo 2. Cambio de la actividad de EGFR de acuerdo con la actividad de RON

2-1. Activacion de la proteina EGFR mediante la activacién de la proteina RON

Los inventores realizaron la transferencia Western, después de sobreexpresar la variante A160 como la forma de
activacion del gen de RON en las estirpes celulares de cancer de colon LoVo y Colo320HSR en las que el RON no se

expreso con el fin de verificar la activacion de la proteina EGFR por la activacion de RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 2A, se verificod que la actividad del EGFR aumenté de acuerdo con la
activacion de RON.

2-2. Cambio en la actividad de la proteina EGFR por inhibicién de RON

Los inventores verificaron la induccién de la fosforilacion del EGFR realizando la transferencia Western, después de
suprimir artificialmente el RON usando una técnica de ARNip en las estirpes celulares de cancer de colon KM12C y
HT29 en las que se expreso el RON y activaron, con el fin de verificar el cambio en la actividad de la proteina EGFR
por la activacion de la proteina RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 2B, se verificd que la actividad del EGFR también disminuyé de acuerdo
con la inhibiciéon de RON.

2-3. Cambio en la actividad del EGFR dependiente del ligando de EGFR por inhibicion de RON
Los inventores verificaron el grado de fosforilacion del EGFR de acuerdo con un tiempo de tratamiento del ligando

EGF que induce la actividad del EGFR, después de inhibir el RON usando la técnica de ARNip en la estirpe celular de
cancer de colon KM12C en la que se expreso y activo el RON con el fin de verificar el cambio en la actividad del EGFR
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dependiente del ligando de EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 2C, se verificé que la fosforilacién del EGFR inducida por el EGF disminuyo
y la actividad disminuyé de acuerdo con la inhibicion de RON.

Ejemplo 3. Analisis de susceptibilidad a farmacos de cetuximab de acuerdo con la activacion de la proteina
RON

3-1. Analisis de la unién en células enddgenas entre la proteina RON vy la proteina EGFR

Los inventores observaron la presencia o ausencia de la unién entre la proteina RON vy la proteina EGFR por
inmunoprecipitacion usando el anticuerpo RON con el fin de analizar la presencia o ausencia de la union entre la RON
proteina y la proteina EGFR en las células de la estirpe celular de cancer de colon CaCO2 en la que el RON no se
activo y la estirpe celular de cancer de colon KM12C en la que se activé el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3A, puede observarse que en la célula CaCO2 en la que no se activo el
RON, no se realiz6 la union entre la proteina RON vy la proteina EGFR, y en la célula KM12C en la que se activo el
RON, se realiz6 la unién entre la proteina RON y la proteina EGFR.

3-2. Analisis de la unién en células exdgenas entre la proteina RON y la proteina EGFR

Los inventores observaron la presencia o ausencia de la union entre la proteina RON y la proteina EGFR mediante
inmunoprecipitacion usando el anticuerpo RON, después de sobreexpresar respectivamente un gen normal de RON
y un gen normal de EGFR y sobreexpresar simultdneamente el gen normal de RON y el gen normal de EGFR en la
estirpe celular de cancer de colon CaCO2 en la que el RON no se activé.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3B, puede observarse que la unién entre la proteina RON vy la proteina
EGFR se realiz6 en el caso de sobreexpresar simultaneamente el gen normal de RON y el gen normal de EGFR.

3-3. Analisis del dominio de la proteina EGFR unida a la proteina RON a través de un ensayo in vivo completo

Los inventores observaron un dominio del EGFR unido a la proteina RON a través de inmunoprecipitacién usando el
anticuerpo RON después de sobreexpresar respectivamente una proteina RON, una proteina de dominio cinasa del
EGFR y una proteina de dominio extracelular (EC) y sobreexpresar simultdneamente el RON vy la proteina del dominio
cinasa del EGFR en una estirpe celular 293T en la que el RON y el EGFR no se expresaron, no la estirpe celular del
cancer de colon.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3C, puede observarse que el RON vy la proteina EC del EGFR estaban
unidos entre si.

3-4. Andlisis del dominio de la proteina EGFR unida a la proteina RON a través de un ensayo in vitro sin células
completo

Los inventores observaron la presencia o ausencia de unién entre la proteina normal RON y la proteina A160 de forma
activa mediante reaccién con la proteina del dominio cinasa y la proteina EC del EGFR mediante el uso de un ensayo
de induccion sin células in vitro completo, con el fin de verificar nuevamente la unién entre la proteina RON y la proteina
EC del EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3D, puede observarse que tanto la proteina RON normal como la proteina
activa forman la proteina A160 unida a la proteina EC del EGFR.

3-5. Analisis de la prediccion del sitio de unién de la proteina RON unida a la proteina EGFR usando modelado por
ordenador

Los inventores predijeron un sitio de uniéon del RON unido al EGFR introduciendo una construccién de la proteina
EGFR y una construccion de la proteina RON usando un sistema de modelado por ordenador, con el fin de analizar
un sitio de unién principal del RON unido a la proteina EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3E, se predijeron un sitio E387 y un sitio H424 del aminoacido de la proteina
RON y se analizaron como sitios que pueden unirse a la proteina EGFR.

3-6. Analisis del sitio de union de la proteina RON unida a la proteina EGFR
Los inventores observaron la union entre la forma normal, la forma activa y la forma normal de proteinas RON y la

proteina EGFR a través de inmunoprecipitacion usando el anticuerpo RON después de sobreexpresar
respectivamente el gen de forma normal RON, la forma activa A160 y genes de mutacion puntual E387A y H424L del
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RON y sobreexpresar simultaneamente el gen de EGFR en la estirpe celular 293T en la que no se expresaron el RON
y el EGFR, con el fin de analizar el sitio de unién principal del RON unido a la proteina EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3F, la unién se verificd en la forma normal, la forma activa y la forma
mutante E387A del RON y en la forma mutante H424L del RON, la unién de la proteina EGFR no se verifico.

3-7. Analisis de la actividad de EGFR de acuerdo con el sitio de unién de la proteina RON unida a la proteina EGFR

Los inventores verificaron la fosforilacion del EGFR como la actividad del EGFR a través de transferencia Western
sobreexpresando respectivamente el gen de forma normal de RON vy la variante A160 de forma activa y el gen mutante
H424L verificado en el ejemplo 3-6 (véase la FIG. 3F) y sobreexpresando simultdneamente el gen de forma normal de
EGFR en la estirpe celular 293T en la que no se expresaron el RON y el EGFR, con el fin de analizar la actividad de
EGFR de acuerdo con el sitio de uniéon del RON unido a la proteina EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 3G, como el mutante de forma activa EGFR (EGFR del19), solo en el lugar
que sobreexpresa simultaneamente la forma normal de EGFR, la variante A160 de forma activa del RON, se indujo la
fosforilacion del EGFR, en la forma normal del RON y la forma mutante H424L, la fosforilacion del EGFR no se indujo
y la actividad del EGFR se demostré de acuerdo con la activacion del RON.

Ejemplo 4. Analisis de actividad de EGFR de acuerdo con la actividad de RON
4-1. Anélisis de la actividad de EGFR dependiente de ligando de acuerdo con la proteina de forma activa RON

Los inventores analizaron la actividad de EGFR por EGF, que es un ligando de EGFR de acuerdo con la presencia de
la proteina A160 de forma activa del RON después de sobreexpresar la proteina de forma normal del EGFR y la
proteina con cinasa inactivada del EGFR en la estirpe celular 293T en la que no se expresaron el RON y el EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 4A, en el caso de que la forma activa A160 del RON no estuviera presente,
solo en la proteina de forma normal del EGFR, la activacion del EGFR se verificd por EGF, en el caso en el que la
proteina A160 de forma activa del RON estaba presente, la activacion del EGFR se observé independientemente del
EGF y la proteina con cinasa inactivada EGFR y, por tanto, puede observarse que la proteina A 160 de forma activa
del RON indujo la activacion del EGFR independientemente de ligando de EGFR.

4-2. Analisis de la actividad de EGFR dependiente de ligando de acuerdo con la actividad de RON dependiente de
ligando

Los inventores analizaron la actividad de EGFR por EGF, que es un ligando de EGFR de acuerdo con la presencia de
MSP, que es un ligando que induce la actividad del RON después de sobreexpresar la proteina de forma normal del
EGFR vy la proteina con cinasa inactivada del EGFR en la estirpe celular 293T en la que no se expresaron el RON y
el EGFR.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 4B, en el caso en que el MSP como ligando que induce la actividad del
RON no estaba presente, solo en la proteina de forma normal del EGFR, la activacion del EGFR se verificd por EGF,
en el caso en que el MSP como ligando que induce la actividad del RON estaba presente, la activacion del EGFR se
observo independientemente del EGF y la proteina con cinasa inactivada EGFR vy, por tanto, puede observarse que si
el RON era la forma activa por el MSP como el ligando que induce el actividad del RON, la activacién del EGFR se
indujo independientemente de ligando del EGFR.

Adicionalmente, como se ilustra en la FIG. 4C, cuando se sobreexpresaron RONA155/K1114N (forma de inhibicion de
la actividad cinasa como un mutante de RON con cinasa inactivada) y EGFR, puede observarse que la actividad de
EGFR se redujo en comparacién con un caso en el que solo se sobreexpreso la forma activa del RON.

Ejemplo 5. Analisis de la actividad de EGFR y asociacién para cetuximab de acuerdo con la actividad de RON

5-1. Analisis de la inhibicion de la actividad de EGFR a través de la inhibicién de la actividad de RON vy la inhibicion de
la actividad de EGFR para cetuximab

Como se enumera en la Tabla 5, se sabia que la estirpe celular de cancer de colon KM12C tenia los genes KRAS,
NRAS y BRAF de tipo silvestre y tenia resistencia al cetuximab (Todd M. et al, Dual Pharmacological Targeting of the
MAP Kinase and PI3BK/mTOR Pathway in Preclinical Models of Colorectal Cancer. PLOS 2014, Volumen 9, Numero
11, e113037).
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Anteriormente en el presente documento, los inventores verificaron en el Ejemplo 1-1 que el RON se activo en la
estirpe celular de cancer de colon KM12C.

En consecuencia, el grado de activacion del EGFR se observé mediante transferencia Western mediante el tratamiento
con cetuximab para cada vez después de inhibir artificialmente el RON mediante una técnica de ARNip en la estirpe
celular de cancer de colon KM12C que tenia genes KRAS, NRAS y BRAF de tipo silvestre, tenia resistencia a
cetuximab y en la que se activo el RON, como se ha descrito anteriormente, con el fin de analizar la inhibicion de la
actividad del EGFR a través de la inhibicion de la actividad de RON vy la inhibicién de la actividad de EGFR para
cetuximab.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5A, en la estirpe celular KM12C sin inhibir el RON, a pesar de que se tratd
con cetuximab, la actividad de EGFR se redujo y después aument6 a lo largo del tiempo, mientras que en la estirpe
celular KM12C en la que se inhibid RON con ARNip y se tratd con cetuximab, se verificé que la actividad del EGFR se
redujo rapidamente y después no aumentd y, por tanto, puede observarse que la actividad del EGFR para cetuximab
se regulé de acuerdo con la presencia del RON.

5-2. Analisis de la muerte celular de cetuximab de acuerdo con la presencia de actividad de RON

Como se enumera en la Tabla 6, se sabia que la estirpe celular de cancer de colon CaCo-2 tenia los genes KRAS,
NRAS y BRAF de tipo silvestre y tenia susceptibilidad a cetuximab (Giovanni B. et al, Antitumoral Efficacy of the
Protease Inhibitor Gabexate Mesilate in Colon Cancer Cells Harbouring KRAS, BRAF and PIK3CA Mutations. PLOS
2012, Volumen 7, Numero 7, e41347).

[Tabla 6]

Linea celular KRAS BRAF

CACO-2* tipo silvestre tipo silvestre

SW48* tipo silvestre tipo silvestre

HT-29* tipo silvestre mutacion en el exén 15 (V600E)
Colo205* tipo silvestre mutacion en el exén 15 (V600E)
SW480** mutacion en el exon 2 (G12V) tipo silvestre

SW620* mutacion en el exon 2 (G12V) tipo silvestre

RKO* tipo silvestre mutacion en el exén 15 (V600E)
LS174T* mutacion en el exon 2 (G12V) tipo silvestre

HCT-116* mutacion en el exon 2 (G13D) tipo silvestre

Anteriormente en el presente documento, los inventores verificaron en el Ejemplo 1-1 que el RON no se activo en la
estirpe celular de cancer de colon CaCo-2.

En consecuencia, con el fin de analizar el grado de muerte celular de acuerdo con la actividad de RON cuando se traté
con cetuximab, como se ha descrito anteriormente, con el fin de verificar la reactividad al cetuximab en la estirpe
celular de cancer de colon CaCo-2 vy la estirpe celular LIM1215 que tenia genes KRAS, NRAS y BRAF de tipo silvestre
y tenia susceptibilidad al cetuximab y en la que no se activé el RON, y la estirpe celular de cancer de colon KM12C en
la que se activo el RON y que tenia resistencia al cetuximab, la muerte celular se analizé6 mediante recuento de células
con azul de tripano.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5B, en la estirpe celular CaCo-2 y la estirpe celular LIM1215 en las que no
se activo el RON, se observé la muerte celular por cetuximab, mientras que en la estirpe celular KM12C en la que se
activd el RON, puede verse que no se observo la muerte celular por cetuximab y la estirpe celular KM12C tenia
resistencia al cetuximab.

5-3. Analisis de la muerte celular por cetuximab después de inhibir la expresion de RON

Los inventores analizaron la muerte celular mediante recuento de células con azul de tripano mediante tratamiento
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con cetuximab después de inhibir artificialmente el RON mediante la técnica de ARNip en la estirpe celular de cancer
de colon KM12C que tenia la resistencia al cetuximab en la que el RON se activé.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5C, en el caso de la inhibicion del RON, puede observarse que la
susceptibilidad al cetuximab aumenté y la muerte celular aumento.

5-4. Analisis del mecanismo de sub-sefnalizacion por cetuximab después de inhibir la expresion de RON

Los inventores observaron un mecanismo de sub-sefalizacion a través de transferencia Western mediante tratamiento
con cetuximab después de inhibir artificialmente el RON mediante la técnica de ARNip en la estirpe celular de cancer
de colon KM12C que tenia la resistencia al cetuximab en la que el RON se activé.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5D, en el grupo en el que se inhibi6 la expresién del RON y se traté con
cetuximab, puede observarse que una proteina p-ERK que desempefiaba un papel importante en la supervivencia
celular se redujo y la caspasa-3 escindida como proteina marcadora de apoptosis aumento.

5-5. Analisis de la muerte celular por cetuximab después de inhibir la actividad de RON

Los inventores analizaron la muerte celular por recuento de células por azul de tripano en el grupo en el que se traté
con un inhibidor LY2801653 capaz de inhibir la actividad del RON y con cetuximab, respectivamente, y el grupo en el
que el LY2801653 y el cetuximab se usaron como tratamiento juntos, en la estirpe celular de cancer de colon KM12C
que tenia resistencia al cetuximab en la que se activd el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5E, en el grupo en el que el LY2801653, inhibidor de la actividad RON y el
cetuximab se usaron como tratamiento juntos, puede observarse que la muerte celular aumento.

5-6. Analisis de la muerte celular por cetuximab de acuerdo con la actividad de RON

Los inventores observaron la muerte celular por cetuximab después de sobreexpresar A 160 y A155 como las formas
activas del RON en las estirpes celulares de cancer de colon CaCo-2 y SW48 que tenian susceptibilidad a cetuximab
en las que el RON no se activo.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5F, en el caso de sobreexpresar A160 y A155 como las formas activas del
RON en las estirpes celulares CaCo-2 y SW48 que tenian la susceptibilidad al cetuximab, puede observarse que la
muerte celular se inhibié por el cetuximab y se demostro la resistencia a cetuximab.

5-7. Analisis de la inhibicion del crecimiento celular por cetuximab de acuerdo con la actividad de RON

Los inventores observaron el crecimiento celular para cetuximab mediante un método de formacién de colonias
mediante sobreexpresion de la variante A160 como la forma activa del RON en la estirpe celular de cancer de colon
CaCo-2 que tenia la susceptibilidad a cetuximab en la que el RON no se activé.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5G, en una estirpe celular CaCo-2 original cuya cantidad de colonias se
redujo por cetuximab, cuando se sobreexpresé la variante A160 como la forma activa de RON, puede observarse que
aunque se traté con cetuximab, el numero de colonias casi no se redujo y la resistencia del crecimiento celular al
cetuximab se demostré por la proteina A160 como la forma activa del RON.

5-8. Analisis de la muerte celular por cetuximab en la estirpe celular isogénica con RON inactivado

Los inventores observaron la muerte celular mediante tratamiento con cetuximab para cada concentracién en el clon
n.° 1 con buena eficiencia de inactivacion de RON, con el fin de analizar la muerte celular y el crecimiento celular para
cetuximab mediante la preparacion de una estirpe celular en la que el gen de RON se inactivé usando un método
CRISPR/Cas9 en la estirpe celular de cancer de colon KM12C que tenia resistencia al cetuximab en la que se activé
el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5H, se verifico que la muerte celular aumenté en comparacion con la estirpe
celular parental y cuando se inactivd el RON, puede observarse que aumentd la susceptibilidad al cetuximab.

5-9. Analisis de la inhibicion del crecimiento celular por cetuximab en estirpe celular isogénica con RON inactivado
Los inventores observaron el crecimiento celular para cetuximab mediante un método de formacién de colonias usando
una estirpe celular en la que el gen de RON se inactivé usando el método CRISPR/Cas9 en la estirpe celular KM12C
de cancer de colon que tenia resistencia al cetuximab en la que se activo el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 5I, se verificd que el nUmero de colonias disminuy6 en comparacion con la

estirpe celular parental, y cuando se inactivd el RON, puede observarse que aumento la susceptibilidad al cetuximab.
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Ejemplo 6. Analisis del efecto de inhibiciéon tumoral por cetuximab de acuerdo con RON en el modelo de xenoinjerto
in vivo usando la estirpe celular isogénica con RON inactivado

Los inventores observaron el efecto de inhibicion tumoral por cetuximab en un modelo de xenoinjerto in vivo usando
una estirpe celular en la que el gen de RON se inactivé usando el método CRISPR/Cas9 en la estirpe celular de cancer
de colon KM12C que tenia resistencia al cetuximab en la que se activd el RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 6, en comparacion con la estirpe celular parental, en el ratén de xenoinjerto
con RON inactivado, se observé que el tamafio del tumor se redujo significativamente y cuando la activacién del RON
se inactivo, puede observarse que la susceptibilidad in vivo por cetuximab aumenté.

En consecuencia, la activacion del RON presenta la posibilidad de ser el biomarcador para predecir la susceptibilidad
al cetuximab como agente dirigido contra EGFR.

* Ejemplo 7. Verificacion de la induccion de muerte celular tratando con el agente antineoplasico de anticuerpo
RON y el cetuximab juntos

Los inventores verificaron la inducciéon de muerte celular tratando con el agente antineoplasico de anticuerpo RON y
cetuximab juntos.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 7, cuando se traté con narnatumab y cetuximab, que eran agentes
antineoplasicos de anticuerpo dirigidos contra RON juntos, se verificd que se indujo la muerte celular. En este caso,
cuando se verifico el cambio en la expresion de proteinas, se verificd que se inhibié la actividad del EGFR y el RON y
se inhibié la actividad del ERK.

Ejemplo 8. Relacion de analisis entre la reactividad de cetuximab y la actividad de RON
Los inventores analizaron una relacién entre la reactividad de cetuximab y la actividad de RON.

Como resultado, como se ilustra en la FIG. 8, se verificd que los pacientes con cancer de colon tenian formas activas
de RON (p-RON positivo) y formas activas de EGFR (P-EGFR positivo) (véase grafico de la izquierda). Adicionalmente,
se verificd que los pacientes recetados con cetuximab entre los pacientes con cancer de colon (doble positivo) tenian
una susceptibilidad diferente al cetuximab de acuerdo con la actividad de RON.

<110> LA FUNDACION ASAN
<120> Nuevos biomarcadores para predecir la susceptibilidad al agente dirigido contra EGFR y usos de los mismos
<130> Asan1.104p-1

<150> KR 10-2014-0096716
<151> 29-07-2014

<160> 13
<170> Kopatentin 2.0

<210> 1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de Adam11

<400> 1
tggcttcctc ctetgtgtca a 21

<210> 2

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador inverso de Adam11
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<400> 2
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REIVINDICACIONES

1. Uso de una composicion para predecir la susceptibilidad al cetuximab en el cancer de colon, comprendiendo la
composicion un agente que mide un nivel de expresion del gen de RON (recepteur d’origine nantais, N.° de acceso de
Gene Bank NM_002447.1); o un nivel de expresion o actividad de una proteina del mismo, y un agente que mide un
nivel de expresion de uno o mas genes seleccionados entre el grupo que consiste en los genes KRAS (homdélogo de
oncogeén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homdlogo
de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de
oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor
de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de Gene Bank U48722.1), Adam11 (dominio de metalopeptidasa de ADAM
11, N.° de acceso de Gene Bank NM_002390.4), Adam32 (dominio metalopeptidasa de ADAM 32, N.° de acceso de
Gene Bank NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, N.° de acceso de Gene Bank NM_012193.2),
GPER (receptor de estrégenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2) y GPR101 (receptor 101 acoplado a proteina
G, N.° de acceso de Gene Bank NM_054021.1); o un nivel de expresién o actividad de una proteina de los genes.

2. El uso de una composicién de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el gen KRAS (homdlogo de oncogén virico
de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homodlogo de oncogén
virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene Bank NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén
virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank NP_004324.2) es de tipo silvestre.

3. El uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que cuando el nivel de expresién del gen
de RON; o el nivel de expresién o actividad de la proteina del mismo es bajo en comparacién con un nivel normal, se
determina que existe la susceptibilidad al cetuximab.

4. El uso de una composicion de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en el que cuando el nivel de expresion del gen
de RON; o el nivel de expresién o actividad de la proteina del mismo es alto en comparacién con un nivel normal, se
determina que existe la resistencia al cetuximab.

5. Un potenciador de la susceptibilidad al cetuximab, comprendiendo el potenciador de la susceptibilidad cetuximab y
un inhibidor que inhibe un nivel de expresiéon del gen de RON (recepteur d’origine nantais, N.° de acceso de Gene
Bank NM_002447.1); o un nivel de expresion o actividad de una proteina del mismo para su uso en el tratamiento del
cancer de colon en un sujeto, en el que el gen KRAS (homdlogo de oncogén virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-
ras2, N.° de acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homdlogo de oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-
ras), N.° de acceso de Gene Bank NP_002515.1) o BRAF (homdlogo de oncogén virico de sarcoma murino v-raf B,
N.° de acceso de Gene Bank NP_004324.2) del sujeto es un gen de tipo silvestre,

en el que el inhibidor es ARN de interferencia pequefio (ARNip) o Merestinib (LY2801653).

6. Un método de prediccion de la susceptibilidad al cetuximab de un sujeto con cancer de colon, comprendiendo el
método:

(a) aplicar como tratamiento la composicion como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 a una
muestra biolégica obtenida del sujeto y medir un nivel de expresiéon de un gen de RON (Recepteur d'Origine
Nantais, N.° de acceso NM_002447.1); o un nivel de expresién o actividad de una proteina del gen, y un nivel de
expresion de uno o mas genes seleccionados entre el grupo que consiste en genes KRAS (homdlogo de oncogén
virico de sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2, N.° de acceso de Gene Bank NM_033360.2), NRAS (homdlogo de
oncogén virico de neuroblastoma RAS (v-ras), N.° de acceso de Gene Bank NP_002515.1), BRAF (homdlogo de
oncogén virico de sarcoma murino v-raf B, N.° de acceso de Gene Bank NP_004324.2), EGFR (Receptor del factor
de crecimiento epidérmico, N.° de acceso de Gene Bank U48722.1), Adam11 (dominio de metalopeptidasa de
ADAM 11, N.° de acceso de Gene Bank NM_002390.4), Adam32 (dominio de metalopeptidasa de ADAM 32, N.°
de acceso de Gene Bank NM_145004.5), FZD4 (receptor 4 de la familia Frizzled, N.° de acceso de Gene Bank
NM_012193.2), GPER (receptor de estrégenos 1 acoplado a proteina G, NM_001505.2) y GPR101 (receptor 101
acoplado a proteina G, N.° de acceso de Gene Bank NM_054021.1); o un nivel de expresion o actividad de una
proteina de los genes, en la muestra bioldgica; y

(b) determinar la susceptibilidad o resistencia al cetuximab del sujeto basandose en el resultado del nivel medido
en la etapa (a).

7. El método de la reivindicacion 6, en el que la medicion del nivel de expresion del gen de RON; o el nivel de expresion

o actividad de la proteina del gen comprende adicionalmente medir la presencia o ausencia de una variante de corte
y empalme o un mutante del gen.
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[Fig. 1a]
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[Fig. 1c]
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[Fig. le]
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[Fig. 2a]
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[Fig. 2¢c]
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[Fig. 3b]
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[Fig. 3d]
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[Fig. 3e]
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[Fig. 3f]
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[Fig. 3g]
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[Fig. 4a]
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[Fig. 4b]
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[Fig. 5a]
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[Fig. 5¢]
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[Fig. 5d]
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[Fig. 5¢g]
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[Fig. 5h]
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[Fig. 5i]
Células KM12C
(RON+)
(resistentes a cetuximab)
Control Cetuximab 120 - O Control
B Cetuximab
5 100
KM12C 2
parental E w 20 -
o .©
- 60 -
[« ]
cLo
o ©
E © 40 -
= o
27T L5 B |
20 : I
KM12C i |
RON K/O 0 I
KM12C KN
parental RON K/O
[Fig. 6]
4,000
3.500
@ 3.000 -
E
E
= 2500
E Yolsrnle } KM12C parental
E 2.000 = @ = Cetuximab 40mpk
E === vehiculo } . )
5 1,500 - = &= Cetuximab 40mpk KM12C RON isogénico
S 1000
500 ol
- “Eeeeg
0 - : ' ; ; . o
0 b3 D6 DI D12 D15 D3
KM12C parental KM12C RON KI/O isogénico 120 4
Cetuximab Cetuximab 100
vehiculo 40mpk vehiculo 40mpk 5
g !
T 60
] |
E |
2 40
2 ;
& 4

=

vehiculo Cetuximab  vehiculo Cetuximab

parental isogénico

44



ES 2750832 T3

[Fig. 7]
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