Industriay Comercm
SUPERINTENDEN >

/'\

U nwumwswmmm o

NVENTAR!O;[

SOLICITUD
PATENTE DE INVENCION

o I —— 03 Bq 80

?ﬁ@.
T \\/h_u _“,_.
34. TITULO “METODO PARA LA PREDICCION DE LA RESPUESTA A
UN  TRATAMIENTO CON UN INHIBIDOR DE LA

DIMERIZACION DE HER”

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL €120 1/68

!

2277 71, SOLICITANTE E.HOFFMANN-LA ROCHE AG.

L A \
Vol e - —_— \

DOMICILIO Basilea, Suiza

74. REPRESENTANTE LEGAL ALICIA LLOREDA RICAURTE
T.P. 53.215

ZooryT P
22. BOGOTA, D.c. © = titz 2008

(FORMA P 10}




PETiTORlO

1 2
C SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIAY. COMERCIO

S . ?IIIIIIIIIII!II!IIIIIIII!IIII‘IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
ndustria y Comercio

SUPERINTENDENGIA ... &0 , Fecha 2008 01 30 162818 Oep 2020NUECREACH

Act. 411 PRESENTAC|ON - Folios; 228 e

%, POPTITS 7

“Tra. 11 "PATENTEIYU . Eve 378 FASENACIONALI

FdRMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT :
ENTRADA EN FASE NACIONAL o Mo 203

@ ' _ SOLICITUD DE:
X] Patente de Invencién D Patente de Modelo de Utilidad
Capitulo . . [ ] Capitulo Ii.
@ Nombre: F.HOFFMANN-LA ROCHE AG IDENTIFICACION
Direccion: Grenzacherstrasse 124, CH-4070 cC.C. D NIT D
Basilea, Suiza. C.E. |___J Otro [’
SOLICITANTE :
(71) Nacionalidad o Domicilio: Basilea, Suiza Cual
Lugar de Constitucion: Suiza
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ANEXOS \

Comprobante de pago de la tasa de presentacion de la solicitud.

Documento que acredita la existencia y representacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
Documento de Representacion Legal.

Documento de cesion de los inventores al solicitante ¢ a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

Traduccién de la solicitud internacional al castellano. (resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos y
listado de secuencias)

Copia del examen preliminar internacional sobre patentabilidad.

Traduccién del examen preliminar internacional sobre patentabilidad.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento gue acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

Arte Final 12X12.
De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causante, rélacionados parcial o totalmente con la invencion de esta solicitud.

De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internacional.
Otros: Reporte de Busqueda Internacional con su traduccion, Publicacion con su traduccion, Notificaciones

Registro de cambio con sus traducciones y Opinién escrita de la autoridad de busqueda internacional con
sy traduccion
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogota de los doctores ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o
ENRIQUE ALVAREZ para TODOS LOS  ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la
sociedad peticionaria, que faculta a cada uno de dichos abogados
para actuar individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada uno
de dichos Representantes Legales para actuar dentro del presente
expediente, a fin de que cualquiera de ellos pueda intervenir en

cualquier tiempo respecto de la solicitud en él contenida.

IA LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215

)N



TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, el cual para su identificacion se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.- -

Traduccion de la apostilla en ingiés que se encuéntra é ‘continuacién de la
legalizacion de laé firmas de los sefiores Klausner y Strebél. representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferido a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO»TAMAYO ylo
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el

notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) g i F
1. Pais: Suiza o ” ' ‘::"é'
Este documento publico ' ¢ '”:5
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster : : ff%
3. Actuando en calidad de notario pUblico o [p
4. Lleva el sello dei mencionado notario o
Certificado

5. en Basel (Basilea) = " 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilieria de Estado def Canton de Basel-Stadt ' ‘
8. b&jo el No 8835/13376
9

. Sello 10. Firma"
Cancilleria de Estado Fdo.: firma'ilegible
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copid en los archivos de
stas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 2 de septiembre 2004 | .7
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ubap flrmados F.HOFFMANN-LA ROCHE AG,
une sociedac organizada y existenle de conformidad
con las leyes de Suiza.

con domicilic en 4070 Basilea, Suiza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYQO ylo IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogota, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiciales, con el fin de dar-.cumplimiento al
paragrafo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de elios
designe, quedan especialmente facultados para
representarnos ante las autoridades colombianas,
administrativas, judiciales o de policia, en todos los
tramites relativos a la propiedad industrial, a cuyo
efecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las

solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar  cancelaciones, renunciar total o
parcialmente a los registros, abonar todos los

impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros reqguisitos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
opoesicién, pasando ios antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar intervencidon como
demandantes ¢ demandados ante los jueces que
sean compelentes, pudiendo transar, scmeter a
arbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por el
presente declaramos desde ahora valido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO vyio IGNACIO
SANTAMARIA vy/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propiedad Industrial la
prolocolizacion de este documento y de cualquier
poder que cualguiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y firmado

lTder of procuration

S

The undersigned, F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzerland.

domiciled at 4070 Basel Switzerland
- A

hereby appoint, ALICIA - LLOREDA
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA

and/or

and/or ENRIQUE ALVAREZ, .of Bogota, Colombia, -

with offices in said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power to receive notifications and to appoint
judicial or extrajudicial agents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or !GNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, are especially empowered to
represent us before the administrative, judiciat or
police authorities. of Colombia, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to take befare the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially waive registrations, to
pay all installments and effect all other payments

prescribed by law; to receive proper receipis, to -

comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deem fit for
the protection of our interests; and in case of
opposition, where the proceedings be passed.over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as wel! as defendants, before
the competent -judges, with full. powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare

- from now on as valid. and good all that said

representatives and/orthe, agents by-any.one.
appointed may do: fo,s&‘)ﬁu“, c

!‘FUTOCUP'I} C’\lu(

-of them

3 0O EL SAIBINAL
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We also adt
and/or GUSTAV ‘

Mandatory

Given and signed this { ) ,K/ wil2ec £,
[ F. Hoffmann-}i=g e AG ,
i P
l[Frldol:Ln laugner Denise Strebel :

Ol



rﬂ IFICA()O NOTARIAL (SOCIEDAD)

-  Basel

~personally,  Fridolin Klausner and Deriise Strebel
Came poth Swiss citizens and Swiss residents,

a?‘*f {ss
HO)& ! 1! ie u, Jc,t\, ‘ drzZOOAr comparemo
vidol Y enia: bel
mbol; (.1 i\ oﬂu‘ r-. \*df:qu ”S:‘J a C}UIGH conozco y
dé guien consta que firmo’el anterior documento, .

oy qunen deb \ mente juramentado declard y dijo que
éles +vhuldly del vader/mo Ndo ot o
de F.HOFFMANN-LA ROCHE AG, la. companla

nombrada en ul documento que antecede, una
sociedad debid \‘ ente organizada 'y existente
conforme a las Iey&i de Suiza, domiciliada en la
ciudad  de Basilea) Suiza, legalmente constituida
para un periodo deVy
terminado, que ejerce !

por dicha Companiia para qtpferlr este poder; que el
. sello estampado por él al plt-:l
y en representacion de la expifgada Compairiia, es el
sello oficial de ella; y que el dygto para el cual se
confiere este instrumento esta I*\tl-mprendldo dentro
dei de la sociedad. Y

El - suscrito Notario ha ' visto Id Estatutos de
incorporacion firmados en Suiza, cuu&[d de Basilea,

con fecha {4 JuniQ (49 y cert‘ a que de
conformidad con la legislacion de d| ‘3 Pais, la
anterior  declaracion  juramentada ‘. prueba

suficiente de que los hechos sobre que ella ?rsa s0n
ciertos o verdaderos, de lo cual da fe.

Notary Public (Notario Publico), N

duraciéon que aun no ha
| objeto.social; conforme a
las leyes de Suiza; que & eclarante esta autorizado

e tal poder, en nombre-

Procuration/Mandatory

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION) .
Switzerland . B
{ss

On this 17th day of August . 2004

to me known, and known to me fo be the person who
signed the foregoing .instrument,- who being by me

duly sworn did depose and say that he is the Holder o
of F.HOFFMANN-LA

ROCHE AG, the ‘company named within, a"
Corporation orgamzed and existing under the laws of

o the Switzerland, -domiciled at the City of Basel,
" legally constituted for a. period of tenure not yet

June 1997

~ expired, which exercises ‘its corporate purposes
. ‘according to the Iaws of Switzerland;
“ deponent is” authorized by said Company to confer

that  the

this power of attorney. that the seal affixed hereunto
by the deponent in 'the name and on behalf of said

Corporation is the corporate seal thereof and that the

purpose for which this instrument -is granted is
included within the corporate purpases of the
Company

The undersigned Notary Publlc has seen the articles
of Incorporation of said Corporation executed at
Suiza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
and hereby certifies -that under
the laws of said ~Country the faregoing
acknowledgment is sufficient proof that the .facts

: thereln contained are true, WhICh he attests

TE

na,

sel, this 17-08-2004 (Seventne:t*:h day of

. two thousand and four)

1 Dr. Peter Kuster
' Advokat und Notar

. . "Peterskirchplaiz 12
) : - Postfach
/ CH-4001.Basel

b

£
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éjg SUPER]NTENDEN_ClA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
\ . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21} N° de solicitua: (57) It I 120 1/68
22) Fecha de solicitud: 30-01-08 (71)Solicitante{s) F.HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72} Inventor(es)  MOECKS, Joachim; STRAUSS, Andreas vy
ZUGMAIER, Gerhard.

(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
05017663.5 12-08-05 EP

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  12-03-08 {87)  Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de 1a solicitud PCT Fecha: 22-02-2007
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 24-05-2006 N*® publicacién: W02007/019899 A3

No. de solicitud PCT/EP2006/004950

(54) Titulo: ~ METODO PARA LA PREDICCION DE LA RESPUESTA A UN TRATAMIENTO CON UN INHIBIDOR DE LA DIMERIZACION
DE HER

Resumen - Reivindicacion(es):

Reivindicacién namero 1.-

Un método para predecir la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacion de HER en un paciente, que
comprende los pascs de

a) valorar en una muestra bicldgica de un paciente

- un gen marcador 0 una combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el grupo que consiste en el gen marcador
del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o una

- combinacién de genes marcadores que comprende un gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador seleccionado de
entre el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerizacién de HER en el paciente mediante !a evaluacion de los

resultados del paso a).



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.

PCT/EP2006/004950

A. CLASIFICACION DE MATERIA

INV. Cl12Q1/68 GOIN 33/574

Segun la Clasificacion de Patentes Internacional (CPI) o segin la clasificacién nacional y 1a CPI

B. CAMPOS BUSCADOS

Documentacion minima buscada (sistema de clasificacion seguido de simbolos de clasificacion)

C12Q GOIN

Documentacién buscada fuera de documentacién minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos electrénica consultada durante la busqueda internacional (nombre de la base de datos y, donde sea practico, buscar términos usados)

EPQ-Intemo, BIOSIS, EMBASE , Busqueda de secuencia, Dato WPL, PAJ

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria ° Citacién de documento, con indicacion, donde sea apropiado, de los textos relevantes

Relevante a la reivindicacion No.

X US 2004/106161 A1 (BOSSENMAIER BIRGIT Y COL) 1-29,
3 de junio de 2004 (2004-06-03) 33-39
Resumen; paragrafos 28-29, 79-83;
Ejemplos 1-7; reivindicaciones 1-88.

X "La actividad In vivo de anticuerpos monoclonales recombinantes 1-29,
humanizados 2C4 en xenotransplantes es independiente del tipo de 33-39

PRESS, OXFORD, GB, -

S149, XP004403941
ISSN: 0959-8049
resumen

tumor y el grado de sobreexpresion de HER2"
EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, PERGAMON

vol. 38, Noviembre 2002 (2002-11), paginas

e

@ En el recuadro C se enumeran mis documentos.

|Z] En el anexo se enumeran miembros de la familia de patentes.

° Categorias especiales de documentos citados:

‘A" documento que define el estado general de la técnica el cual no se
considera de relevancia

'E' documento anterior pero publicado en o después de 1a fecha de
presentacion internacional

'[! documento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita para establecer la fecha de publicacion de otra
citacion u otra razon especial (segln se especifica)

‘0" documento que se refiere a una revelacion oral, uso, exhibicion u
otros medios

'P' documento publicado antes de la fecha de presentacidn internacional
pero después de la fecha de prioridad reivindicada

‘T* documento posterior publicado después de la fecha de presentacién
intecrnacional o fecha de prioridad y que no esta en conflicto con la
solicitud pero citado para entender el principio o leorfa que sustenta
la invencion

X' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse nueva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando ¢l documento se toma solo

"Y' documento de relevancia particular; la invencion reivindicada no
puede considerarse que comprende un paso inventivo cuando ¢l
documento se combina con uno o mas documentos, siendo dicha
combinacién obvia para una persona experta en la técnica

‘&' documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de la terminacion real de la busqueda internacicnal

26 de Enero 2007

Fecha de envio por correc del reporte de busqueda internacional

02/02/2007

Nombre y direccion de correo de [SA/
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl,
Fax:(+31-70) 340-3016

Funcionario autorizado

Aguilera, Miguel

Forma PCT/ISA/210 (hoja segunda) (Abril 2005)

0



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2006/004950

C. {Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria °®

Citacién de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de los textos

Relevante a la reivindicacién

relevantes No.
X US 2004/013667 A1 (KELSEY STEPHEN M Y COL) 1-29,
22 de enero de 2004 (2004-01-22) 33-39
ejemplo 11
X WILLEMS AMINA Y COL: "Terapia de anticuerpos para 1-29,
cancer de Seno." 33-39
ANTICANCER RESEARCH. 2005 MAYO-JUNIO,
vol. 25, no. 3A, Mayo 2005 (2005-05), paginas
1483-1489, XP009057911
ISSN: 0250-7005
documento completo
X KOSTLER WOLFGANG J Y COL: "Monitoreo de HER2/neu sérico 1-29
predice la respuesta y la supervivencia libre de progresién a tratamiento 33-39
basado en trastuzumab en pacientes con cancer de seno metastico."
CLINICAL CANCER RESEARCH; AN CFFICIAL
JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH. 1 marzo 2004,
vol. 10, no. 5, 1 de marzo de 2004 (2004-03-01),
paginas 1618-1624, XP002378020
ISSN: 1078-0432
documento completo
X MENARD SYLVIE Y COL: "Rol biolégico y terapéutico del HER2 en 1-29
cancer."
ONCOGENE,
vol. 22, no. 42,
29 de septiembre de 2003 (2003-09-29), paginas
6570-6578, XP002378021
ISSN: 0950-9232
documento completo
X BELL G I'Y COL: "PRECURSOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO 25
EPIDERMAL HUMANQ: EXPRESION IN VITRO DE LA
SECUENCIA CDNA Y ORGANIZACION GENICA."
NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB,
vol. 14, no. 21, 1986, paginas 8427-8446,
XP000829511
ISSN: 0305-1048
documento completo
X 25

DERYNCK R Y COL: "FACTOR DE CRECIMIENTO
TRANSFORMANTE-ALFA HUMANO: ESTRUCTURA
PRECURSORA Y EXPRESION EN E.COLI"

CELL, MIT PRESS, CAMBRIDGE, MA,, US,

vol. 38, 1 de agosto de 1984 (1984-08-01), paginas

287-297, XP000650165

ISSN: 0092-8674

Materiales y seccidn de métodos

fon

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de la hoja segunda) (Abril 2005)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Internacional No.
PCT/EP2006/004950

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES
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COUSSENS L Y COL: "RECEPTOR DE TIROSINA QUINASA CON
HOMOLOGIA EXTENSIVA AL RECEPTOR EGF COMPARTE
LOCALIZACION CROMOSOMAL CON EL ONCOGENO NEU."
SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE

ADVANCEMENT OF SCIENCE, US,

vol. 230, no. 4730, 1985, paginas 1132-1139,

XP009041156

ISSN: 0036-8075

Materiales y seccion de métodos

SHOYAB M Y COL: "ESTRUCTURA Y FUNCION DE
ANFIRREGULINA HUMANA: UN MIEMBRO DE LA FAMILIA DEL
FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMAL"

SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE

ADVANCEMENT OF SCIENCE, US,

vol. 243, no. 4894,

24 de febrero de 1989 (1989-02-24), paginas

1074-1076, XP000574073

ISSN: 0036-8075

Materiales y seccion de métodos

WO 2004/005544 A (NOVARTIS AG; NOVARTIS
PHARMA GMBH; CHIBOUT, SALAH-DINE; GRENET,
OLIVIE) 15 de enero de 2004 (2004-01-15)
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US 2004/157255 A1 (AGUS DAVID Y COL)

12 de agosto de 2004 (2004-08-12)

resumen, paragrafos 11 y 46, y reivindicaciones

1yll

WO 2004/091384 A (ACLARA BIOSCIENCES, INC;
CHAN-HUI, PO-YING; SALIMI-MOOSAVI,
HOSSEIN; S) 28 de octubre de 2004 (2004-10-28)
reivindicacién 6; pagina 8, lineas 29-31; tabla II,

pagina 19

WO 2005/049829 A (ASTRAZENECA UK LIMITED;
THE UNIVERSITY OF TOKYOQ; TSURUOQO, TAKASHI,
NAKA) 2 de junio de 2005 (2005-06-02)

resumen

paginas -9

WO 2005/047534 A (BAYER HEALTHCARE AG;
WIRTZ, RALPH; MUNNES, MARC)

26 de mayo de 2005 (2005-05-26)

reivindicaciones 1-5; resumen; pagina 15, lineas
17-18; pagina 47, lineas 6-35

US 2004/248151 A1 (BACUS SARAH S Y COL)
9 de diciembre de 2004 (2004-12-09)

resumen

paragrafos [0014]-[0063)]

25

25

26-29

1-29,
33-39

1-29,
33-39

1-29,
33-39

1-29,
33-39

1-29,
33-39
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AMERICAN JOURNAL OF PATHOLOGY, DIC 2003,

vol. 163, no. 6, Diciembre 2003 (2003-12),
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ISSN: 0002-9440

documento completo
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ISSN: 0020-7136

documento completo
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341-354, XP002362804

ISSN: 1474-175X

documento completo
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vol. 4, no. 7, Julio 2003 (2003-07), paginas

397-406, XP004809825

ISSN: 1470-2045

documento completo
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influenciar la respuesta a medicamentos anti-EGFR”

EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, PERGAMON

PRESS, OXFORD, GB,

vol. 39, no. 10, Julio 2003 (2003-07),

paginas 1348-1354, XP004431787

ISSN: 0959-8049

documento completd’

AGUS DAVID B Y COL: " Estudio clinico fase I de pertuzumab: un
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avanzado.”

JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY: OFFICIAL

JOURNAL OF THE AMERICAN SOCIETY OF

CLINICAL ONCOLOGY, 10 Abril 2005,

vol. 23, no. 11,

10 de Abril 2005 (2005-04-10), paginas

2534-2543, XP008058275

ISSN: 0732-183X

documento completo

ALTUNDAG K Y COL: "TERAPIA DIRIGIDA BASADA EN
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AGENTS, BENTHAM SCIENCE PUBLISHERS,

HILVERSUM, NL,

vol. 5, no. 2, Marzo 2005 (2005-03), paginas

99-106, XP009058620

ISSN: 1568-0118

documento completo
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Solicitud internacional No.

REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL PCT/EP2006/004950

Casilla I1 Observaciones donde ciertas reivindicaciones fueron inescrutables (Continuacion del Item 2 de
la primera hoja)

Este reporte de busqueda internacional no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(2)(a) por las siguientes razones:

l. @ Reivindicaciones Nos.: 30-32
porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:

Aunque la reivindicacion 3 esta dirigida a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal, la bisqued:
sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del compuesto/composicidn,

2. |Z Reivindicaciones Nos.: 30-32

porque se relacionan con partes de la solicitud internacional que no cumplen con los requisitos prescritos
hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una busqueda internacional significativa, especificamente:
ver INFORMACION ADICIONAL hoja PCT/ISA/210

3. D Reivindicaciones No.:
porque son reivindicaciones dependientes y no estan disefiadas de acuerdo con la segunda y tercera oracion
de la Regla 6.4(a).

Casilla No. II1 Observaciones donde falta unidad de invencién (Continuacién del Item 3 de la primera hoja)

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontré invenciones multiples en esta solicitud internacional, asi:

ver hoja adicional

1. [X] Puesto que todos los derechos de bisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

2. D Puesto que todas las reivindicaciones investigables pudieron investigarse sin esfuerzo que justifique
derechos adicionales, esta Autoridad no solicitd pago de derechos adicionales.

3. D Puesto que solo algunos de los derechos de busqueda adicionales fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de busqueda internacional cubre (nicamente aquellas reivindicaciones para
las cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4. El solicitante no pagé oportunamente los derechos de busqueda adicionales requeridos. Por
q q
consiguiente, este informe de busqueda internacional se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Coementario sobre Protesta [] Los derechos de buisqueda adicionales estuvicron acompafiados por la protesta del solicitante.

(X El pago de los derechos de busqueda adicionales no estuvo acompaiiado por una protesta.

Forma PCT/ISA/210 (continuacion de primera pagina (2)) (Engro 2004)
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INFORMACION ADICIONAL QUE CONTINUA DE PCT/ISA/ 210

Continuacion de la Casilla Box 11.1
Aunque la reivindicacién 3 esta dirigida a un método de tratamiento del cuerpo humano/animal, se ha

llevado a cabo la basqueda y con base en los supuestos efectos del compuesto/composicion.

Continuacion de la Casilla Box I1.2

Reivindicaciones Nos.: 30-32

Las presentes reivindicaciones 30-32 comprenden compuestos definidos Gnicamente por su funcién deseada,
contrario a los requerimientos de claridad del Articulo 6 PCT porque el tipo de definicidn del resultado que
pretende ser logrado no permite el alcance de la reivindicacion que serd determinada. El hecho de que un
compuesto pueda ser protegido no supera esta objecion, puesto que la persona versada no hubiese tenido
conocimiento’ con anterioridad en cuanto a si cayese dentro del alcance reivindicado. Se requeriria
experimentacion indebida para proteger los compuestos al azar. El no cumplimiento de las disposiciones
esenciales es hasta tal punto que ninguna busqueda significativa de las reivindicaciones 30-32 podria

llevarse a cabo (Articulo 17(2) PCT).

Se atrae la atencién del solicitante al hecho de que las reivindicaciones relacionadas con invenciones
respecto de las cuales no se ha establecido ninglin reporte de bisqueda internacional no tienen que ser el
objeto de un examen preliminar internacional (Regla 66.1(e) PCT). Se le notifica al solicitante que la
politica de la EPQO al actuar como Autoridad de Examen Preliminar Internacional normalmente es no llevar a
cabo un examen preliminar sobre materia que no se ha buscado. Este es el caso prescindiendo de si las
reivindicaciones se han modificado después del recibo del reporte de blisqueda o durante un procedimiento
del Capitulo I1. Si la solicitud procede a la fase regional ante la EPO, se le recuerda al solicitante que puede
llevarse a cabo una bisqueda durante el examen ante la EPO (ver Lineamiento C-VI, 8.5 de la EPO), si los

problemas que llevaron a la declaracion del Articulo 17(2) se superan.




Solicitud Internacional No.PCT/EP2006/004950

INFORMACION ADICIONAL QUE CONTINUA DE PCT/ISA/ 210

Esta Autoridad de Busqueda Internacional encontrd multiples (grupos de) invenciones en esta solicitud internacional,
asi:

1. reivindicaciones: 1-29 y 33-39, todas parcialmente

Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de dimerizacién
HER que comprende evaluar el gen EGF, o una combinacién de genes seleccionados de EGF,
TGF-alfa y HER2 que comprenden ¢l gen EGF, o una combinacién de genes que comprenden
AREG y EGF. Kit que comprende sondas para templar polinucleétidos del marcador EGF.
Métodos para tamizar composiciones que inhiben la progresién de enfermedad o agentes

candidatos derivados con base en niveles de expresion de dichos genes marcadores. 29

2. reivindicaciones: 1-29 y 33-39, todas parcialmente

Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de dimerizacion
HER que comprende evaluar el gen TGF-alfa, o una combinacion de genes seleccionados de
EGF, TGF-alfa y HER2 que comprenden el gen TGF-alfa, o una combinacién de genes que
comprenden AREG y TGF-alfa. Kit que comprende sondas para templar polinucleétidos del
marcador TGF-alfa. Métodos para tamizar composiciones que inhiben la progresion de
enfermedad o agentes candidatos derivados con base en niveles de expresion de dichos genes

marcadores.

3. reivindicaciones: 1-29 y 33-39, todas parcialmente

Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de dimerizacion
HER que comprende evaluar el gen HER2, o una combinacion de genes seleccionados de EGF,
TGF-alfa y HER2 que comprenden el gen HER2, o una combinacion de genes que comprenden
AREG y HER2. Kit que comprende sondas para templar polinucleétidos del marcador HER2.
Métodos para tamizar composiciones que inhiben la progresion de enfermedad o agentes

candidatos derivados con base en niveles de expresién de dichos genes marcadores.

4, reivindicaciones: 24-29, 33 y 34, todas parcialmente

Kit que comprende sondas para templar polinucleétidos del marcador AREG. Métodos para
tamizar composiciones que inhiben la progresién de enfermedad o agentes candidatos derivados

con base en niveles de expresion de dichos genes marcadores.
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1483-1489, XP009057911

ISSN: 0250-7005

the whole document
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the whole document
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the whole document
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Materials and Methods section
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Box Il Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 2 of first sheet)

This International Search Report has not been established in respact of certain claims under Article 17(2)(a} for the following reasans:

1. Claims Nes.: 30-32

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

Although claim 3 is directed to a method of treatment of the human/animal

body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the

compound/composition,

2. I:x__] Ciaims Nos.: 30-32

because they relate to parts of the Intemational Application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful International Search can be carried out, specifically:

see FURTHER INFORMATION sheet PCT/ISA/210

a. D Ciaims Nos.:

because they are dependent claims and are not drafted In accardance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box Il Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 3 of first sheet)

This International Searching Authority found multiple inventions in this internaticnal application, as follows:

see additional sheet

1. As all required additional search {ees ware timely paid by the applicant, this international Search Report covers all
searchable claims.

2. D As ali searchable claims could be searched without efiort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment
of any additional fee.

a. D As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this Intemational Search Report
covers only those claims for which fees were pald, spacifically claims Nos.:

4. No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this International Search Report is
quired additional h f timet id by th licant. C q ly, this Int tional S h Report i
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

Remark on Protest D The additional search fees were accompanied by the applicant's protest.

m No protest accompanied the payment of additional search fees.

Form PCT/ASA/210 (continuation of first sheet {2)) (January 2004)
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 21(

Continuation of Box II.1

Although claim 3 is directed to a method of treatment of the
human/animal body, the search has been carried out and based on the
alleged effects of the compound/composition.

Continuation of Box II.2
Claims Nos.: 30-32

Present claims 30-32 encompass compounds defined only by their desired
function, contrary to the requirements ot clarity of Article 6 PCT,
because the result-to-be-achieved type of definition does not allow the
scope of the claim to be ascertained. The fact that any compound could
be screened does not overcome this objection, as the skilled person
would not have knowledge beforehand as to whether it would fall within
the scope claimed. Undue experimentation would be required to screen
compounds randomly. The non-compliance with the substantive provisions
is to such an extent that no meaningful search of claims 30-32 could be
carried out at all (Article 17(2) PCT).

The applicant’s attention is drawn to the fact that claims relating to
inventions in respect of which no international search report has been
established need not be the subject of an international preliminary
examination (Rule 66.1(e) PCT). The applicant is advised that the EPO
policy when acting as an International Preliminary Examining Authority is
normally not to carry out a preliminary examination on matter which has
not been searched. This is the case irrespective of whether or not the
claims are amended following receipt of the search report or during any
Chapter II procedure. If the application proceeds into the regional phase
before the EPO, the applicant is reminded that a search may be carried
out during examination before the EPO (see EPO Guideline C-VI, 8.5},
should the problems which led to the Article 17(2) declaration be
overcome.
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FURTHER INFORMATION CONTINUED FROM PCT/ISA/ 210

()

This International Searching Authority found multiple (groups of)
inventions in this international application, as follows:

1. claims: 1-29 and 33-39, all partially

Methods of predicting the response of a patient to treatment
with HER dimerization inhibitors comprising assessing the
EGF gene, or a combination of genes selected from EGF,
TGF-alpha and HERZ comprising the EGF gene, or a combination
of genes comprising AREG and EGF. Kit comprising probes that
anneal EGF marker polynuclectides. Methods of screening for
compositions inhibiting the progression of disease or
deriving candidate agents based on expression levels of said
marker genes.

2. claims: 1-29 and 33-39, all partially

Methods of predicting the response of 'a patient to treatment
with HER dimerizatien inhibitors comprising assessing the
TGF-alpha gene, or a combination of genes selected from EGF,
TGF-alpha and HERZ comprising the TGF-alpha gene, or a
combination of genes comprising AREG and TGF-alpha. Kit
comprising probes that anneal TGF-alpha marker
polynucleotides. Methods of screening for compositions
inhibiting the progression of disease or deriving candidate
agents based on expression levels of said marker genes.

3. claims: 1-29 and 33-39, all partially

Methods of predicting the response of a patient to treatment
with HER dimerization inhibitors comprising assessing the
HER2 gene, or a combination of genes selected from EGF,
TGF-alpha and HER2 comprising the HER2 gene, or a
combination of genes comprising AREG and HERZ. Kit
comprising probes that anneal HER2 marker polynucleotides.
Methods of screening for compositions inhibiting the
progression of disease or deriving candidate agents based on
expression levels of said marker genes.

4, claims: 24~29, 33 and 34, all partially

Kit comprising probes that anneal AREG marker
polynucleotides. Methods of screening for compositions
inhibiting the progression of disease or deriving candidate
agents based on expression levels of said marker gene.
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Casilla No.I Bases de la opinion

1. Respecto al idioma, esta opinién se ha establecido con base en:
X La solicitud internacional en el idioma en el cual se presenté

[_] Una traduccién de la solicitud internacional al _, que es el lenguaje de una traduccién entregada para
propésitos de la busqueda internacional (Reglas 12.3(a) y 23.1(b)).

2. Respecto a cualquier nucleétido y/o secuencia aminoacida revelada en la solicitud internacional y necesaria
para la invencién reivindicada, esta opinién se ha establecido segun:

a. tipo de material:

X un listado de secuencia
[] tabla(s) relacionada con el listado de secuencia

b. formato de material:

[X] en formato escrito
[X] en formato legible por computador

¢. tiempo de presentacién/suministro:
[X contenido en la solicitud internacional segtn se registro.
[X] registrada junto con la solicitud internacional en formato legible por computador.
proporcionada subsiguientemente a esta Autoridad para la biisqueda..
3. [] Ademas, en el caso en que mas de una versién o copia de un listado de secuencia y/ o tabla relacionada
con ello se haya registrado o proporcionado, las declaraciones requeridas de que la informacién en las
copias subsiguientes o adicionales es idéntica a aquella en la solicitud segtin se presenté o no va mas alld

de la solicitud segtin se registrd, segan lo apropiado, fueron suministradas.

4. Comentarios adicionales:

Forma PCT/ISA/237 (Abril 2005)
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Casilla No. lIII No establecimiento de opinidn respecto a novedad, nivel inventivo o aplicabilidad industrial

Las preguntas de si la invencién reivindicada parece ser novedosa, comprender un paso inventivo (ser no obvia) o ser

aplicable industrialmente no se han examinado respecto a:

D toda la solicitud internacional,
D reivindicacion No. 3 (aplicabilidad industrial) y 30-32

porque:

[X] dicha solicitud internacional, o dichas reivindicacién N. 3 (en aplicabilidad industrial) se relacionan con la

siguiente materia objeto que no requiere un examen preliminar internacional (especifique):

ver hoja separada

|E la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indigque elementos particulares a continuacion) o dichas reivindicaciones
Nos. 30-32 son tan imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (especifigue):

ver hoja separada

& las reivindicaciones o dichas reivindicaciones Nos. 30-32 estin sustentadas tan inadecuadamente por la
descripcién que no pudo formarse una opinién significativa (especificar).

ver hoja separada
no se ha establecido un reporte de bisqueda internacional para la solicitud completa o para dichas reivindicaciones Nos. 30-32

D no fue posible formarse una opinion significativa sin la lista de secuencias; el solicitante, dentro del limite de tiempo
prescrito, no:

D presentd una lista de secuencias en papel cumpliendo con el estindar presentado en el Anexo C de las
Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D presentd una lista de secuencias en formato electrénico cumpliendo con el estandar presentado en el Anexo C
de las Instrucciones Administrativas, y dicha lista no estaba disponible a la Autoridad de Busqueda
Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

|:| pagd los derechos de presentacion tardia requeridos para la presentacion de una lista de secuencias en respuesta
a una invitacién bajo las Reglas 13ter.1(a) o (b).

D no fue posible formarse una opinién significativa sin las tablas relacionadas con la lista de secuencias; el solicitante, dentro
del limite de tiempo prescrito, no presentd dichas tablas en formato electrénico cumpliendo con los requerimientos técnicos
presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas, y dichas tablas no estaban disponibles a la Autoridad
de Busqueda Internacional en un formato y manera aceptable a ella.

D las tablas relacionadas con la lista de secuencias nucleétidas y/o amino 4cidas, si estan en formato electronico unicamente,
no cumplen con los requerimientos técnicos presentados en el Anexo C-bis de las Instrucciones Administrativas.

D Ver la Casilla Suplemantaria para mas detalles

Forma (PCT/ISA/237 (Abril 2005)
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Casilla No. IV Falta de Unidad en la invencion

1.IX En respuesta a la invitacion (Forma PCT/ISA/206) para pagar tazas adicionales, el solicitante en el limite
de tiempo solicitado ha:

X Pagado tazas adicionales

|:| Pagado tazas adicionales bajo protesta y, donde aplique la taza de protesta
D Pagado tazas adicionales bajo protesta, pero la taza de protesta aplicable no se pagé

|:| Ni pagado tazas adicionales

2. El Esta Autoridad encontré que el requisito de unidad de invencién no se cumple y decidi6, no invitar al

solicitante a pagar tazas adicionales.

3. Esta Autoridad considera que el requisito de unidad de invencién de acuerdo con las Reglas 13.1, 13.2 y 13.3

es:
[] Cumplido
DXl No cumplido por las siguientes razones:
ver hloja separada i
4. En consecuencia, este reporte ha sido establecido con respecto a las siguientes partes de la solicitud

internacional:

[ ] todas las partes
|X| las partes relacionadas a las reivindicaciones Nos. 1-29, 33-39

Casilla No. V  Afirmacién razonada bajo la Regla 43bis.1(a)(i) respecto a novedad, nivel inventivo o
aplicabilidad industrial; citaciones y explicaciones que sustentan dicha afirmacién

1. Afirmacion

Novedad (N) Si: Reivindicaciones  3-5, 8, 10-24, 26-29 y 33-39
No: Reivindicaciones 1,2,6,7,9y25

Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones
No: Reivindicaciones 1-29, 33-39

Aplicabilidad industrial (IA) Si: Reivindicaciones 1, 2, 4-29, 33-39

No: Reivindicaciones

2. Citaciones y explicaciones

ver hoja separada
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CASILLA No. VIII Ciertas obser\(aciones sobre la solicitud internacional

Las siguientes observaciones sobre la claridad de las reivindicaciones, la descripcién, y los dibujos o
sobre la pregunta si las reivindicaciones estdn satisfactoriamente soportadas por la descripcién, son

formuladas:

ver hoja separada
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2%

III. No establecimiento de opinion {Continuacion)

La reivindicacion 3 esta dirigida a un método de tratamiento. Para la evaluacién de dicha reivindicacién y
sus reivindicaciones dependientes sobre la pregunta si son aplicables industrialmente, no existe un criterio
unificado en los Estados Contratantes del PCT. La patentabilidad también puede depender de la
formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como industrialmente aplicable la
materia objeto de las reivindicaciones para el uso de un compuesto en el tratamiento médico, pero pueden
permitir, sin embargo, reivindicaciones a un compuesto conocido para primer uso en tratamiento médico y

el uso de dicho compuesto para la fabricacion de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

Las reivindicaciones 30-32 presentes abarcan compuestos definidos solamente por su funcién deseada,
contrario a los requerimientos de claridad del Articulo 6 PCT, porque el tipo de definicion de resultado-a-
alcanzar no permite determinar el alcance de la reivindicacién. El hecho que cualquier compuesto puede
ser seleccionado no supera esta objecidn, porque el experto no tendria conocimiento de antemano en
cuanto a si caeria dentro del alcance reivindicade. Se requeriria experimentacidn excesiva para seleccionar
compuestos aleatoriamente. El incumplimiento de las provisiones sustantivas es de tal medida que no se

podria realizar en absoluto una bisqueda significativa de las reivindicaciones 30-32 (Articulo 17(2) PCT).

IV. Falta de Unidad (Continuacion)

31

Se hace referencia a los siguientes documentos {D) en esta comunicacion; la numeracidn serd adoptada en

el resto del procedimiento:

DI: US 2004/106161 A1 (BOSSENMAIER BIRGIT ET AL) Junio 3 de 2004,

D2: WO 2005/047534 A (BAYER HEALTHCARE AG; WIRTZ, RALPH; MUNNES, MARC) Mayo
26 de 2005

D3: WO 2004/091384 A (ACLARA BIOSCIENCES, INC; CHAN-HUI, PO-YING; SALIMI-
MOOSAVI, HOSSEIN; S} Octubre 28 de 2004

D4: US 2004/157255 Al (AGUS DAVID ET AL) Agosto 12 de 2004

D5: “In vivo activity of recombinant humanized monoclonal antibody 2C4 in xenografts is
independent of tumour type and degree of HER2 overexpression” (La actividad del anticuerpo
monoclonal humanizado recombinante 2C4 en xenoinjertos es independiente del tipo de tumor y
el grado de sobreexpresion de-HER2), EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, PERGAMON
PRESS, OXFORD, GB, vol. 38, Noviembre 2002 (2002-11), pagina 5149,
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D6:
. D7

DS:

D9:

D10:

Dl11:

D12:

D13:

XP004403941 ISSN: 0959-8049.

US 2004/013667 A1 (KELSEY STEPHEN M ET AL) Enero 22 de 2004

WILLEMS AMINA ET AL: “Antibedy therapy for breast cancer” (Terapia de anticuerpo para el
cancer de seno). ANTICANCER RESEARCH. MAY-JUN 2005, vol. 25, no. 3A, Mayo 2005
(2005-05), paginas 1483-1489, XP002378019 ISSN: 0250-7005

KOSTLER WOLFGANG ] ET AL: “Monitoring of serum Her-2/neu predicts response and
progression-free survival to trastuzumab-based treatment in patients with mestatatic breast cancer”
(el monitoreo de Her-2/neu en suero predice la respuesta y supervivencia libre de progesion al
tratamiento basado en trastuzumab en pacientes con cancer de senc metastatico) CLINICAL
CANCER RESEARCH: AN OFFICIAL JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH. MAR 1 2004, vol. 10, no. 5, Marzo 1 de 2004 (2004-03-01), paginas 1618-
1624, XP002378020 ISSN: 1078-0432

MENARD SYLVIE ET AL: “Biologic and therapeutic role of HER2 in cancer” (Papel bioldgico y
terapéutico del HER2 en el cancer). ONCOGENE, vol. 22, no. 42, Septiembre 29 de 2003 (2003-
09-29), paginas 6570-6578, XP002378021 ISSN: 0950-9232

BELL G I ET AL: “HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR PRECURSOR: CDNA
SEQUENCE EXPRESSION IN VITRO AND GENE ORGANIZATION” (Precursor del Factor de
Crecimiento Epidérmicc Humano: Expresién de la secuencia de ADNc in Vitro y Organizacién
génica) NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY PRESS, SURREY, GB, vol. 14,
no. 21, 1986, paginas 8427-8446, XP000829511 ISSN: 0305-1048.

PANICO L ET AL: “Differential immunohistochemical detection of transforming growth factor
alpha, amphiregulin and cripto in human normal and malignant breast tissues” (Deteccion
inmunohistoquimica diferencial del factor alfa de crecimiento de transformacién, anfiregulina y
cripto en tejidos de seno normales y malignos) INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER,
NEW YORK, NY, US. vol. 65, 1996, paginas 51-56, XP002969702 ISSN: 0020-7136

DERYNCK R ET AL: “HUMAN TRANSFORMING GROWTH FACTOR-ALPHA:
PRECURSOR STRUCTURE AND EXPRESSION IN E.COLI” (Factor-alfa de crecimiento de
transformaciéon humano: Estructura precursora y expresion en E. coli). CELL, MIT PRESS,
CAMBRIDGE, MA, US, vol. 3§, Agosto 1 de 1984 (1984-08-01), paginas 287-297, XP000650165
ISSN: 0092-8674

COUSSENS L ET AL: “TYROSINE KINASE RECEPTOR WITH EXTENSIVE HOCMOLOGY
TO EGF RECEPTORS SHARES CHROMOSOMAL LOCATION WITH NEU ONCOGENE” (El
receptor de tirosina quinasa con homologia extensa con los receptores EGF comparte la ubicacién
cromosdcima con el encogen NEU) SCIENCE, AMERCIAN ASOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF SCIENCE, US, vol. 230, no. 4730, 1985, piginas 1132-1139, XP009041156
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3.2

ISSN: 0036-8075

Di4: SHOYAB M ET AL: “STRUCTURE AND FUNCTION OF HUMAN AMPHIREGULIN: A
MEMBER OF THE EPIDERMAL GROWTH FACTOR FAMILY” (Estructura y funcion de la
amfiregulina humana: un miembro de ia familia del factor de crecimiento epidérmico).
SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SIENTE, US, vol.
243, no. 4894, Febrero 24 de 1989 (1989-02-21), paginas 1074-1076, XP000574073 ISSN:
0036-8075

La concepto comiin revelado en la solicitud puede considerarse como la provision de métodos para
predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de la dimerizacién de HER que

comprenden valorar un gen marcador en una muestra briolégica del paciente.

Sin embargo, este concepto no es nuevo en vista de D1 (Resumen; parrafos 28-29, 79-83; Ejemplos 1-7,;
reivindicaciones 1-88). El tratamiento con anticuerpos 2C4 rhuMab, que inhiben la dimerizacién de
HER2 con otros receptores HER, esta revelado como una realizacidn preferida, y los genes marcadores
evaluados incluyen HER-1, HER-2, HER-3 Y HER-4. Se puede encontrar revelacién similar en D2
(reivindicaciones 1-5; Resumen; pagina 15, lineas 17-18; pagina 47, lineas 6-35). El tratamiento con
anticuerpos 2C4, que inhiben la dimerizacion de HER2 con otros receptores HER, esta citado como una
realizacidn preferida (reivindicacion 3). D3 también anticipa el concepto comin (reivindicacidn 6; pagina
8, lineas 29-31); Tabla 11, pagina 19).
)

En vista de esta técnica previa, el problema a ser resuelto por la presente invencién puede considerarse
como la provision de genes marcadores adicionales y combinaciones de los mismos adecuados para

predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de la dimerizacién de HER.
Las soluciones dadas por la presente solicitud son:

Invencién 1: Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de la
dimerizacion de HER que comprende valorar el gen EGF, o una combinacién de genes seleccionados de
EGF, TGF-alfa y HER2, que comprende el gen EGF, o una combinacién de genes que comprende AREG
y EGF. Kit que comprende sondas que se aparean con polinucledtidos marcadores de EGF. Métodos
para seleccionar composiciones que inhiben la progresion de la enfermedad, o para derivar agentes

candidatos basados en los niveles de expresién de dichos genes marcadores.

reivindicaciones 1-29 y 33-39, todas parcialmente

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 3) (EPO-Abril 2005}
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Invencién 2. Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de la
dimerizacion de HER que comprende valorar el gen TGF-alfa, o una combinacion de genes seleccionados de
EGF, TGF-alfa y HERZ2, que comprende el gén TGF-alfa, o una combinacién de genes que comprende AREG
y TGF-alfa. Kit que comprende sondas que se aparean con polinucleétidos marcadores de TGF-alfa.
Métodos para seleccionar composiciones que inhiben la progresidn de la enfermedad, o para derivar agentes

candidatos basados en los niveles de expresion de dichos genes marcadores.
reivindicaciones 1-29 y 33-39, todas parcialmente.

Invencién 3: Métodos para predecir la respuesta de un paciente al tratamiento con inhibidores de la
dimerizacion de HER que comprende valorar el gen HER2, o una combinacidn de genes seleccionados de
EGF, TGF-alfa y HER2, que comprende el gen HER2, o una combinacién de genes qué comprende AREG y
HER2. Kit que comprende sondas que se aparean con polinucleétidos marcadores de HER2. Métodos para
seleccionar composiciones que inhiben la progresion de la enfermedad, o para derivar agentes candidatos

basados en los niveles de expresion de dichos genes marcadores.
reivindicaciones 1-29 y 33-39, todas parcialmente

Invencion 4: Kit que comprende sondas que se aparean con polinucledtidos marcadores de AREG. Métodos
para seleccionar composiciones que inhiben la progresion de la enfermedad, o para derivar agentes candidatos

basados en los niveles de expresion de dicho gene marcador.
reivindicaciones 24-29, 33 y 34, todas parcialmente

33 Como no se puede distinguir otra caracteristica técnica que, en vista de la técnica previa pudiera considerarse
como caracteristica técnica especial en el sentido de la Regla 13.2 PCT, la ISA opina que no existe concepto
inventivo Uinico que subyace la pluralidad de las invenciones reivindicadas de la presente solicitud en el

sentido de la regla 13.1 PCT.

En general, el concepto comln presente simplemente equivale a aplicar el principio bésico de
farmacogenomica, p.e., el uso de marcadores genéticos para predecir la respuesta de firmaco, a una clase
particular de firmacos, los inhibidores de la dimerizacion de HER, cuya relevancia e interés clinico para el
tratamiento del cancer es conocido de la técnica previa. Asi, incluso si los documentos de la técnica previa

anteriores fueran abandonados, no parece necesaria la habilidad inventiva para formular este concepto comun.

En consecuencia, existe una falta de unidad y los métodos y productos reivindicados son invenciones

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 4) (EPO-Abril 2005)
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diferentes que no pertenecen a un concepto inventivo comun.

34 Todas las cuatro invenciones listadas anteriormente estin cubiertas por el presente Reporte De Busqueda

Internacional y Opinién Escrita (reivindicaciones 1-29, y 33-39).

V. Declaracion Razonada (Continuacion)

2.1 INVENCION 1: EGF

2.1.1  DI0 revela sondas que se aparean con el gen EGF bajo condiciones severas (ver las secciones de Métodos y
Resultados). Desde la fecha de publicacién de la secuencia de acido nucleico de EGF, casi 20 afios antes de
la fecha de prioridad, se han revelado cientos de fragmentos de acido nucleico de dicha secuencia adecuados

para ser usados como sondas. Por ende, la reivindicacién 25 no es nueva.

Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(2) PCT porque la
materia objeto de la reivindicacién 25 no es nueva con respecto a la técnica previa como se definié en las

regulaciones (Regla 64(1)-(3) PCT).

2.1.2  Se considera que el Documento D1 representa el estado de la técnica mas relevante para la reivindicacién 1, y
revela un métode para predecir una respuesta a un tratamiento con inhibidor de la dimerizacion de HER,
rumba 2C4, que comprende ¢l paso de “valorar” un gen marcador HER-2 (Resumen; parrafos 28-29, 79-83;

Ejemplos 1-7; reivindicaciones 1-88).

La materia objeto de la reivindicacién 1 difiere en que el gen a ser “valorado” es EGF. Ninguna ventaja

especial o sorprendente asociada con esta diferencia es obvia con respecto a D1.

Por ende, el problema a ser resuelto per la presente invencidn puede considerarse como proveer un gen
marcador alternativo para predecir la respuesta al tratamiento con inhibidores de la dimerizacion de HER. La

solucidén propuesta es usar EGF como un gen marcador.

Sin embargo, no puede considerarse que esta solucién involucra un nivel inventivo porque no resuelve el
problema técnico planteado. El términe vago “valorar” comprende multiples pardmetros no relacionados (ver
mas adelante, objeciones bajo el Articulo 6 PCT), la mayoria de ellos no muestran ser indicativos de la

respuesta al tratamiento.

2.1.3  Lareivindicacion dependiente 2 esta restringida a valorar el nivel de expresion del gen marcador. Este

Forma PCT/ISA/237 (Hoja separada) (Hoja 5) (EPO-Abril 2005)
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parametro, sin embargo, tampoco resuelve el problema técnico propuesto, porque abarca niveles de expresidn
de mARM, que no se ha probado que sean indicativos de la respuesta al tratamiento. El aumento en los
niveles de proteina en suero de EGF mostrados en los presentes ejemples no implican un aumento
equivalente en los niveles de mARN de EGF, porque multiples pasos reguladores pueden distorsionar esta
relacién: estabilizacién de mARN, regulacion de traslacién, modificacion post-traslacional de proteina,

trafico y exportacion intracelular de proteina, etc.

2.1.4  La reivindicacién dependiente 9 esta restringida a detectar el nivel de expresion de una proteina marcadora.
En vista de la presente revelacion, esta solucidon no resuelve el problema técnico planteado porque el aumento
en los niveles de proteina en suero de EGF mostrados en los ejemplos no implican un aumento equivalente en
los niveles de proteina EGF en “una muestra bioldgica del paciente” en general, la cual incluye muestras de

composicién tan diversas como orina y fluido espinal (ver pagina 5 de la descripcion).

2.1.5 La reivindicacion dependiente 16, en cuanio a lo que se refiere a la invencion 1, esta dirigida a valorar el
nivel de expresion de proteina EGF dentro de un cierto rango de concentracion en suero sanguineo. En vista
de la presente revelacidn, esta solucion parece resolver el problema técnico planteado y podria considerarse
que involucra in nivel inventivo porque no estd revelada ni abiertamente sugerida en ningunos de los

documentos de la técnica previa en archivo.

2.1.6  Las reivindicaciones dependientes 3-8, 10-15 y 17-23 no parecen contener ninguna caracteristica adicional
que, en combinacién con las caracteristicas de cualquier reivindicacién a la cual se refieren, involucre un
nivel inventive, porque caen bajo al alcance del disefio experimental y optimizacion de rutina, y el experto

incluiria estas caracteristicas con el fin de resolver el problema planteado sin involucrar un nivel inventivo.

2.1.7  El razonamiento anterior aplica mutatis mutandis a los usos y métodos de las reivindicaciones 24, 26-29 y 33-

39 porque se basan en las mismas caracteristicas técnicas que el método de la reivindicacion 1.

Adicionalmente, se debe notar que los métodos de las reivindicaciones independientes 26, 27, 34 y 35 no
estan limitados por la caracteristica de susceptibilidad a la terapia inhibidora de la dimerizacién de HER, sino
dirigidos a la identificacién y uso médico de compuestos capaces de alterar la expresiéon de EGF en general.
En la ausencia de evidencia experimental, tales reivindicaciones parecen basarse simplemente en

especulacion y no se puede reconocer habilidad inventiva. {
\
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2.1.8  Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(3) PCT porque la
materia objeto de las reivindicaciones 1-29 y 30-39, en lo que se refieren a la invencién 1 como se defini6

anteriormente, no involucra un nivel inventivo (Regla 65(1)(2) PCT).
2.2 INVENCION 2 TGF-alfa

2.2.1 D12, publicado en 1984, describe sondas que se aparean con el gen TGF-alfa bajo condiciones severas (ver

seccion de Métodos). Desde entonces, cientos de documentos revelan sondas similares.
D11 revela anticuerpos que se unen a la proteina TGF-alfa (ver seccion de Materiales y Métodos).
Por ende, la reivindicacion 23, en lo que se refiere a la invencién 2, no es nueva.

Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(2) PCT porque la
materia objeto de la reivindicacién 25 no es nueva con respecto a la técnica previa como se define en las

regulaciones .(Regla 64(1)-(3) PCT).

2.2.2  El razonamiento anterior para la Invencién 1 (items 2.1.2 — 2.1.7), aplica mutatis mutandis a las mismas

reivindicaciones en lo que respectan a la Invencion 2.

La medida del nivel de expresién de la proteina TGF-alfa dentro de un cierto rango de concentracién de suero
sanguineo indicada en la reivindicacién 8 no se revela ni se sugiere abiertamente en ninguno de los
documentos de la técnica previa en archive. Por ende, una reivindicacién independiente basada en esta

caracteristica podria eventualmente considerarse que involucra un nivel inventivo.

23 Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(3) PCT porque la
materia objeto de las reivindicaciones 1-29 y 30-39, en lo que se refieren a la invencién 2 como se definid
anteriormente, no involucra un nivel inventivo (Regla 65(1){2) PCT).

2.4  INVENCION 3:HER2

2.4.1 D13, publicada en 1985, describe sondas que se aparean con el gen HER2 bajo condiciones severas (ver

seccion de Métodos). Desde entonces, cientos de documentos revelan sondas similares.
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D5 revela anticuerpos (2C4) que se unen a la proteina HER-2.

Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(2) PCT porque la
materia objeto de la reivindicacién 25 no es nueva con respecto a la técnica previa como se definié en las

regulaciones (Regla 64(1)-(3) PCT).

2.42  El documento D1 revela un método para predecir la respuesta a un tratamiento con inhibidor de la
dimerizacién de HER, rumba 2C4, que comprende el paso de valorar el nivel de expresion de un gen
marcador HER2 {Resumen; parrafos 28-29, 79-83; Ejemplos 1-7; reivindicaciones 1-88). Por lo tanto, los

métodos de las reivindicaciones 1, 2, 6, 7 y 9 no son nuevas {Articulo 33(2) PCT).

2.4.3  El razonamiento anterior para la Invencién 1 (items 2.1.2 — 2.1.7), aplica mutatis mutandis a las

reivindicaciones 8, 18 y 24 en lo que respectan a la Invencion 3.

2.4.4  Adicionalmente, D5 revela que, bajo ciertas circunstancias en un modelo de xenoinjerto, los niveles de
expresion de HER2 predicen la respuesta al tratamiento con terapia de 2C4: “A dosis menores [...] el modelo
de expresion alta de HER2 Calu-3 mostré una respuesta reducida con 30% y 84% de inhibicién de

crecimiento tumoral a 0.6 mg/kg y 2 mg/kr, respectivamente”.

Tgualmente, D6 ensefia que los niveles de expresion de HER2 son indicaciones para el fratamiento con

anticuerpos 2C4 (ver Ejemplo 11).

En general, era de conocimiento comiin en el campo a la fecha de prioridad, que los niveles de expresion de
HER2 en tumores predicen la respuesta del paciente al tratamiento con anticuerpos anti-HER2 (ver por
ejemplo D7, D8 o D9). Aplicando este conocimiento a una nueva clase de anticuerpos terapéuticos anti-

HER2, a saber inhibidores de la dimerizacién de HER, parece ser una eleccion obvia para el experto.

En vista de esta técnica previa, con se puede considerar que una solucién al problema presente basado en los

niveles de expresién de HER2 involucra un nivel inventivo.
2.4.5 Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(3) PCT porque la

materia objeto de las reivindicaciones 1-29 y 30-39, en lo que se refieren a la invencién 3 como se definié

anteriormente, no involucra un nivel inventivo (Regla 65(1)(2) PCT).
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2.5 INVENCION 4: AREG

2.5.1 DI4, publicada en 1989, describe sondas que se aparean con el gen AREG bajo condiciones severas (ver

seccion de Métodos). Desde entonces, cientos de documentos revelan sondas similares.

D11 revela anticuerpos que se unen a la proteina AREG (ver seccion de Materiales y Métodos).

Por ende, la reivindicacion 25, en lo que se refiere a la invencion 2, no es nueva.

Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(2) PCT porque la

materia objeto de la reivindicacién 25 no es nueva con respecto a la técnica previa como se define en las

regulaciones (Regla 64(1)-(3) PCT). P

2.5.2  El razonamiento anterior para la Invencién 1 (items 2.1.7), aplica mutatis mutandis a las mismas

reivindicaciones en lo que respectan a la Invencidn 2.

Por lo tanto, la presente solicitud no satisface el criterio establecido en el Articulo 33(3) PCT porque la
materia objeto de las reivindicaciones 24-29, 33 y 34, en lo que se refieren a la invencion 4 como se definid

anteriormente, no involucra un nivel inventivo (Regla 65(1)(2) PCT).

VIII. Ciertas Observaciones (Continuacion)

1 La expresion “valorar un gen marcador” es ambigua porque no describe de hecho que es lo que va a ser
valorado, p.e., los parametros a ser medidos: presencia/ausencia del gen en el genoma del paciente, numero
de copias cromosémicas, mutaciones, metilacion, variaciones de corte y empalme, isoformas,

modificaciones de proteina alternativas, etc.

Como se muestra que sclamente uno de estos parametros, a saber concentracion de proteina en suero, esta

asociado con la respuesta al tratamiento con inhibidores de la dimerizacién de HER, la redaccion de la
reivindicacién no solo no es clara, sino que tampoco esta soportada por la descripcién y los ejemplos,

contrario al Articulo 84 EPC:

2 Parece, a partir de la descripcién como un todo, que la determinacion de la concentracién de proteina en
suero es una caracteristica técnica esencial de cada una de las invenciones presentes. Sin embargo, esta
caracteristica técnica esencial no esta presente en ninguna reivindicacién independiente. Por estas razones,
la reivindicacion carece de claridad de acuerdo con el Art. 6 PCT tomado en combinacién con la Regla 6.3

(b) PCT (Ver Lineamientos del PCT 5.33).
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Box No.| Basis of the opinion

. With regard to the language, this opinion has been established on the basis of:

the international application in the language in which it was filed

O atranslation of the international application into , which is the language of a translation furnished for the
purposes of international search (Rules 12.3(a) and 23.1 (b)).

. With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application and

necessary to the claimed invention, this opinion has been established on the basis of:
a. type of material: |
M a sequenée listing
[1 table(s) related to the sequence listing
b. format of material:
on paper
& in electronic form
c. time of filingfurnishing:
contained in the international application as filed.
X filed together with the international application in electronic form.

[0 furnished subsequently to this Authority for the purposes of search.

. OO In addition, in the case that more than ohe version or copy of a sequence listing and/r table relating thereto

has been filed or furnished, the required statements that the information in the subsequent or additional
copies is identical to that in the application as filed or does not go beyond the application as filed, as
appropriate, were furnished.

. Additional commenis:

Bl

>
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Box No. lll  Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial
applicability

The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non
obvious), or to be industrially applicable have not been examined in respect of

1 the entire international application

claims Nos. 3 (industrial applicability) and 30-32

because:

the said international application, or the said claims Nos. 3 (on industrial applicability) relate to the
following subject matter which does not require an international search (specify):
see separate sheet

the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 30-32 are so
unciear that no meaningful opinion could be formed (specity):
see separate sheet

& the claims, or said claims Nos. 30-32 are so inadequately supported by the description that no meaningful
opinion could be formed (specify):
see separate sheet

& no international search report has been established for the whole application or for said claims Nos. 30-32

0O a meaningful opinion could not be formed without the sequence listing; the applicant did not, within the
prescribed time fimit:

O furnish a sequence listing on paper complying with the standard provided for in Annex C of the
Administrative Instructions, and such listing was not available to the international Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

O furnish a sequence listing in electronic form complying with the standard provided for in Annex C
of the Administrative Instructions, and such listing was not available to the International Searching
Authority in a form and manner acceptable to it.

1 pay the required late furnishing fee for the furnishing of a sequence listing in response to an
invitation under Rules 13ter.1(a) or {b).

[0 a meaningful opinion could not be formed without the tables related to the sequence listings; the applicant
did not, within the prescribed time fimit, furnish such tables in efectronic form complying with the technical
requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions, and such tables were not
available to the International Searching Authority in a form and manner acceptable to it.

1 the tables related to the nucleotide andfor amino acid sequence listing, if in electronic form only, do not
comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

[0 See Supplemental Box for further details
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Box No. IV Lack of unity of invention

1. B3 In response to the invitation (Form PCTASA/206) to pay additional fees, the applicant has, within the
applicable time limit:

& paid additional fees
O paid additional fees under protest and, where applicable, the protest fee
3 paid additional fees under protest but the applicable protest fee was not paid
O not paid additional fees
2. O This Authority found that the requirement of unity of invention is not complied with and chose not to invite
the applicant to pay additional fees.

3. This Authority considers that the requiremént of unity of invention in accordance with Rule 13.1,13.2 and 13.3 is

O complied with
not complied with for the following reasons:
see separate sheet
4. Consequently, this report has been éstablished in respect of the following parts of the international application:
[l al parts.

the parts relating to claims Nos. 1-29, 33-39

Box No.V Reasoned statement under Rule 43bis.1(a)(i) with regard to novelty, inventive step or
industrial applicability; citations and explanations supporting such statement

1. Statement

Novelty (N) Yes: Ciaims 3-5, 8, 10-24, 26-29 and 33-39
No: Claims 1,2,6,7,9and 25
Inventive step (IS) Yes: Claims

No: Claims 1-29, 33-39

Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1, 2, 4-29, 33-39
No: Claims

2. Citations and explanations

see separate sheet
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Box No. VIl Certain observations on the international application

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the
claims are fully supported by the description, are made:

see separate sheet
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[ll. Non-establishment of opinion (Continuation)

Claim 3 is directed to a method of treatment. For the assessment of said claim
and its dependent claims on the question whether they are industrially applicable,
no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The patentability can also
be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for example, does not
recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to the use of a
compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a known com-
pound for first use in medical treatment and the use of such a compound for the
manufacture of a medicament for a new medical treatment.

Present claims 30-32 encompass compounds defined only' by their desired
function, contrary to the requirements of clarity of Article 6 PCT, because the
result-to-be-achieved type of definition does not allow the scope of the claim to be
ascertained. The fact that any compound could be screened does not overcome
this objection, as the skilled person would not have knowledge beforehand as to
whether it would fall within the scope claimed. Undue experimentation would be
required to screen compounds randomly. The non-compiiance with the
substantive provisions is to such an extent that no meaningful search of claims 30-
32 could be carried out at all (Article 17(2) PCT).

IV. Lack of unity (Continuation)

3.1 The following documents (D) are referred to in this communication; the numbering
will be adhered to in the rest of the procedure:

D1: US 2004/106161 A1 (BOSSENMAIER BIRGIT ET AL) 3 June 2004

D2: WO 2005/047534 A (BAYER HEALTHCARE AG; WIRTZ, RALPH; MUNNES,
MARC) 26 May 2005

D3: WO 2004/091384 A (ACLARA BIOSCIENCES, INC; CHAN-HUI, PO-YING;
SALIMI-MOOSAVI, HOSSEIN; S) 28 October 2004

D4: US 2004/157255 A1 (AGUS DAVID ET AL) 12 August 2004

D5: "In vivo activity of recombinant humanized monoclonal antibody 2C4 in
xenografts is independent of tumor type and degree of HER2
overexpression” EUROPEAN JOURNAL OF CANCER, PERGAMON
PRESS, OXFORD, GB, vol. 38, November 2002 (2002-11), page S149,

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) (Sheet 1) (EPO-April 2005)
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D6:
D7:

D8:

D9:

D10:

D11:

D12:

D13:

XP004403941 ISSN: 0959-8049
US 2004/013667 A1 (KELSEY STEPHEN M ET AL) 22 January 2004

WILLEMS AMINA ET AL: "Antibody therapy for breast cancer.”
ANTICANCER RESEARCH. 2005 MAY-JUN, vol. 25, no. 3A, May 2005
(2005-05), pages 1483-1489, XP002378019 ISSN: 0250-7005

KOSTLER WOLFGANG J ET AL: "Monitoring of serum Her-2/neu predicts
response and progression-free survival to trastuzumab-based treatment in
patients with metastatic breast cancer." CLINICAL CANCER RESEARCH :
AN OFFICIAL JOURNAL OF THE AMERICAN ASSOCIATION FOR
CANCER RESEARCH. 1 MAR 2004, vol. 10, no. 5, 1 March 2004 (2004-03-
01), pages 1618-1624, XP002378020 ISSN: 1078-0432

MENARD SYLVIE ET AL: "Biologic and therapeutic role of HER2 in cancer.”
ONCOGENE, vol. 22, no. 42, 29 September 2003 (2003-09-29), pages 6570-
6578, XP002378021 ISSN: 0950-9232

BELL G| ET AL: "HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR
PRECURSOR: CDNA SEQUENCE EXPRESSION IN VITRO AND GENE
ORGANIZATION" NUCLEIC ACIDS RESEARCH, OXFORD UNIVERSITY
PRESS, SURREY, GB, vol. 14, no. 21, 1986, pages 8427-8446,
XP000829511 ISSN: 0305-1048

PANICO L ET AL: "Differential immunohistochemical detection of
transforming growth factor alpha, amphiregulin and cripto in human normal
and malignant breast tissues" INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER,
NEW YORK, NY, US, vol. 65, 1996, pages 51-56, XP002869702 ISSN:
0020-7136

DERYNCK R ET AL: "HUMAN TRANSFORMING GROWTH FACTOR-
ALPHA: PRECURSOR STRUCTURE AND EXPRESSION IN E. COLI”
CELL, MIT PRESS, CAMBRIDGE, MA,, US, vol. 38, 1 August 1984 (1984-
08-01), pages 287-297, XP000650165 ISSN: 0092-8674

COUSSENS L ET AL: "TYROSINE KINASE RECEPTOR WITH
EXTENSIVE HOMOLOGY TO EGF RECEPTOR SHARES
CHROMOSOMAL LOCATION WITH NEU ONCOGENE" SCIENCE,
AMERICAN ASSOCIATION FOR THE ADVANCEMENT OF SCIENCE,
US, vol. 230, no. 4730, 1985, pages 1132-1139, XP009041156 ISSN:
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3.2

0036-8075

D14, SHOYAB MET AL: "STRUCTURE AND FUNCTION OF HUMAN
AMPHIREGULIN: A MEMBER OF THE EPIDERMAL GROWTH FACTOR
FAMILY" SCIENCE, AMERICAN ASSOCIATION FOR THE
ADVANCEMENT OF SCIENCE,, US, vol. 243, no. 4894, 24 February
1989 (1989-02-24), pages 1074-1076, XP000574073 ISSN: 0036-8075

The common concept disclosed in the application can be considered as the
provision of methods of predicting the response of a patient to treatment with HER
dimerization inhibitors comprising assessing a marker gene in a biological sample
from the patient.

However, this boncept is not new in view of D1 (Abstract; paragraphs 28-29, 79-83;
Examples 1-7; claims 1-88). The treatment with rhuMab 2C4 antibodies, which
inhibit HER2 dimerization with other HER receptors, is disclosed as a preferred
embodiment, and the marker genes assessed include HER-1, HER-2, HER-3 AND
HER-4. Similar disclosure can be found in D2 (claims 1-5; Abstract; page 15, lines
17-18; page 47, lines 6-35). The treatment with 2C4 antibodies, which inhibit HER2
dimerization with other HER receptors, is recited as a preferred embodiment (claim
3). Also D3 anticipates the common concept (claim 6; page 8, lines 29-31; Table {l,
page 19).

In view of this prior art, the problem to be solved by the present invention can be
considered as the provision of further marker genes and combinations of them
suitable for predicting patient's response to treatment with HER dimerization
inhibitors.

The solutions given by the present application are:

Invention 1:  Methods of predicting the response of a patient to treatment
with HER dimerization inhibitors comprising assessing the EGF gene, or a
combination of genes selected from EGF, TGF-alpha and HER2 comprising the
EGF gene, or a combination of genes comprising AREG and EGF. Kit
comprising probes that anneal EGF marker polynucleotides. Methods of
screening for compositions inhibiting the progression of disease or deriving
candidate agents based on expression levels of said marker genes.

claims 1-29 and 33-39, all partially

Form PCT/ISA/237 (Separate Sheet) {Sheet 3) (EPO-April 2005)
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Invention 2:  Methods of predicting the response of a patient to treatment
with HER dimerization inhibitors comprising assessing the TGF-alpha gene, or
a combination of genes selected from EGF, TGF-alpha and HER2 comprising
the TGF-alpha gene, or a combination of genes comprising AREG and TGF-
alpha. Kit comprising probes that anneal TGF-alpha marker polynucleotides.
Methods of screening for compositions inhibiting the progression of disease or
deriving candidate agents based on expression levels of said marker genes.

claims 1-29 and 33-39, all partially

Invention 3:  Methods of predicting the response of a patient to treatment
with HER dimerization inhibitors comprising assessing the HER2 gene, or a
combination of genes selected from EGF, TGF-alpha and HER2 comprising the
HER2 gene, or a combination of genes comprising AREG and HER2. Kit
comprising probes that anneal HER2 marker polynucieotides. Methods of

“screening for compositions inhibiting the progression of disease or deriving
candidate agents based on expression levels of said marker genes.

claims 1-29 and 33-39, all partially

Invention 4:  Kit comprising probes that anneal AREG marker
polynucleotides. Methods of screening for compositions inhibiting the
progression of disease or deriving candidate agents based on expression levels
of said marker gene.

claims 24-29, 33 and 34, all partially

3.3 Because no other technical features can be distinguished which, in view of the
prior art could be regarded as special technical features in the sense of Rule
13.2 PCT, the ISA is of the opinion that there is no single inventive concept
underlying the plurality of claimed inventions of the present application in the
sense of rule 13.1 PCT.

In general, the present common concept merely amounts to apply the basic
principle of pharmacogenomics, i.e. the use of genetic markers to predict drug
response, to a particular class of drugs, the HER dimerization inhibitors, whose
relevance and clinical interest for treatment of cancer is known from prior art.
Thus, even if the above mentioned prior art documents were neglected, no
inventive skill appears necessary to formulate this commen concept.

Consequently, there is a fack of unity and the methods and products claimed
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are different inventions not belonging to a common inventive concept.

3.4 Ali four inventions listed above are covered by the present International Search
Report and Written Opinion (claims 1-29 and 33-39).

V. Reasoned statement (Continuation)
2.1 INVENTION 1: EGF

211 D10 discloses probes that anneal with the EGF gene under stringent conditions
' (see Methods and Results sections). Since the date of publication of the EGF
nucleic acid sequence, almost 20 years before priority date, hundreds of nucleic
acid fragments of said sequence suitable to be used as probes have been
disclosed. Hence, claim 25 is not new.

Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(2) PCT because the subject-matter of claim 25 is not new in respect
of prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

2.1.2 Document D1 is considered to represent the most relevant state of the art for
claim 1 and discloses a method of predicting the response to a treatment with
HER dimerization inhibitor, rhuMab 2C4, comprising the step of "assessing” a
marker gene HER-2 (Abstract; paragraphs 28-29, 79-83; Examples 1-7; claims
1-88).

The subject-matter of claim 1 differs in that the gene to be "assessed" is EGF.
No special or surprising advantage associated with this difference is apparent
with regard to D1.

Hence, the problem to be solved by the present invention may be regarded as
providing an alternative marker gene for predicting the response to treatment
with HER dimerization inhibitors. The proposed solution is to use EGF as a
marker gene. :

This solution cannot however be considered as involving an inventive step
because it does not solve the technical problem posed. The vague term
"assessing” comprises multiple unrelated parameters (see below, objections
under Article 6 PCT), most of them not shown to be indicative of response to
treatment.

2.1.3 Dependent claim 2 is restricted to assessing the level of expression of the
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marker gene. This parameter, however, does not solve either the technical
problem posed, because it encompasses mRNA expression levels, which are
not proven to be indicative of response to treatment. The increase in EGF
serum protein levels shown in the present examples does not imply an
equivalent increase in EGF mRNA levels, since multiple regulatory steps can
distort this relationship: mRNA stabilization, regulation of translation, protein
post-translational modification, protein intracellular trafficking and export, etc.

2.1.4 Dependent claim 9 is restricted to detecting the level of expression of a marker
protein. In view of the present disclosure, this solution does not solve the
technical problem posed because the increase in EGF serum protein levels
shown in the examples does not imply an equivalent increase in EGF protein
levels in "a biological sample from the patient” in general, which includes
samples of composition as diverse as urine and spinat fluid (see page 5 of the
description).

2.1.5 Dependent claim 186, as far as invention 1 is concerned, is directed to assessing
the level of expression of EGF protein within a certain blood serum
concentration range. In view of the present disclosure, this solution appears to
solve the technical problem posed and could be considered to involve an
inventive step because it is neither disclosed nor fairly suggested in any of the
prior art documents on file.

2.1.6 Dependent claims 3-8, 10-15 and 17-23 do not appear to contain any additional
features which, in combination with the features of any claim to which they
refer, involve an inventive step, because they fall under the scope of routine
experimental design and optimization, and the skilled perscn would include
these features in order to solve the problem posed without the involvement of
an inventive step.

2.1.7 The reasoning above applies mutatis mutandis to the uses and methods of
claims 24, 26-29 and 33-39 because they rely on the same technical features
as the method of claim 1.

Furthermore, it must be noted that the methods of independent claims 26, 27,
34 and 35 are not limited by the feature of susceptibi!ify to HER dimerization
inhibitor therapy, but aimed to the identification and medical use of compounds
able to alter EGF expression in general. In the absence of experimental
evidence, such claims seem to rely merely on speculation and no inventive skill
can be acknowledged.
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2.1.8 Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT because the subject-matter of claims 1-29 and 30-39, as far
as they regard to Invention 1 as defined above, does not involve an inventive
step (Rule 65(1)(2) PCT).

2.2 INVENTION 2: TGF-alpha

221 D12, published in 1984, describes probes that anneal with the TGF-alpha gene
under stringent conditions (see Methods section). Since then, hundreds of
documents disclose similar probes.

D11 discloses antibodies that bind TGF-alpha protein (see Materials and
Methods section).

Hence, claim 25, insofar it regards to invention 2, is not new.

Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(2) PCT because the subject-matter of claim 25 is not new in respect
of prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

222 The reasoning above for Invention 1 (items 2.1.2 - 2.1.7), applies mutatis
mutandis to the same claims as far-as they regard to Invention 2.

The measurement of the level of expression of TGF-alpha protein within a
certain blood serum concentration range indicated in claim 8 is neither
disclosed nor fairly suggested in any of the prior art documents on file. Hence,
an independent claim based on this feature could eventually be considered to
involve an inventive step.

2.3 Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT because the subject-matter of claims 1-29 and 30-39, as far
as they regard to Invention 2 as defined above, does not involve an inventive
step (Rule 65(1)(2) PCT).

2.4 INVENTION 3: HER2

2.4.1 D13, published in 1985, describes probes that anneal with the HER2 gene
under stringent conditions (see Methods section). Since then, hundreds of
documents disclose similar probes.
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D5 discloses antibodies (2C4) that bind HER-2 protein.

Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(2) PCT because the subject-matter of claim 25 is not new in respect
of prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

242 Document D1 discloses a method of predicting the response fo a treatment with
HER dimerization inhibitor, rhuMab 2C4, comprising the step of assessing the
level of expression of a marker gene HER2 (Abstract; paragraphs 28-29, 79-83;
Examples 1-7; claims 1-88). Therefore, the methods of claims 1,2,6,7and 9
are not new (Article 33(2) PCT). °

( . 2.43 The reasoning above for Invention 1 (items 2.1.2 - 2.1.7), applies mutatis
mutandis to claims 8, 18 and 24 as far as they regard to invention 3.

2.4.4 Furthermore, D5 discloses that, under certain circumstances in a xenograft
' ' model, HER2 expression levels are predictive of treatment response to 2C4
therapy: "At lower doses [...] the HER2 high expressor model Calu-3 showed a
reduced response with 30% and 84% tumor growth inhibition at 0.6 ma/kg and
2 mg/kg, respectively”.

Similarly, D6 teaches that HER2 expression levels are indications for treatment
with 2C4 antibodies (see Example 11).

In general, it was common knowledge in the field at the date of priority that
HER2 expression levels in tumors are predictive of patients’ response to
treatment with anti-HER2 antibodies (see for example D7, D8 or D9). Applying
this knowledge to a new class of anti-HER2 therapeutic antibodies, namely
HER dimerization inhibitors, appears to be an obvious choice for the skilled
person.

' In view of this prior art, a solution to the present probiem based on HER2
expression levels cannot be considered to involve an inventive step.

245 Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT because the subject-matter of claims 1-29 and 30-39, as far
as they regard to Invention 3 as defined above, does not involve an inventive
step (Rule 65(1)(2) PCT). ‘
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2.5 INVENTION 4: AREG

2.5.1 D14, published in 1989, describes probes that anneal with the AREG gene
under stringent conditions (see Methods section). Since then, hundreds of
documents disclose similar probes.

D11 discloses antibodies that bind AREG protein (see Materials and Methods
section).

Hence, claim 25, insofar it regards to invention 2, is not new.

Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(2) PCT because the subject-matter of claim 25 is not new in respect
of prior art as defined in the regulations (Rule 64(1)-(3) PCT).

252 The reasoning above for Invention 1 (item 2.1.7), applies mutatis mutandis to
the same claims as far as they regard to Invention 2.

Therefore, the present application does not satisfy the criterion set forth in
Article 33(3) PCT because the subject-matter of claims 24-29, 33 and 34, as far
as they regard to Invention 4 as defined above, does not invoive an inventive
step (Rule 65(1)(2) PCT).

VIll.  Certain Observations (Continuation)

1 The expression "assessing a marker gene" is ambiguous because it does not

' "describe what in fact is to be assessed, i.e. the parameter to be measured:
presence/absence of the gene in the patient’'s genome, number of
chromosomal copies, mutations, methylation, splicing variants, isoforms,
alternative prbtein modifications, etc.

Since only one of these parameters, namely serum protein concentration, is
shown to be associated with the response to treatment with HER dimerization
inhibitors, the wording of the claim is not only unclear, but also not supported by
the description and examples, contrary to Article 84 EPC.

2 It appears from the description as a whole that the determination of serum
protein concentration is an essential technical feature of each one of the
present inventions. This essential technical feature is however not present in
any independent claim. For these reasons claim lacks clarity according to Art.
6 PCT taken in combination with Rule 6.3 (b) PCT (see PCT Guidelines 5.33).
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METODO PARA LA PREDICCION DE LA RESPUESTA A UN TRATAMIENTO

CON UN INHIBIDOR DE LA DIMERIZACION DE HER

RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La invencidén estd relacionada con un método para la

prediccién de la respuesta a un tratamiento con un inhibi-

dor de la dimerizacién de HER en un paciente, lo que com-

prende los pasos de valorar un gen marcador o una_combina—
cidn de genes marcadores seleccionados de entre el grupo
gue consiste en el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa vy
de HER2 o una combinacidén de genes marcadores que consiste
en el gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador se-
leccicnado del gen marcador del factor de crecimiento epi-
dérmico, del factor de crecimiento transformante alfa vy de
HER2, en una muestra bioldgica del paciente y la prediccidn
de la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dime-
rizacidn de HER en el paciente mediante la evaluacidn de
los resultados del primer paso. Se describen uscs adiciona-

les vy métodos en los que estos marcadores se utilizan.
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2.
ME‘TODO PARA LA PREDICCI()N DE LA RESPUESTA A UN TRATAMIENTO
CON UN INHIBIDOR DE LA DIMERIZACION DE HER
Campo de la invencidn

La invencidn estd relacionada con un método de predic-
cién de la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de
la dimerizacidén de HER en un paciente, lo que comprende los
pasos de valorar un gen marcador ¢ una combinacién de genes
marcadores seleccionados de entre el grupo qﬁe consiste en
un factor de crecimiento epidérmico, un factor de creci-
miento transformante alfa-y un gen marcador HER2Z o una com-
binacién de los genes marcadores que comprende un gen mar-
cador de anfiregulina y un gen marcador seleccionado de en-
tre un factor de crecimiento epidérmico, un factor de cre-
cimiento transformante alfa y un gen marcador HER2, en una
muestra biclégica del paciente y predecir la respuesta al
tratamiento con inhibidor de la dimerizacién de HER en el
paciente mediante la evaluacidén de los resultados del pri-
mer paso. Se describen los usos y métodos adicicnales en
los gque estos marcadores se utilizan.

Antecedentes de la invencidn

La familia de receptores del factor de crecimiente
epidérmico humano (ErbB o HER) comprende cuatro miembros
(HER1-4) que, a través de la activacidn de una cascada de
sefilalizacidén compleja, son importantes mediadores del cre-
cimiento celular, la supervivencia y la diferenciacidén. Al
menos 11 productos génicos diferentes de la superfamilia
del factor de crecimiento epidérmico (EGF) se unen a tres
de estos receptores, EGFR ({(también llamado ErbBl o HER1},
HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4). Aunque no se ha identificado

el ligando que se une vy activa a HER2 (ErbB2 o© neu), 1la
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teoria que prevalece es que HER2 es un coreceptor que actia
en conjuncidn con otros receptores HER para amplificar y en
algunog casos iniciar la seflalizacidén receptor-ligando. La
dimerizacidén con el mismo tipo de receptor (homedimeriza-
cién) o con otro miembro de la familia HER (heterodimeriza-
cidén) es esencial para su actividad. HER2 es la pareja de
dimerizacién preferida por otros miembros de la familia
HER. El papel de la familia HER en muchos tipos de tumores
epiteliales estd bien documentado y ha conducido al desa-
rrollo racional de nuevos agentes con-tra el céncer dirigi-
dos especificamente a los receptores HER. El anticuerpo mo-
noclonal (MAb) recombinante humanizado anti-HER2 trastuzu-
mab es un estandar en el cuidado de pacientes con cdncer de
mama wmetastdsico (MBC) HER2-positivo. La sobreexpresién /
amplificacidén de la proteina / gen HER2, gque aparece en el
20-30% de los cases de cancer de mama, €8 un prerrequisito
para el tratamientoc con trastuzumab.

El pertuzumab (Omnitargﬂﬂ anteriormente 2C4) es el
primero de un nuevo tipo de agentes conocidos como inhibi-
dores de la dimerizacidén de HER (HDI). El pertuzumab se une
a HER2 en su dominio de dimerizacidn, inhi-biendo asi su
capacidad de formar complejos diméricos de receptor activo
v blogqueando asi la cascada de sefializacidn posterior que
finalmente resulta en el crecimiento celular y la divisién.
El Omnitarg™ es un anticuerpoc monoclonal recombinante to-
talmente humanizado dirigido contra el dominio extracelular
de HER2. La unién de Omnitarg™ a HER2 en células epitelia-

les humanas evita gque HER2 forme complejos con otros miem-

<2
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bros de la familia HER (lo que incluye EGFR, HER3 y HER4) y
probablemente también la homodimerizacidén de HER2. Mediante
el bloguec de la formacidn de complejos, el Omnitarg™ evita
los efectog de estimulacidén del crecimiento y las seflales
de supervivencia celular activadas por los 1ligandos de
HER1, HER3 y HER4 (por ejemplo EGF, TGFx, anfiregulina, vy
las heregulinas). Otros nombres del Omnitarg™ son 2C4 o
pertuzumab. El Omnitarg™ es un anticuerpo monocldnal recom-
binante totalmente humanizado basado en las secuencias mar-
co de la IgGl(k) humana. La estructura del Omnitarg™ con-
siste en dos cadenas pesadas (449 residuos) y dos cadenas
ligeras (214 residuos). En comparacién con el Herceptin™,
el Omnitarg™ tiene 12 aminodcidos diferentes en la cadena
ligera y 29 aminocdcidos diferentes en la cadena pesada de
la IgG1l.

WO 2004/092353 y WO 2004/091384 presentan investiga-
ciones sobre que la formacidén de hetercdimeros de Her2 con
otros receptores deberia estar ligada a la efectividad o
funcicnamiento del Omnitarg.

Zabrecky, J. R. et al., J. Biol. Chem. 266 (1991)
1716-1720 describen que la liberacidén del dominio extrace-
lular de Her2 puede tener implicaciones en la oncogénesis y
su deteccidén podria ser tGtil en el diagnéstico del céncer.
Colomer R. et al., Clin. Cancer Res. 6 (2000) 2356-2362
describe el dominio extracelular de Her2 circulante y 1la
resistencia a la quimioterapia en el cancer de mama avanza-

do. El1 prondstico y valor predictivo del dominio extracelu-
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lar de Her2 se revisa en Hait, W. N. Clin. Cancer Res. 7
(2001) 2601-2604.

Resumen de la Invencidn

Todavia existe la necesidad de proporcionar métodos
adicionales para la determinacidén de la progresién de la
enfermedad en un paciente con cancer tratado con un inhibi-
dor de la dimerizacidén de HER.

Asimismo, en una realizacién de la invencidn, se pro-
porciona un méteode para la prediccidn de la respuesta a un
tratamiento con un inhibidor de la dimerizacidén de HER en
un paciente, lo gue comprende los pasos de

a) valorar en una muestra bioldégica del paciente

- un gen marcador o una combinacién de genes marcado-

res seleccionados de entre el grupo gue consiste en un

gen marcador de factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2Z o

- una combinacién de los genes marcadores gue compren-

de un gen marcador de anfiregulina y un gen marcador

seleccionado de entre un gen marcador del factor de
crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2, vy

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibi-
dor de la dimerizacidén de HER en el paciente mediante la
evaluacidén de los resultadog del paso a).

En otra realizacidén de la invencidn, se utiliza una
sonda que hibridavcon un polinucledtido marcador del factor
de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento trans-

formante alfa o de HER2 bajo condiciones severas o un
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anticuerpo que se une a la proteina marcadora del factor de
crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa o de HER2 para predecir la respuesta al trata-
miento con un inhibidor de la dimerizacidén de HER en un pa-
ciente o una sonda que hibrida con un polinucledtido marca-
dor de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmi-
co, el factor de crecimiento transformante alfa o de HER2
bajo condiciones severas © un anticuerpc que se une a la
proteina marcadora de la anfiregulina, del factor de creci-
miento epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa o de HER2Z, para seleccionar una composicidn para in-
hibir la progresién de la enfermedad en un paciente.

En otra realizacidén de la invencidn, se proporciona un
equipo que comprende una sonda gue se aparea con el polinu-
cledtido maréador de la anfiregulina, del factor de creci-
miento epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa o de HER2, bajo condiciones geveras o un anticuerpo
que se une a la proteina marcadora de la anfiregulina, del
factor de crecimientc epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa o de HER2.

En otra realizacién de la invencidn, se proporciona un
método para seleccionar una composicidén para inhibir 1la
progresién de la enfermedad en un paciente, comprendiendo
este método:

a) exponer separadamente alicuotas de una muestra bio-
légicavde un paciente con cancer en presencia de una plura-

lidad de composiciones de prueba;
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b) comparar el nivel de expresidén de un gen marcador o©
una combinacidén de genes marcadores seleccicnados de entre
el grupo que consiste en el gen marcador de la anfireguli-
na, del factor de crecimiento epidérmico, del factor de
crecimiento transforménte alfa y de HER2, en las alicuotas
de la muestra bioldgica en contacto con las composiciones
de prueba vy el nivel de expresidn de un gen marcador o una
combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el
grupo gue consiste en el gen marcador de la anfiregulina,
del factor de crecimiento epidérmico, del factor de creci-
miento transformante alfa y de HER2, en una alicucta de la
muestra bioldgica que no se ha puesto en contacto con las
composiciones de prueba,
¢) seleccionar una de las composicicones de prueba gque
altera el nivel de expresidén del gen marcador o la combina-
cién de genes marcadores en la alicuota que contiene esa
composicidédn de prueba en relacidén con la alicuota que no se
ha puesto en contacto con la composicidn de prueba, en la
que la indicacidén para la seleccidén de la composicidn de
prueba es una diferencia de al mencs el 10% entre el nivel
de expresidédn del gen marcador o© la combinacidén de genes
marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica puesta en
contactc con la composicidn de prueba y el nivel de expre-
sién del correspondiente gen marcador o combinacidén de ge-
nes marcadores en la alicuota de la muestra bicldgica que

no se ha puesto en contacto con la composicidn de prueba.
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En otra realizacién de la invencién, se proporciona un
método para la derivaciédn de un agente candidato, coumpren-
diendo dicho métode:

a) poner en contacto una alicuota de una muestra bio-
l6gica de un paciente con cédncer con el agente candidato y
determinar el nivel de expresidén de un gen marcador © una
combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el
grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina,
del factor de crecimiento epidérmico, del factor de creci-
miento transformante alfa y de HER2 en la alicuota,

b) determinar el nivel de expresién de un gen marcador
correspondiente o de una combinacién de genes marcadores
correspondientes en una alicuota de la muestra bioldgica
gque no se ha puesto en contacto con el agente candidato,

c) observar el efecto del agente candidato mediante la
comparacién del nivel de expresidén del gen marcador o com-
binacién del genes marcadores en la alicuota de la muestra
bioldgica que se ha puesto en contacto con el agente candi-
datc y el nivel de expresién del gen marcador correspon-
diente o la combinacién de genes marcadores correspondiente
en la alicuota de la muestra bioldgica que no se ha puesto
en contacto con el agente candidato,

d) derivar dicho agente a dicho efecto cbservado, en
el que es una indicacién de un efecto del agente candidato
una diferencia de al menos el 10% entre el nivel de expre-
sién del gen marcador o la combinacién de genes marcadores
en la alicuota de la muestra bioldgica puesta en contacto

con el agente candidato y el nivel de expresidn del corres-
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pondiente gen marcador o combinacidén de genes marcadores en
la alicuota de la muestra bioldgica gue no se ha puesto en
contacto con el agente candidato.

En otra realizacidn de la invencidn, se proporciona un
agente candidato derivado mediante el método de acuerdo con
la invencién o una preparacién farmacéutica gque comprende
un agente de acuerdo con la invencién.

En otra realizacidén de la invencidn, se proporciona un
agente de acuerdo con la invencién para la preparacidn de
una composicidén para el tratamiento del cancer.

En otra realizacidédn de la invencidn, se proporciona un
método para producir un farmaco gue comprende los pasos del
método de la invencidn y

i) sintetizar el agente candidato identificadeo en el
paso (¢) o un andlogo o derivade del mismo en una cantidad
suficiente para proporcicnar dicho farmaco en una cantidad
terapéuticamente efectiva a un sujeto; y / ©

ii) combinar el farmaco candidato, el agente candidato
identificado en el paso (¢) o un anédlogo o derivado del
mismo con un transportador farmacéuticamente aceptable.

se utiliza una proteina marcadora o un pclinucledtido
marcador seleccionado de entre un grupo gue consiste en la
proteina marcadora o polinucledtidc marcader de la anfire-
gulina, del factor de crecimiento epidérmico, del factor de
crecimiento transformante alfa y de HER2 para derivar un
agente candidato o para seleccicnar una composicidn para

inhibir la progresidén de una enfermedad en un paciente.
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En otra realizacién de la invencidn, se utiliza un in-
hibidor de la dimerizacidén de HER para la elaboracidén de un
medicamento para tratar un paciente humano con cincer, que
ge caracteriza por que dicho tratamiento incluye la valora-
cibén en una muestra bioldgica del paciente de

- un gen marcador o una combinacidn de genes marcadc-

res seleccionados de entre el grupo gue consiste en un

gen marcador de factor de crecimientc epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 o

- una combinacién de los genes marcadores gue compren-

de un gen marcador de anfiregulina y un gen marcador

selecciocnado de entre un gen marcador del factor de
crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2.

Los articulos "un" y "una" se utilizan aqui en refe-
rencia a uno o mds de uno (es decir a al menos uno) de los
objetog gramaticales del articule. Como ejemplo, "un ele-
mento" significa un elemento o mas de un elemento.

El término "muestra bicldgica" significa generalmente
cualquier muestra bioldgica obtenida de un individuo, flui-
do corporal, linea celular, cultivo tisular, u ctra fuente.
Los fluidos corporales son por ejemplo linfa, suero, plas-
ma, orina, semen, liquido sinovial y liguido espinal. Los
métodos para la obtencién de biopsias tisulares y los flui-
dos corporales de mamiferos son bien conocidos en la mate-
ria. Si el término "muestra" se utiliza solc, podria tam-
bién significar que la muestra es una "muestra bioldgica",

es decir los términos se utilizan de forma intercambiable.

L9
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El término “respuesta a un tratamiento con un inhibi-
dor de la dimerizacidén de HER” significa que un paciente ha
obtenido un beneficio clinico de o como resultado del tra-
tamientc con el inhibidor de la dimerizacidén de HER al mos-
trar una respuesta completa, una respuesta parcial, estabi-
lizacién de la enfermedad (sin progresién) o supervivencia
gin progresgidén, mejora en el tiempo de progresidén (de la
enfermedad), mejora en el tiempo hasta la muerte o tiempo
global de supervivencia, como resultado del tratamiento con
el inhibidor de la dimerizacién de HER. Estos son criterios
para la determihacién de una respuesta a la terapia y estos
criterios permiten la comparacidén de la eficacia con trata-
mientos alternativos (Slapak y Kufe, Principles of Cancer
Therapy, in Harrisons's Principles of Internal Medicine,
13* edicidén, eds. Isselbacher et al., McGraw-Hill, Inc.
1994). Por ejemplo, una respuesta completa o remisidn com-
pleta es la desaparicidén de toda enfermedad maligna detec-
table. Una respuesta parcial es por ejemplo una reduccidn
aproximada del 50 por ciento en el producto de los mayores
diametros perpendiculares de una ¢ més lesiones. No deberia
haber un aumento en el tamafio de ninguna lesidén o aparecer
nuevas lesioneg. Enfermedad en progresidn significa un au-
mento de al menos aproximadamente un 25 por ciento en el
producto de los mayores diadmetros perpendiculares de una
lesidén o la aparicidn de nuevas lesiones. El término “tiem-
po hasta la progresidén de la enfermedad” o “tiempo hasta la
progresidén del cancer” es el tiempo hasta la progresidn de

la enfermedad o muerte (superviverncia sin progresidn) o el
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tiempo hasta la muerte. El significado de estos términos es
auto-explicativo y conocido para el experto en el campo. El
término “progresién” del céncer puede incluir la aparicidn
de recurrencia o metastasis, que se cree es un eventc mas
especifico durante la progresién del cédncer. La progresidn
del céancer, preferiblemente cancer de mama, estd "inhibida"
si la recurrencia o metdstasis del céancer se reduce, ralen-
tiza, retrasa o evita.

Los “nucleétidos” son “nucledsidos” que ademéds inclu-
yen un grupe fosfato covalentemente unido a la porcidn azu-
car del nucledsido. Para aquellos "“nucledsidos” que inclu-
yen un azlcar pentofurancsilo, el grupo fosfato puede estar
unido tanto a la matriz hidroxilo en 2', 3' o 5' del azi-

car. Un “nucledétido” es la “unidad monomérica” de un “oli-

gonuclebétido”, mAs generalmente denominado agui “compuesto
oligomérico”, o “polinucledtido”, mis generalmente denomi-
nado “compuesto polimérico”. Otra expresidén general, asi-

mismo, es &cido desoxiribonucleico (DNA} y &acido ribonu-
cleico (RNA). Como se usa aqui, el término "polinucledtido"
es sindénime de "adcido nucleico”.

El término "sonda“ se refiere a Acidos nucleicos (DNA
o RNA) producidos sintéticamente o biolégicamente gque, por
disefio o seleccién, contienen secuencias nucleotidicas es-
pecificas que les permiten hibridar bajo astringencias de-
finidas predeterminadas especificamente (es decir, prefe-
rentemente) a “acidos nucleicos”. Una "sonda" puede identi-
ficarse como una "sonda de captura® lo que significa que

ésta "captura" el &Acido nucleico de modo que pueda ser se-
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parado de materiales no deseados que puedan dificultar su
deteccién. Una vez se consigue la separacidén, la deteccidn
del “&cido nucleico diana” capturado puede conseguirse uti-
lizando un procedimiento adecuado. Las "sondas de captura®
a menudo se encuentran ya unidas a una fase sélida. De
acuerdo con la presente invencidén, el término hibridacién
bajo “condiciones severas”tiene el mismo significado que en
Sambrook et al. (Molecular Cloning, A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), paragrafo
1.101-1.104). Preferiblemente, una “hibridacidn severa” es
adecuada cuando una sefial de hibridacién alin es detectable
tras lavar durante 1 h con 1xSSC y SDS 0.1% a 50°C, prefe-
riblemente a 55°C, mas preferiblemente a 62°C, y mis prefe-
riblemente a 68°C, y mAs preferiblemente durante 1 hora con
0,2x8SC y SDS 0.1% a 50°C, preferiblemente a 55°C, més pre-
feriblemente a 62°C, y aun méds preferiblemente a 68°C. La
composicién del tampdén SSC se describe en Sambrook et al.
(Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press (1989)).

Un "polinucledtido transcrito" es un polinucledtido
(por ejemplo un RNA, un cDNA, o un analogo de un RNA o
cDNA} que es complementario u homdélogo con todo o una por-
cién de un RNA madurc producido por transcripcidén de un
gen, como el gen marcador de la invencidn, y el procesado
normal post-transcripcional {(por ejemplo corte y empalme),
gi ocurre, del trénscrito. El1 término “cDNA” es una abre-
viatura de DNA complementario, la copia de DNA de cadena

sencilla ¢ doble de un mRNA. El1 términc “mRNA” es una abre-
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viatura del RNA que sirve como molde para la sintesis pro-
teica.

El término “gen marcador” se pretende que incluya un
gen que es Util de acuerdo con esta invencidn para la de-
terminacidén de la progresidén del céancer en un paciente,
particularmente en un paciente con céncer de mama. Podria
llamarse también gen marcador de cancer, preferiblemente
cédncer de mama. El1 término "polinucledtide marcador" se
pretende gque incluya un transcrito de nucledtidos (hnRNA o
mRNA) codificado por un gen marcador de acuerdo con la in-
vencibén, o cDNA derivado del tréanscrito de nucledtidos, o
un segmento de. dicho transcrito o ¢DNA.

El término "proteina marcadora" se pretende que inclu-
va una proteina o polipéptido codificado por un gen marca-
dor de acuerdo con la invencidén, o un polipéptido o frag-
mento de proteina que comprende dicha proteina marcadora.

El término "producto génico" se pretende que incluya
un marcador polinucleotidico y una proteina marcadora codi-
ficada por el gen mencionado.

La expresgsidén de un gen marcador difiere "significati-
vamente" del nivel de expresién del gen marcador en una
muegtra de referencia si el nivel de expresidén del gen mar-
cador en una muestra del paciente difiere del nivel en una
muestra del sujeto de referencia en una cantidad mayor dque
el error estdndar del ensayo utilizado para valorar la ex-
presién, y preferiblemente es de al menos un 10%, y mas
preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%,

200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternati-

(2
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vamente, la expresidn del gen marcador en el paciente puede
considerarse "significativamente" inferior que el nivel de
expresién en un sujeto control si el nivel de expresidn en
una muestra del paciente es infericr al nivel en una mues-
tra del sujeto control en una cantidad superior al error
estdndar del ensayo utilizado para valorar la expresidn, Yy
preferiblemente es de al menos un 10%, y mas preferiblemen-
te un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%,
400%, 500% o 1.000% de esa cantidad.

Un polinucledtido marcador o una proteina marcadora
"corresponden a" otro polinucledtido marcador o proteina
marcadora si estd relacionado con éstos, particularmente
preferido es gque sea idéntico a éstos.

El término “nivel de expresidn” generalmente se refie-
re a la cantidad de un polinucledtido o un producto de ami-
nodcidos ¢ proteina en la muestra. “Expresidén" generalmente
se refiere al proceso por el cual la informacidn codificada
por un gen se convierte en las estructuras presentes y ope-
rativas en la célula, asimismo de acuerdo con la invencién,
el término ‘“expresidén” de un gen (marcador) incluye 1la
trangcripcidén en un polinucledtido, la traduccidn en una
proteina y ademds la modificacidn post-traduccional de 1la
proteina. Los fragmentosgs del polinucledtido transcrito, la
proteina traducida o) la proteina modificada post-
traduccionalmente pueden también referirse como expresados
sl se originan por ejemplo de un transcrito generado por
corte vy empalme alternativo, un transcrito degradado o pro-

cesado post-traduccional de la proteina, por ejemplo me-
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diante protedlisis. Como se usa aqui, los “genes expresa-
dos” incluyen aquellos que son transcritos a un polinucled-
tido como mRNA y luego traducidos a una proteina. Este tér-
mino puede también incluir los genes expresados gque son
transcritos a RNA pero no traducides a una proteina (por
ejemplo, RNA de transferencia y ribosomal). Los términos
"sobreexpresidén" e "infraexpresién" se refieren a una des-
viacidén hacia arriba y hacia abajo respectivamente en los
niveles de expresién comparado con el nivel de expresidn
basal en una muestra utilizada como contrcol. La “sobreex-
presidén” es por lo tanto también ‘expresidn aumentada” e
"infraexpresidn" eg “expresidn reducida”.

El término “anfiregulina” estd relacionado con un gen
que codifica una proteina y con la propia proteina que es
un miembro de la familia del factor de crecimiento epidér-
mico. Es un factor de crecimiente autocrino asi como un mi-
tégeno para 1os astrociteos, las células de Schwann, y los
fibroblastos. Estd relacionado con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante
alfa (TGF-alfa). Esta proteina interacciona con el receptor
del EGF/TGF-alfa para promover el crecimiento de las célu-
las epiteliales normales e inhibir el crecimiento de cier-
tas lineas celulares de carcinoma agresivo. De acuerdo c¢on
la invencidn, la secuencia de aminodcidos de Her2 es la se-
cuencia de amincdcidos de acuerdo con el ID de SEC Nim. 1.
De acuerdo con la invencién, la secuencia de acido nucleico

del cDNA de la “anfiregulina” es la secuencia de acido nu-
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cleico de acuerdo con el ID de SEC Nim. 5 al que se puede
acceder én GenBank con el nilmero de acceso NM_001657.

El término “factor de crecimiento transformante alfa”
estid relacionado con un gen que codifica una proteina y con
la propia proteina, gue es un miembro de la familia de los
factores de crecimiento transformantes (TGFs). Estos son
polipéptidos bioldgicamente actives que confieren de forma
reversible el fenotipo transformadc a células en cultivo.
El “factor de crecimiento transformante alfa” muestra alre-
dedor de un 40% de homologia de secuencia con el factor de
crecimiento epidérmico y compite con el EGF por la unidn al
receptor de EGF, estimulando su fosfeorilacién y produciendo
una respuesta mitogénica. De acuerdo con la invencidn, la
secuencia de aminodcidos del “factor de crecimiénto trans-
formante alfa” es la secuencia de aminodcidos de acuerdo
con el ID de SEC NGm. 3. De acuerdo con la invencién, la
secuencia de &acido nucleico del cDNA del “factor de creci-
miento transformante alfa” es la secuencia de acido nuclei-
co de acuerdo con el ID de SEC Nam. 7 al gque se puede acce-
der en GenBank con el niumero de accesc NM_003236.

El término “factor de crecimiento epidérmico” estd re-
lacionado con un gen que codifica una proteina y con la
propia proteina que es un miembro de la familia de los fac-
tores de crecimiento. El1 “factor de crecimiento epidérmico
(EGF)” tiene un importante efecto sobre la diferenciacién
de células especificas in vivo y es un potente factor mito-
génico para una variedad de células en cultivo tanto de

origen ectodérmico como mesodérmico. Se cree que el precur-
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sor del EGF existe como una molécula unida a membrana dgue
es escindida protecliticamente para generar la hormcona pep-
tidica de 53 aminoidcidos que estimula que las células se
dividan. De acuerdc con la invencién, la secuencia de ami-
nodcidos del “factor de crecimiento epidérmico” es la se-
cuencia de aminodcidos de acuerdo con el ID de SEC Nim. 2.
De acuerdo con la invencidn, la secuencia de &dcide nucleico
del cDNA del “factor de crecimiento epidérmico (EGF)” es la
secuencia de &cido nucleico de acuerdo con el ID de SEC
Nim. 6 al gue se puede acceder en GenBank con el nimero de
acceso NM 001963. El ‘“receptor del factor de crecimiento
epidérmico” abreviado como EGFR, una glicoproteina de 170-
kD, estd formada por un dominic extracelular N-terminal, un
dominio transmembrana hidrofdbiceo, y una regidn intracelu-
lar C-terminal que contiene el dominio gquinasa. El1 mRNA
tiene diferentes variantes traducidas a diferentes protei-
nas receptor. De acuerdo con la invencién, la secuencia de
aminodcidos del “receptor del factor de crecimiento epidér-
mico” es la secuencia de amincdcidos de acuerdo con el ID
de SEC NOm. 11 (tréanscrito variante 1; numero de acceso de
GenBank NM_005228), ID de SEC Nam. 12 (transcrito variante
2; nlUmero de acceso de GenBank NM_201282), ID de SEC Num.
13 (transcrito variante 3; numeroc de acceso de GenBank
NM_201283), o ID de SEC Num. 14 (transcrito variante 4; nai-
mero de acceso de GenBank NM_201284). El1 EGFR, codificado
por gen erbBl, ha sido implicado con una relacidén causal en
las neoplasias humanas. En particular, se ha cbservado la

expresidén aumentada de EGFR en el cancer de mama, vejiga
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urinaria, pulmdén, cabeza, cuello y estdmago asi como en
glioblastomas. La dimerizacidn inducida por 1ligando del
EGFR activa el dominio RTK intrinseco (un dominio de homo-
logia a Src 1, SH1}), lo gue resulta en la autcofosforilacidn
en seis residucs tirosina especificos del EGFR en la cola
no catalitica del dominio citoplasmatico. Los efectos celu-
lares de la activacidén del EGFR en una célula cancerosa in-
cluyen la proliferacién aumentada, promocién de la motili-
dad celular, adhesidén, invasidén, angiogénesis, y aumento de
la supervivencia celular mediante la inhibicidén de la apop-
tosis. El EGFR activado induce la proliferacidn de las cé-
lulas tumorales a través de la estimulacién de la cascada
de la proteina quinasa activada por mitdgenocs (MAPK).

Los términos “neu humano”, “c-erbB-2”, “erbB2”, “erbB-
2", “HER-2/neu”, y “HER-2” se utilizan aqui de forma inter-
cambiable. El1 término “Her2” se relaciona con un gen gue
codifica una proteina y con la propia proteina, que es un
miembro de la familia de receptores tirosina quinasa de la
familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico
(EGF) . Esta proteina no tiene un dominio de unidén a ligando
por si misma y por lo tanto no puede unir factores de cre-
cimiento. Sin embargo, se une fuertemente a otros miembros
de la familia del receptor de EGF unidos a ligando para
formar un heterodimero, egtabilizande la unidén al ligando vy
aumentando la activacién mediada por la quinasa de las vias
de seflalizacidén posteriores, como las gque involucran a la
proteina gquinasa activada por mitdégenos y a la fosfatidili-

nositol-3 quinasa. Se han descrito variacicnes alélicas en
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las posiciones aminocacidicas 654 y 655 de la isoforma a
(posiciones 624 y 625 de la isoforma b), siendo el preferi-
do el alelo mé&s comiin, Ile654/Ile655 de acuerdeo con la in-
vencién. La amplificacién y/o sobreexpresidén de este gen se
ha descrito en numercsasg necoplasias, lo que incluye los tu-
mores de mama y ovAricos. El corte y empalme alternativo
resulta en muchos transcritos varianteé adicionales, codi-
ficando algunos diferentes isoformas y otros ain no se han
caracterizado completamente. De acuerdo con la invencidn,
la secuencia de amincdcidos de Her2 es la secuencia de ami-
noacidos de acuerdo con el ID de SEC Nim. 4. De acuerdo con
la invencidn, 1la secuencia de &cido nucleico del cDNA de
“Her2” es la secuencia de &acido nucleico de acuerdo con el
ID de SEC Num. 8 al que se puede acceder en @enBank con el
nimero de acceso NM 004448.2.

El “dominio extracelular de Her2” o “dominio de libe-
racién extracelular de Her2” es una glicoproteina de entre
97 y 115 kDa que corresponde sustancialmente al dominio ex-
tracelular del producto génicoe Her2 humano. Puede estar re-
ferido como pl05 (Zabrecky J. R. et al., J. Biol. Chem. 266
(1991) 1716-1720; US 5.401.638; US 5.604.107). La cuantifi-
cacién y deteccidén del dominio extracelular de Her2 se des-
cribe en 1las patentes estadounidenses US 5.401.638 y US
5.604.107,

El término "“Her3” se aplica a otro miembro de los re-
ceptores tirosina quinasa de la familia del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR). Esta proteina uni-

da a membrana no tiene un dominio activo quinasa. La pro-
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teina puede unir ligandos pero no transmitir una sefial en
la célula. Esta forma heterodimeros con otros miembros de
la familia del receptor de EGF que tienen actividad gquina-
sa, lo que da lugar a la proliferacién o diferenciacidén ce-
lular. La amplificacién de este gen y / o la sobreexpresidén
de esta proteina se encuentra en numercsas neoplasias. De
acuerdo con la invencidn, la secuencia de aminocacidos del
cDNA de “Her3” es la secuencia de aminodcidos de acuerdo
con el -ID de SEC Num. 9 al que se puede acceder en GenBank
al traducir la secuencia de &cido nucleico de Her3 con el
nimero de acceso NM 001005915. De acuerdo con la invencién,
la secuencia de acido nucleico del c¢DNA de “Her3” esg la se-
cuencia de &acido nucleico de acuerdo con el ID de SEC NUm.
10 al que se puede acceder en GenBank con el nimero de ac-
ceso NM 001005915.

El término "anticuerpo" se utiliza aqui en su sentido
mas amplic y cubre especificamente los anticuerpos monoclo-
nalegs intactos, los anticuerpos policlonales, los anticuer-
pos multiespecificoé (por ejemplc, los anticuerpos biespe-
cificos) formados de al menos dos anticuerpos intactos, y
los fragmentos de anticuerpo, siempre gque tengan la activi-
dad bioldégica desgeada.

El término "anticuerpo monoclonal"” tal y como se uti-
liza aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una po-
blacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es de-
cir, los anticuerpos individuales que comprende la pobla-
cidn son idénticos con la excepcidn de posibleé mutaciones

que aparecen naturalmente gque pueden estar presentes en
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cantidades menores. Los anticuerpos monoclonales son alta-
mente especificos, y estan dirigidos contra un Unico sitio
antigénico. Ademas, al contrario qﬁe las preparacicnes de
anticuerpos policlonales, que incluyen diferentes anticuer-
pos dirigidos contra diferentes determinantes (epitopos},
cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un unico deter-
minante del antigeno. Ademés de su especificidad, los anti-
cuerpos monoclonales tienen la ventaja de que pueden sinte-
tizarse de forma no contaminada por otros anticuerpos. El
modificador "monoclonal" indica el cardcter del anticuerpo,
su obtencién a partir de una poblacién sustancialmente
homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse gue se
requiere la produccidén del anticuerpo mediante ningin méto-
do en particular. Por ejemplo, lcs anticuerpos monoclonales
que ge ugan de acuerdo con la presente invencién pueden ob-
tenerse mediante el método del hibridoma descrito inicial-
mente por Kohler, G. et al., Nature 256 (1975) 495-497, o
pueden obtenerse mediante métodos de DNA recombinante (véa-
se, por ejemplo U. S. 4.816.567). Los "fragmentos de anti-
cuerpo" comprenden una porcidén de un anticuerpo intacto.

Un anticuerpo "que une" un antigeno de interés de
acuerdo con la invencidén es aquel capaz de unirse al anti-
geno con suficiente afinidad para que el anticuerpo sea
til en la deteccidn de la presencia del antigeno. El anti-
cuerpo de acuerdo con la invencidén es aguel que se une a
Her2 humano y no reacciona de forma cruzada (significativa-
mente) <¢on otras proteinas. En estas realizaciones, la

unién del anticuerpo a otras proteinas serd inferior al 10%



10

15

20

25

=23 -
como se determina mediante andlisis de seleccidn celular
activada por fluorescencia (FACS) o radioinmuncprecipita-
cién (RIA).

La dimerizacidén - el emparejamiento de receptores - es
esencial para la actividad de sefalizacidén de todas los re-
ceptores HER. De acuerdo con la invencidn, el términoc "in-
hibidor de la dimerizacidédn de Her" o preferiblemente "in-
hibidor de la heterodimerizacidén de Her2" se refiere a un
agente terapéutico que se une a Her2 e inhibe la heterodi-
merizacidén de Her2. Son preferibleﬁente anticuerpcs, prefe-
riblemente anticuerpos monoclonales, mas preferikblemente
anticuerpos humanizados gque se unen a Her2 e inhiben la
heterodimerizacidn de Her2. Ejemplos de anticuerpos que se
unen a HERZ2 incluyen el 4D5, 7C2, 7F3 o 204 asi como las
variantes humanizadas de los mismos, incluyendo el
huMAb4D5-1, huMAb4D5-2, huMAb4DS-3, huMAb4D5-4, huMAb4DS5-5,
huMAb4D5-6, huMAb4DS5-7 y huMAb4D5-8 como se describe en la
Tabla 3 de la patente U.S. 5.821.337; y los nUimeros de mu-
tante del 2C4 humanizado 560, 561, 562, 568, 5639, 570, 571,
574, o 56869 comc se describe en la W001/00245. E1 7C2 y
7F3, y las variantes humanizadas de los mismos se describen
en la W098/17727. Este término puede no aplicarse a los an-
ticuerpos monoclonales como el tratuzumab vendide bajo el
nombre Herceptin™ ya que el mecanismo de accidén es diferen-
te y este anticuerpo no inhibe la dimerizacidén de Her.

Es preferido a lo largo de la solicitud el “anticuerpo
2C4”, en particular la variante humanizada del mismo (WO

01/00245; producida por la linea celular de hibridoma depo-
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sitada en la American Type Culture Collection, Manassass,
VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que Se une a una re-
gién en el dominio extracelular de Her2 (por ejemplo, uno a
més residuos cualquiera de la regidén entre alrededor del
residuc 22 a alrededor del residuc 584 de Her2, ambos in-
cluidos). El1 "epitopoc 2C4" es la regidén en el dominio ex-
tracelular de ErbB2 a la cual se une el anticuerpo 2C4. La
expresién "anticuerpo monoclonal 2C4" se refiere a un anti-
cuerpo que tiene los residuos de unidén al antigenc del an-
ticuerpo 2C4 murino, o uno derivado del mismo, de los Ejem-
plos en la WO 01/00245. Por ejemplo, el anticuerpo monoclo-
nal 2C4 puede ser el anticuerpo monoclonal 2C4 murino © una
variante del mismo, como el anticuerpo 2C4 humanizado, que
posea los residuos aminoacidicos de unidén a antigeno del
anticuerpo meonoclonal 2C4 murino. Ejemplos de anticuerpos
2C4 humanizados se proporcionan en el Ejemplo 3 de la WO
01/00245. A menos que se indique de otro modo, cuando la
expresidén "rhuMAb 2C4" se usa aqui se refiere a un anti-
cuerpo que comprende las secuencilas variable ligera (VL) vy
variable pesada (VH) de ID de SEC NGm. 3 y 4 de la WO
01/00245, respectivamente, fusionadas con las secuencias de
la regién constante ligera y pesada de la IgGl humana (alo-
tipoc no A) opcicnalmente expresada en células de ovarioc de
hamster chino (CHO). Las realizaciones preferidas de la WO
01/00245 son también preferidas aqgui. El1 anticuerpo 2C4
humanizado se llama también Omnitarg™ o pertuzumab.

Un “equipo” es cualquier manufactura (por ejemplo pa-

quete o contenedor) gque comprenda al menos un reactivo, por
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ejemplo una sonda, para la deteccidn especifica de un gen
marcador o proteina de la invéncién. La manufactura es pre-
feriblemente promovida, distribuida, o vendida como una
unidad para realizar los métodos de la presente invencidn.

Los verbos “determinar” y “valorar” pueden tener el
mismo significado y se utilizan de forma intercambiable a
lo largo de la solicitud.

Descripcién Detallada de la Invencidn

Las técnicas ‘convencionales de bioclogia molecular vy
quimica de &cidos nucleicos, que forman parte de la expe-
riencia en la materia, se explican en la literatura. Véase,
por ejemplo, Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A La-

boratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold

Spring Harbor, New York, 1989, Gait, M. J., (ed.), Oligonu-
cleotide synthesis - a practical approach, IRL Press Limi-
ted, 1984; Hames, B. D., y Higgins, S. J., (eds.), Nucleic
acid hybridization - a practical approach, IRL Press Limi-

ted, 1985; y una serie, Methods in Enzymology, Academic
Press, Inc., todos ellos incorporados aqui como referencia.
Todas las patentes, solicitudes de patente, y publicaciones
mencionadas aqui, tantc anteriormente como a continuacidn,
ge incorporan aqui como referencia.

En una realizacién de la invencidn, se describe un mé-
todo para la prediccidn de la respuesta a un tratamiento
con un inhibidor de la dimerizacidn de HER en un paciente,
lo que‘comprende los pasos de

a) valorar en una muestra bioldégica del paciente

29



10

15

20

25

-26 -

- un gen marcador o una combinacidén de genes marcado-

res seleccionados de entre el grupo que consiste en el

gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 o

- una combinacién de genes marcadores que comprende un

gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador se-

leccionado del gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa y de HER2, ¥y

b} predecir la respuesta al tratamiento con el inhibi-
dor de la dimerizacidén de HER en el paciente mediante la
evaluacidn de los resultados del paso a).

Preferiblemente, en el método de acuerdo con la inven-
cidén, el pasc a) de valoracidén del gen marcador o la combi-
nacién de genes marcadores comprende

al) valorar el nivel de expresidn de gen marcador o la
combinacidn de genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresidn valorado en el
paso al) estd por encima o por debajo del valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado
en masa / volumen para el suero o plasma sanguinec o masa /
masa para el tejido tumoral. Puede medirse mediante métodos
conocidos para el experto versado en la materia y también
descritos en esta invencidn.

En una realizacidn preferida de la invencidn, si el
valor estd por encima o por debajo del wvalor umbral, puede
determinarse la respuesta al tratamientoc. Respecto al uso

de un tUlnico gen marcador de acuerdo con la invencidn, la

A\
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situacidédn es la siguiente. Respecto al gen marcador del
factor de crecimiento transformante alfa solo, son favora-
bles los niveles bajos de expresidén son favorables para la
supervivencia libre de progresidén (tiempo hasta la muerte ©
progresidn) y supervivencia global (tiempo hasta la muerte)
tras el tratamiento con un inhibidor de la dimerizacidn de
HER, es decir, un bajo nivel de expresidén del gen marcador
del factor de crecimientoc transformante alfa predice una
buena respuesta a un tratamientc con un inhibidor de la di-
merizacidén de HER. Este es el caso tanto para los covaria-
dos clinicos crudos como ajustados. Por lo tanto, es prefe-
rible que el nivel de expresidn valorado en el paso al} del
gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa
esté por debajo del valor umbral para predecir una buena
regspuesta al tratamiento con un inhibidor de la dimeriza-
cién de HER en un paciente. Este es también el caso del gen
marcador de Her2 solo, particularmente para el dominio ex-
tracelular de Her2 soluble, y el gen marcador del factor de
crecimiento epidérmico solo.

Respecto al gen marcador de anfiregulina sclo, en un
andlisis de los datos crudos son favorables los niveles ba-
jos de expresidén para la supervivencia libre de progresidn
(tiempo hasta la muerte o progresidn) y supervivencia glo-
bal (tiempo hasta la muerte) tras el tratamiento con un in-
hibidor de la dimerizacidén de HER, es decir, un bajo nivel
de expresidn del gen marcador de la anfiregulina predice
uria buena respuesta a un tratamiento ccn un inhibidor de la

dimerizacién de HER. Este es el caso tanto para los cova-



10

15

20

25

-28 -

riados clinicos crudos como ajustados. Los andlisis de los
datos ajustados para log covariados clinicos indican que
los niveles altos de expresidn son favorables para la su-
pervivencia libre de progresién (tiempo hasta la muerte o©
progresidn) y la supervivencia global (tiempo hasta la
muerte) tras el tratamiento con un inhibidor de la dimeri-
zaciédn de HER.

Ya que los genes marcadeores, en particular en suero,
pueden utilizarse en modelos de prediccidén de marcador mil-
tiple gue incluyen potencialmente otros covariados clini-
cog, en dichos modelos no puede determinarse de forma sim-
ple la direccidén de un efecto beneficicsos de un {nicc gen
marcador, vy puede contradecir la direccidén encontrada en
los andlisis univariados, es decir, la situacidén que se ha
descrito para el gen marcador sclo.

Mas preferiblemente, en el método marcador de acuerdo
con la invencién, el wvalor umbral se determina antes del
paso al) del métecdo de la invencién mediante

1} la valoracidén del nivel de expresidn del gen marca-
dor o de la combinacién de genes marcadores en una plurali-
dad de muestras biocldgicas de pacientes antes del trata-
mientc con el inhibidor de la dimerizacidén de HER,

2) el tratamiento de lcs pacientes con el inhibidor de
la dimerizacién de HER,

3) la correlacién de la respuesta de los pacientes
tratados con el inhibier de la dimerizacidn de HER con el

nivel de expresidén del gen marcador o la combinacidén de ge-
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nes marcadores determinados en el paso a) determinando de
ese modo el valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado
en masa / volumen para el suero o plasma sanguineo o masa /
masa para el tejido tumoral.

La presente invencidén también considera las mutaciones
o variantes del gen marcador de acuerdo con la presente in-
vencidén y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la
invencidén. En estos mutantes © variantes, la secuencia na-
tiva del gen marcador se cambia mediante sustituciones, de-
leciones o insercicnes. La "secuencia nativa" se refiere a
una secuencia de aminodcidos o &cido nucleico gue es idén-
tica a la forma tipo salvaje o nativa de un gen marcador o
proteina.

La presente invencidén también considera los mutantes o
variantes de las proteinas de acuerdo con la presente in-
vencién y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la
invencidén. Una "secuencia'de aminodcidogs mutante", "protei-
na mutante” o "polipéptido mutante" se refiere a un poli-
péptido con una secuencia de aminoacidos gque varia de la
secuencia nativa o estd codificada por una secuencia de nu-
cledétidos que se ha alterado intencionadamente a partir de
la secuencia nativa. Una "proteina mutante", "proteina va-
riante" o "muteina" significa una proteina que comprende
una secuencia de amincicidos mutante e incluye los polipép-
tidos que difieren de 1la secuencia de amincacidos de la
proteina nativa de acuerdo con la invencién debido a dele-

ciones y sustituciones de aminoacidos, o ambas.

X

ba)
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La presente invencidn también considera un método para
la prediccidén de la respuesta a un tratamiento con una com-
binacién de un inhibidor de la dimerizacién de HER y otra
sustancia ¢ agente como un agente quimioterapéutico o un
anticuerpo terapéutico utilizado para el tratamiento del

cancer. El1 agente quimioterapéutico puede ser por ejemplo

gemcitabina (Gemzar?®; nomenclatura quimica: 2',2'-
diflucorodeoxicitidina (dFdQC) ), carboplatino ({diamina-
{(ciclebutano-1,1-dicarboxilato(2-)-0,0"')-platino), o pacli-
taxel (Taxol®, nomenclatura quimica: éster de B-

{benzoilamino) -a-hidroxi-6,12b-bis(acetiloxi)~12-
(benzoiloxi)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11, 12,12a,12b-dodecahidro-
4,11-dihidroxi-4a,8,13,13-tetrametil-5-0x0-7,1l1-metano-1H-
ciclodeca(3,4)benz(1l,2-b)oxet-9-ilo, (Acido 2aR- (2a-o, 4-
B,4a-B,6-B,9%-a(a-R*,p-S*),11-w,12-&,12a-o, 2b-a) ) -
bencenpropanoico) .

En una realizacidn preferida de la invenciédn, la mues-
tra bioldgica es suerc sanguineo, plasma sanguineo o tejido
tumoral. El tejido tumoral puede gser fijado en formalina y
embebido en parafina o tejido tumoral fresco congelado.

En otra realizacidn preferida de la invencidn, el in-
hibidor de la dimerizacién de HER inhibe la heterodimeriza-
cién de HER2 con EGFR o HER3. Preferiblemente, el inhibidor
de la dimerizacidén de HER es un anticuerpo, preferiblemente
el anticuerpo 2C4. A lo largo de esta solicitud es preferi-
dc el “anticuerpo 2C4”, en particular la variante humaniza-
da del mismoc (WO 01/00245; producido por la linea celular

de hibridoma depositada en la American Type Culture Collec-
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tion, Manassass, VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que
se une a‘una regién del dominio extracelular de Her2 (por
ejemplo, unc o mas residuos cualquiera de la regidén de al-
rededor del residuo 22 a alrededor del residuo 584 de Her2,
ambos incluides). Ejemplos de anticuerpos 2C4 humanizados
ge proporcionan en el Ejempio 3 de la WO 01/00245. El1 anti-
cuerpo 2C4 humanizado también se denomina Omnitarg™ o per-
tuzumab.

En otra realizacidén preferida de la invencidn, el pa-
ciente es un paciente con cancer, preferiblemente un pa-
ciente con cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pul-
mdén o cancer de proéstata. El paciente con cldncer de mama es

preferiblemente un paciente con céncer de mama metastésico

‘o0 paciente con cdncer de mama con una baja expresién de

HER2, metastédsico o no. El paciente con cancer de ovario es
preferiblemente un paciente con céncer de ovario metastési-
co. El paciente con cancer de pulmdn es preferiblemente un
paciente con céncer de pulmén de células no pequeflas
(NSCLC)

Es preferible que se utilicen en combinacidén dos, tres
¢ los cuatro genes marcadores, polinucledtidos marcadores o
proteinas marcadoras, es decir gque se utilicen en todas las
realizaciones descritas de la invencién o en los métodos,
1808 © equipos de acuerdo con la invencidn. Preferiblemen-
te, se valora el nivel de expresidn de

- una combinacién del gen marcador, la proteina

marcadora o polinucledtido marcador del factor de creci-



10

15

20

25

32 -
miento epidérmico, el factor de crecimiento transformante
alfa o el HERZ,

- una combinacidén de genes marcadores, que compren-
den un gen marcador de anfiregulina y un gen marcador se-
leccionado de entre un gen marcador del factor de creci-
miento epidérmico, el factor de crecimiento transformante
alfa o de HER2,

- una combinacidén del gen marcador, proteina marca-
dora o polinucledtidec marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el factor de crecimiento transformante alfa o
de HER2, o

- una combinacién del gen, proteina o polinucledti-
do marcadores del factor de crecimiento transformante alfa
y el de HER2.

En una realizacidn particularmente preferida de la in-
vencién, la combinacidén de genesg marcadores consiste en:

- el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y de HER2, o©

- el gen marcador de la anfiregulina, del factor de
crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y de HER2.

En una realizacién preferida de la invencién, el nivel
de expresién de un gen marcador o la combinacidén de genes
marcadores en la muestra se valora mediante la detecciédn
del nivel de expresidén de una proteina marcadora o un frag-
mento de la misma © una combinacién de proteinas marcadoras
o fragmentos de las mismas codificadas por el gen marcador

o la combinacidén de genes marcadores. Preferiblemente, el



10

15

20

25

-33-

nivel de expresidén de la proteina marcadora o el fragmento
de la misma o la combinacidén de proteinas marcadoras © los
fragmentos de las mismas se detectan utilizando un reactivo
que se une especificamente a la proteina marcadora o el
fragmento de la misma é la combinacién de proteinas marca-
doras o los fragmentos de las mismas. Preferiblemente, el
reactivo se selecciona de entre el grupo gue consiste en un
anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo o un derivado de
un anticuerpo.

Hay muchos tipos diferentes de inmunoensayds que pue-
den utilizarse en el método de la presente invencidn, por
ejemplo el ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA),
ensayo inmunosorbente fluorescente (FIA}, ensayo inmunosor-
bente ligado a quimicos (CLIA), radioinmunoensayo (RIA}, ¥y
inmunoblotting. Para una revisidén de los diferentes inmu-
noensayos que pueden utilizarse, véase: Lottspeich y Zorbas
(eds.), Bicanalytik, 1* edicidén 1998, Spektrum Akademischer
Verlag, Heidelberg, Berlin, Alemania. Asimismo, en otra
realizacidén preferida de la invenciédn, el nivel de expre-
sién se determina utilizande un método seleccionado de en-
tre el grupo que consiste en protedmica, citometria de flu-
jo, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, ensayo inmuno-
sorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente ligado a
enzima multicanal, y variaciones de estos métodos. Asimis-
mo, méds preferiblemente, el nivel de expresidén se determina
utilizando un _método seleccionado ae entre el grupo gue
consiste en protedmica, citometria de flujo, inmunocitoqui-

mica, inmunohistoquimica, ensayo inmunosorbente ligado a

<%
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enzima, ensgayo inmunosorbente ligado a enzima multicanal, vy
variaciones de estos métcdos.

En otra realizacidn preferida de 1la invencidén, el
fragmento de la proteina marcadora es el dominio extracelu-
lar de la proteina margadora HERZ2. Preferiblemente, el do-
minio extracelular de la proteina marcadora HER2 tiene un
peso melecular de aproximadamente 105.000 Dalton. “Dalton”
es una unidad de masa que es igual al peso de un &tomo de
hidrégeno, o 1.657 x 102* gramos.

En otra realizacidén preferida de la invencién

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora
de la anfiregulina es la secuencia de amincdcidos ID de SEC
Nam. 1,

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora
del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia de
aminodcidos ID de SEC Nim. 2,

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora
del factor de crecimiento transformante alfa es la secuen-
cia de aminodcidos ID de SEC Nam. 3, ©

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora
HER2 es la secuencia de amincdcidos ID de SEC Nam. 4.

En otra realizacidén preferida de la invencidén, el va-
lor umbral en suero sanguinec de

- la proteina marcadora del factor de crecimiento
transformante alfa estd entre 2,0 y 5,0 pg/ml, preferible-

mente alrededor de 3,5 pg/ml,

P
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- la proteina marcadora del factor de crecimiento epi-
dérmico estd entre 100 y 250 pg/ml, preferiblemente alrede-
dor de 150 pg/ml, o

- la proteina marcadora de la anfiregulina esta entre
6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12 pg/ml.

En otra realizacidén preferida de la invencidn, el va-
lor umbral en suero sanguineo del dominio extracelular de
la proteina marcadora HER2 estd entre 12 y 22 ng/ml, pfefe—
riblemente alrededor de 18 ng/ml,

En otra realizacién preferida de la invencidén, el ni-
vel de expresidén del gen marcador o la combinacidédn de genes
marcadores en la muestra bioldgica se wvalora mediante la

deteccidn del nivel de expresién de un polinucledtido mar-

" cador transcrito codificado por el gen marcador o un frag-

mento del polinucledtido marcador transcrito o de polinu-
cledtidos marcadores transcritos codificados por la combi-
nacién de genes marcadores o fragmentos del polinucledtido
marcador transcrito. Preferiblemente, el polinucledtido
marcador transcrito es un c¢DNA, mRNA o hnRNA o los polinu-
cledtidos marcadores transcritos son cDNA, mRNA o hnRNA.
Preferiblemente, el pasco de deteccién ademds comprende
la amplificacidén del polinucleétido transcrito. La amplifi-
cacién se realiza pref;riblemente con la reaccidén en cadena
de la polimerasa que amplifica especificamente los A&acidos
nucleicos hasta una cantidad detectablé. Otras posibles re-
acciones de amplificacidén son la reaccidn en cadena de la

ligasa (LCR; Wu D. Y. y Wallace R. B., Genomics 4 (1989)

560-69; y Barxrany F., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88

%
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{1991)189-193); la reaccidén en cadena de la ligasa polime-
rasa (Barany F., PCR Methods and Applic. 1 (1991) 5-16); la
Gap-LCR (WO 90/01069); la reaccidén en cadena de reparacidn
(EP 0439182 A2), la 3SR (Kwoh D. Y. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86 (1989) 1173-1177; Guatelli J.C., et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87 (1990) 1874-1878; WO
92/08808), y la NASBA (US 5,130,238). Ademds, existe la am-
plificacidén de desplazamiento de cadena (SDA}, la amplifi-
cacién mediada por transcripcidén (TMA}), y la amplificacidn
QB (para una revisién véase por ejemplo Whelen A. C. y Per-
sing D. H., Annu. Rev. Microbiol. 50 (1996} 349-373; Abram-
son R. D. y Myers T. W., Curr Opin Biotechnol 4 (1993) 41-
47} . Mas preferiblemente, en el paso de deteccidn se utili-
za el método de la reaccidn en cadena de la polimerasa
cuantitativa transcriptasa reversa.

Otros métodos de deteccidn de polinucledtidos son co-
nocidos para el experto en el campo y estdn descritos en
los libros de texto estandar como Sambrook J. et al., Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor La-
boratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1889 y Ausu-
bel F. et al.: Current Protocols in Molecular Biology 1987,
J. Wiley y Sons, NY. Pueden darse pascos de purificacidn
adicionales antes de llevar a cabo el paso de deteccidn del
polinucledétido como por ejemplo un paso de precipitacién.
Log métodos de deteccidn pueden incluir perc no se limitan
a la unién o intercalado de colorantes especificos como el
bromuro de etidio, que se intercala en los polinucledtidos

de doble cadena y cambia asi su fluorescencia. Opcionalmen-
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te, el polinucledtidc purificado puede también separarse
mediante métodos electroforéticos tras una digestién por
restriccidén y visualizarse posteriormente. También existen
ensayos basados en sondag que utilizan la hibridacién ael
oligonucledtide a secuencias especificas y 1la deteccién
subsiguiente del hibrido. También es posible secuenciar el
DNA tras los pasos adicionales conocidos por el experto en
la materia. La polimerasa de DNA dependiente de molde pre-
ferida es la Tag polimerasa.

En otra realizacidn preferida de la invencidn, el ni-

vel de expresién del gen marcador se wvalora mediante la de-

teccién de la presencia del polinucledtido marcador trans-

crito o el fragmento del mismo en una muestra con una sonda
que se aparea con el polinucledtido marcador transcrito o
el fragmento del mismo en condiciones de hibridacién seve-
rags, o© el nivel de expresién de la combinacidén de genes
marcadores en las muestras se valora mediante la deteccidn
de la presencia de polinucledtidos marcadores transcritos o
los fragmentos de los mismos en una muestra con sondas que
se apareaan con los polinucledtidos marcadores transcritos
o los fragmentcs de los mismos en condiciones de hibrida-
cién severas. Este método puede realizarse en un sistema de
ensayo homogéneo. Un ejemplo sistema de ensayo "homogéneo"
es el sistema TagMan® que se ha detallado en 1la US
5.210.015, US 5.804.375 y US 5.487.972. Brevemente, el mé-
todo se basa en una sonda doblemente marcada y en la acti-
vidad exonucleasa 5'-3' de la Tag polimerasa de DNA. La

sonda es complementaria a la secuencia diana a amplificar

4\
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en el proceso de PCR y estd localizada entre los dos ceba-
dores de la PCR durante cada ciclo de polimerizacidn. La
sonda tiene dos marcas flucrescentes unidas a ella. Una es
un colorante marcador, como la 6-carboxifluoresceina (FAM),
que tiene su espectro de emisidén bloqueado por transferen-
cia de energia debido a la proximidad espacial de un segun-
do colorante fluorescente, la 6-carboxi-tetrametil-rodamina
(TAMRA) . En el transcurso de cada ciclo de amplificacién,
la Taqg polimerasa de DNA desplaza y degrada la sonda apa-
reada con el proceso de elongar una cadena de DNA cebada,
debido a la actividad exonucleasa 5'-3' intrinseca de la
polimerasa. El mecanismo también libera el colorante marca-
dor de la actividad blogueante de TAMRA. Como consecuencia,
la actividad fluorescente aumenta con el aumento de la es-
cigién de la sonda, que es proporcional a la  cantidad de
producto de PCR formado. De acuerdo con esto, la secuencia
diana amplificada se mide detectando la intensidad de la
marca fluorescente liberada. Otro ejemplo de sistemas de
ensayo "homogéneos" se proporcionan con los formatos utili-
zados en el instrumento LightCycler® (véase por ejemplc la
US 6.174.670), algunos llamados en ocasiones formatos de
‘sondas de beso”. De nuevo, el principio se basa en dos co-
lorantes que interaccionan, sin embargo, se caracterizan en
que la longitud de onda de emisidn de un colorante donador
excita un colorante aceptor mediante transferencia de ener-
gia por resonancia fluorescente. El instrumento COBAS® Am-
pliPrep (Roche Diagnostics GmbH, D-68305 Mannheim, Alema-

nia) se ha presentado recientemente para expandir la auto-
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matizacidén mediante el aislamiento de secuencias diana gque
utilizan secuencias biotiniladas sondas de captura especi-
ficas junto con particulas magnéticas recubiertas de es-
treptavidina (Jungkind D., J Clin Virol 20 {2001) 1-6;
Stelzl E. et al., J Clin Microbiol 40 {2002) 1447-1450}.
Ultimamente se le ha unido una herramienta adicional verséa-
til, el equipo Total Nucleic Acid Isolation (TNAI) (Roche
Diagnostics) . Este reactivo para su uso en laboratorio per-
mite el aislamiento genéricco, no especifico de secuencia de
todos los &cidos nucleicos del plasma y suero en el instru-
mento COBAS® AmpliPrep, basado esencialmente en el método
desarrcllado por Boom R. et al., J Clin Microbiol 28 (1990)
495-503.

En cotra realizacidén preferida de la invencidén, la se-
cuencia de &cido nucleico del polinucledtido marcador de la
anfiregulina es la secuencia de &acido nucleico ID de SEC
Nam, 5,

- la secuencia de A&acido nucleicc del polinucleédtido
marcador del factor de crecimientc epidérmico es la secuen-
cia de Acido nucleico ID de SEC Nam. 6,

- la secuencia de &cido nucleico del polinucledtido
marcador del factor de crecimiento transformante alfa es la
secuencia de &cido nucleico ID de SEC Ndm. 7, ©

- la secuencia de &cido nucleico del polinucledtido
marcador de HER2 es la secuencia de &cido nucleico ID de
SEC Num. 8.

En otra realizacién de la invencidén, una sonda due

hibrida con el polinucledtido marcador del factor de creci-

a%



10

15

20

25

- 40 -

miento epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa o de HER2 bajo condiciones severas © un anticuerpo que
se une a la proteina marcadora del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa o
de HER2 se utiliza para la prediccidédn de la respuesta al
tratamiento con un inhibidor de la dimerizacidén de HER en
un paciente, o una sonda que hibrida con el polinucledtido
marcador de la anfiregulina, del factor de crecimientc epi-
dérmico, del factor de crecimiento transformante alfa o de
HER2 bajo condiciones severas o un anticuerpc que se une a
la proteina marcadora de la anfiregulina, del factor de
crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa o de HER2 para seleccionar una composicidn para
la inhibicién de la progresidn de la enfermedad en un pa-
ciente. La enfermedad es preferiblemente céncer y el pa-
ciente es preferiblemente un paciente con céncer como se ha
descrito anteriormente.

En otra realizacidén de la invencidn, se proporciona un
equipo que comprende una sonda que se aparea con el polinu-
cledtido marcador de la anfiregulina, del factor de creci-
miento epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa o de HERZ bajo condiciones severas o un anticuerpo gque
se une a la proteina marcadora de la anfiregulina, del fac-
tor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa o de HER2. Estos equipos conocidos en 1la
materia contienen ademds material de plastico que puede
utilizarse durante el procedimiento de amplificacién, como

por ejemplo, placas wicrotituladas en formato de 96 o

Qur

Ab/



10

15

20

25

-41 -

384 pocillos o sdélo tubos de reaccidn ordinariocs manufactu-
rados por ejemplo por Eppendorf, Hamburgo, Alemania, y todo
el restc de reactivos para llevar a caboc el método de
acuerde con la invencidén, preferiblemente un inmunoensayo,
por ejemplo el ensayo inmunosorbente ligade a enzima
(ELISA), el ensayo inmunosorbente fluorescente (FIA), el
ensayo inmunosorbente ligado a quimicos (CLIA), el radioin-
munoensayo (RIA), y el inmuncblotting. Para una revisidn de
los diferentes inmunoensayos y reactivos que pueden utili-
zarse, véase: Lottspeich y Zorbas (eds.), Bicanalytik, 1°
edicidén 1998, Spektrum Akademischer Verlag, Heidelberg,
Berlin, Alemania. Preferiblemente se proporcionan en forma
de equipo las combinaciones de las sondas o anticuerpos pa-
ra los diferentes polinucledtidos marcadores o proteinas
marcadoras que son las combinaciones de los polinucledtidos
marcadores o proteinas marcadoras descritas anteriormente.

En otra realizacidén de la invencidén, se proporciona un
método de seleccidén de una composicidén para la inhibicién
de la progresidén de la enfermedad en un paciente, compren-
diendo este método:

a) la exposicién separada de alicuotas de una muestra
bioldégica de un paciente con cancer en presencia de una
pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparacidén del nivel de expresién de un gen
marcador © una combinacidn de genes marcadores selecciona-
dos de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la
anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en las

92
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alicuotas de la muestra bioldgica puesta en contacto con
las composiciones de prueba v el nivel de expresién de un
gen marcador ¢ una combinacidén de genes marcadores selec-
cionados de entre el grupo que consiste en el gen marcador
de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico,
del factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en
una alicuota de la muestra bioldgica que no se ha puesto en
contacto con las composiciones de prueba,

c) la seleccidn de una de las composicicnes de prueba
que altera el nivel de expresién del gen marcador o la com-
binacién de genes marcadores en la alicuota gque contiene
esta composicidén de prueba, en relacidn con la alicuota que
no se ha puesto en contacto con la composicidn de prueba en
la que una diferencia significativa o de al menos un 10%
entre el nivel de expresidn del gen marcador o la combina-
¢idén de genes marcadores en la alicuota de la muestra bio-
légica puesta en contacto con la compeosicién de prueba y el
nivel de -expresidn del gen marcador correspondiente o la
combinacidén de genes marcadores en la alicuota de la mues-
tra bioldégica que no se ha puesto en contacto con la compo-
gicidén de prueba, es una indicacién para la seleccidn de la
composicidn de prueba. La enfermedad es preferiblemente
cancer y el paciente es preferiblemente un paciente con
cancer como se ha descrito anteriormente.

En otra realizacidédn de la invencidn, se proporciona un
método de seleccidén de una composicidén para la inhibicidn
de la progresidén de la enfermedad en un paciente, compren-

diendo este método:

%
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a) la exposicidn separada de alicuotas de una muestra

bioldgica de un paciente con cadncer entpresencia de una

pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparacidén del nivel de expresidn de

- un gen marcador o una combinacidén de genes marcado-
res seleccionados de entre el grupc que consiste en el
gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o
de

- una combinacidén de genes marcadores gue comprende un
gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador se-
leccionados de entre el grupo del factor de crecimien-
to epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa y de HER2Z,

en las alicuotas de la muestra bioldgica puesta en

contacto con las composiciones de prueba y el nivel de ex-

presidn de

- un gen marcador o una combinacidédn de genes marcado-
res geleccicnado de entre el grupo que consiste en el
gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o
una

- combinacién de genes marcadores que comprende un gen
marcador de la anfiregulina y un gen marcador selec-
cionado de entre el grupo del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante

alfa y de HER2Z,

(Ov
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en una alicuota de la muestra bioldgica que no se ha
puesto en contacto con las composicicones de prueba,

c) la seleccidén de una de las composiciones de pruéba
que altera el nivel de expresién del gen marcador o la com-
binacién de génes marcadores en la alicuota gue contiene
esta composicidén de prueba, en relacidn con la alicuota que
no se ha puesto en contacto con la composicidn de prueba en
la gue una diferencia significativa o de al menos un 10%
entre el nivel de expresidén del gen marcador o la combina-
cidén de genes marcadores en la alicuota de la muestra bio-
légica puesta en contacto con la composicién de prueba y el
nivel de expresidén del gen marcador correspondiente o la
combinacidén de genes marcadores en la alicuota de la mues-
tra bioldgica gue no se ha puesto en contacto con la compo-
sicidén de prueba, es una indicacién para la seleccidén de la
composicién de prueba. La enfermedad es preferiblemente
cédncer y el paciente es preferiblemente un paciente con
cdncer como se ha descrito anteriormente.

La expresidén de un gen marcador difiere "significati-
vamente" del nivel de expresidén del gen marcador en una
muestra de referencia si el nivel de expresidén del gen mar-
cador en una muestra del paciente difiere del nivel en una
muestra del sujeto de referencia en una cantidad superior
al error estéandar del ensayo utilizado para wvalorar la ex-
presidn, y preferiblemente en al mencs un 10%, y més prefe-
riblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%,
300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternativamen-

te, la expresgidn del gen marcador en el paciente puede con-
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siderarse "gignificativamente" inferior al nivel de expre-
sidén en un sujeto de referencia si el nivel de expresién en
una muestra del paciente es infericor al nivel en una mues-
tra del sujeto de referencia en una cantidad superior al
error estdndar del ensayo utilizado para valorar la expre-
sidn, y preferiblemente en al menos un 10%, mis preferible-
mente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%,
400%, 500% © 1.000% de esta cantidad. La diferencia del ni-
vel de expresidén puede ser de hasta 10.000 o 50.000%. La
diferencia del nivel de expresidn estd preferiblemente en-
tre el 10% vy 10.000%, mas preferiblemente del 25% al
10.000%, del 50% al 10.000%, del 100% al 10.000%, vy aun mas
preferiblemente del 25% al 5.000%, del 50% al 5.000%, del
100% al 5.000%.

En otra realizacién de la invencidn, se proporciona un
método para derivar un agente candidato, comprendiendo di-
cho método:

a) la puesta en contacto de una alicuota de una mues-
tra bioldgica de un paciente con céncer con el agente can-
didato vy la determinacidédn del nivel de expresiédn de un gen
marcador o una combinacidn de genes marcadores selecciona-
dos de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la
anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2Z en la
alicuota,

b) la determinacién del nivel de expresién del gen
marcador correspondiente o de la correspondiente combina-

cién de genes marcadores en una alicuota de la muestra bio-
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légica que no se ha puesto en contacto con el agente candi-
dato,

¢} la observacién del efecto del agente candidato me-
diante la comparacidn del nivel de expresién del gen marca-
dor o la combinacién de genes marcadores en la alicuota de
la muestra bioldgica puesta en contactoc con el agente can-
didato, v el nivel de expresidn del gen marcador correspon-
diente o la correspcndiente combinacién de genes marcadores
en la alicuota de la muestra bioldgica que no se ha puesto
en contacto con el agente candidato,

d) la derivacidén de dicho agente a dicho efecto obser-
vado, en el que al menos un 10% de la diferencia entre el
nivel de expresién del gen marcador o la combinacidén de ge-
nes marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica pues-
ta en contacto con el agente candidato, y el nivel de ex-
presién del correspondiente gen marcador ¢ combinacién de
genes marcadores en la alicuota de la muestra biolégica que
no se ha puesto en contacto con el agente candidatoc es una
indicacién de un efecto del agente candidato.

En otra realizacidn de la invencidn, se proporciona un
método para derivar un agente candidato, comprendiendo di-
cho método:

a) la puesta en contacto de una alicuota de una mues-
tra bioldégica de un paciente con céncer con el agente can-
didato y la determinacidén del nivel de expresién en la ali-
cuota de un

- un gen marcador o una combinacidn de genes marcado-

res seleccionados de entre el grupo que consiste en el
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gén marcador del factor de crecimientc epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o
una

- combinacién de genes marcadores que comprende un gen
marcador de la anfiregulina y un gen marcador selec-
cionado de entre el grupo del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de c¢recimientc transformante
alfa y de HER2,

b) la determinacidén del nivel de expresidén del gen

"marcador correspondiente o de la correspondiente combina-

cién de genes marcadores en una alicuota de la muestra bio-
légica que no se ha puesto en contacto con el agente candi-
dato,

c} la observacidédn del efecto del agente candidato me-
diante la comparacidén del nivel de expresidén del gen marca-
dor o la combinacidén de genes marcadores en la alicuota de
la muestra bioldgica puesta en contacto con el agente can-
didato, y el nivel de expresidén del gen marcador correspon-
diente o la correspondiente combinacidédn de genes marcadores
en la alicuota de la muestra bioldgica gque no se ha puesto
en contacto con el agente candidato,

d) la derivacidén de dicho agente a dicho efecto obser-
vado, en el-que al menos un 10% de la diferencia entre el
nivel de expresidén del gen marcador o la combinacidén de ge-
nes marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica pues-
ta en contacto con el agente candidato, y el nivel de ex-
presién del correspondiente gen marcador o combinacidn de

genes marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica que
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no se ha puespo en contacto con el agente candidato es una
indicacién de un efectc del agente candidato.

Preferiblemente, el agente candidato es un agente in-
hibidor candidato. Preferiblemente, dicho agente candidato
es un agente estimulador candidato.

En otra realizacidén de la invencidn, se proporciona un
agente candidato asignado con el método de acuerdo con la
invencidn.

En otra realizacién de la invencidén, se proporciona
una preparacidén farmacéutica gque comprende un agente de
acuerdo con la invencién.

En otra realizacidén de la invencidén, se utiliza un
agente de acuerdo con la invencidn para la preparacidén de
una composicidn para el tratamiento del cancer. Las formas
preferidas de cancer sge han descrito anteriormente.

En otra realizacién preferida de la invencidén, se pro-
porciona un método para producif un farmaco que comprende
los pasos del método de acuerdo con la invencidn y

i) la sintesis del agente candidato identificado en el
paso (c) o un anidlogo o derivado del mismc en una cantidad
suficiente para proporcionar dicho farmaco en una cantidad
terapéuticamente efectiva para un sujeto; y / o

ii} la combinacidn del farmaco candidato, el agente
candidato identificado en el paso (c¢) o un andlogo o deri-
vado del mismo, con un transportador farmacéuticamente
aceptable.‘

En otra realizacidén de la invencién, se utiliza una

proteina marcadora ¢ un polinucledtido marcador selecciona-
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do de entre el grupo que consiste en la proteina marcadora
o el polinucledtido marcador de una anfiregulina, del fac-
tor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2 para derivar un agente candi-
datc o para selecciocnar una composicidén para inhibir la
progresién de una enfermedad en un paciente. La enfermedad
es preferiblemente cédncer y el paciente es preferiblemente
un paciente con cancer como se ha descrito anteriormente.

En otra realizacidn de la invencidn, un inhibkidor de
la dimerizacidén de HER se utiliza para la elaboracién de un
medicamento para tratar a un paciente humano con cancer, ¥y
se caracteriza por que dicho tratamiento incluye la valo-
racidén en una muestra bioldégica del paciente de

- un gen marcador © una combinacién de genes marcadoc-

res seleccionados de entre el grupo que consiste en el

gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o

una

- combinacidn de genes marcadores que comprende un gen

marcador de la anfiregulina y un gen marcador selec-

cionado de entre el grupo del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante
alfa y de HER2,

La elaboracidén de un medicamento para tratar a un pa-
ciente humanc con céncer, y particularmente la formulacidén
se describe en WO 01/00245, que se incorpora agqul como re-

ferencia, particularmente para el anticuerpo 2C4.

\@3
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En una realizacidén preferida de 1la invencidn, en el
uso de un inhibidor de la dimerizacidén de HER para la ela-
boracidén de un medicamento para tratar a un paciente humano
con cancer, el tratamiento incluye la wvaloracidn el gen
marcador o la combinacién de genes marcadores al menos una
vez o repetidamente durante el tratamiento. Preferiblemente
se valora el nivel de expresidén del gen marcader o el nivel
de expresidn de la combinacidén de genes marcadores. Prefe-
riblemente el inhibidor de la dimerizacién de HER es un an-
ticuerpo, preferiblemente el anticuerpo 2C4. Preferiblemen-
te, el paciente es un paciente con cancer de mama, ovario,
pulmén o prdstata.

En todas las realizaciones de la invencién, las combi-

naciones de los genes marcadores, poclinucledtidos marcado-.

res o proteinas marcadoras se utilizan como se descrito an-
tericrmente. En todas las realizaciones de la invencién,
los valores preferidos de diferencia de nivel de expresidn
determinado en los respectivos pasos se han descrito tam-
bién anteriormente.

Los siguientes ejemplos, referencias, listado de se-
cuencias y figuras se proporcicnan para ayudar a entender
la presente invencién, el verdadero alcance de la misma se
indica en las reivindicaciones anexadas. Se entiende gque
pueden realizarse modificaciones en los procedimientos in-
dicados sin alejarse del espiritu de la invencién.

Descripcién de las Figuras

Figura 1: Gréafico de dispersidén de la transformacién

logaritmica de TGF-alfa frente al beneficio c¢linico catego-

147
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rizado.

Figura 2: Grafico de dispersidn de la transformacidn
logaritmica de la Anfiregulina frente al beneficio clinico
categorizado.

Figura 3: Beneficio clinico ordinal de TGF-alfa

Figura 4: Beneficio clinico ordinal de la anfiregulina

Figura 5: Beneficio clinico ordinal de EGF

Figura 6: Beneficio c¢linico ordinal de HER2-ECD

Figura 7: Revisidén exploratoria de los valores de los
puntos de corte vy fango—log de p de TTP y TTD para Anfire-
gulina, EGF, TGF-alfa y HER2-ECD

Figura 8: Representaciénlde Kaplan Meier de TGF-alfa
para el tiempo hasta la progresidén/ muerte basado en el
puntc de corte del marcador Unico exploratorio

Figura 9: Representacién de Kaplan Meier de TGF-alfa
para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte
de marcador Unico exploratorio

Figura 10: Represgsentacidédn de Kaplan Meier de anfiregu-
lina para el tiempo hasta la progresidén/ muerte basado en
el punto de corte de marcador Unico exploratorio

Figura 11: Representacién de Kaplan Meier de anfiregu-
lina para el tiempo hasta la muerte basado en el puntc de
corte de marcador Unico exploratorio

Figura 12: Representécién de Kaplan Meier de EGF para
el tiempo hasta la progresidén/ muerte basado en el punto de
corte de marcador UGnico exploratorio

Figura 13: Representacién de Kaplan Meiler de EGF para

el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte de

\0?
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marcador Unico exploratorio

Figura 14: Representacién de Kaplan Meier de HER2-ECD
para el tiempo hasta la progresidn/ muerte basado en el
punto de corte de marcador Unico exploratorio

Figura 15: Representacidén de Kaplan Meier de HER2-ECD
para el tiempo hasta la muerﬁe basado en el punto de corte
de marcador Unico exploratocrio

Figura 16: Como ejemplo para una puntuaciédn de combi-
nacidén, mejorando ademds la separacidn entre los grupos de
mayor beneficic c¢linico/ menor beneficic clinico en TTP:
combinacidén de beneficio clinico ordinal de HER2-ECD TGF
alfa

Figura 17: Revisidn exploratoria de los valores de los
puntos de corte y rango-log de p para TTP y TTD para una
combinacidén de TGF-alfa y HER2-ECD

Figura 18: Representacidn de Kaplan Meiler de HER2-
ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la progresién/ muerte ba-
sado en el punto de corte de marcador de combinacidén explo-
ratorio

Figura 19: Representacién de Kaplan Meier de HER2-
ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la muerte basado en el

punto de corte de marcador de combinacidén exploratorio

/5
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Ejemplos ‘

Métodos estadisticos

Las tareas estadisticas comprenden los siguientes pa-

sos:

1. Preseleccidn de biomarcadores candidato

2. Preseleccidn de covariados de prondstico clinico re-
levante

3. Seleccidn de funciones de prediccidén de biomarcador
a un nivel univariado

4. Seleccidn de funciones de prediccidn de biomarcador
incluyendo covariados clinicos a un nivel univariado

5. Seleccidén de funciones de prediccidn de biomarcador
a un nivel multivariado

6. Seleccidn de funciones de prediccién de biomarcador
incluyendo covariados clinicos a un nivel multivariado

El giguiente texto detalla los diferentes pasocs:

Adl: Preseleccidén de biomarcadores candidato: La pre-
seleccidn estadistica de biomarcadores candidatoc se orienta
a la potencia de la asociacién con las mediciones del bene-
ficio clinico. Para este propdsito, los diferentes crite-
rics de wvaloracidén clinicos pueden transformarse en puntua-
ciones indirectas derivadas, como por ejemplo, una deriva-
cidn ordinal del grado de beneficio clinico o puntuaciones
de morbilidad respecto al TTP o TTD que evita las observa-
ciones censuradas. Estas medidas indirectas transformadas
pueden utilizarse fécilmente para el analisis de correla-
cién simple, p. ej., mediante la aproximacidn de correla-

cidén no paramétrica del rango de Spearman. Una alternativa

\
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aqui es utilizar las mediciones de Dbiomarcador como cova-
riados métricos en los modelos de regresidén "tiempo hasta
el evento”, como p. ej., la regresidén de riesgo proporcio-
nal de Cox. Dependiendo de la distribucién estadistica de
los valores del bicmarcador, este paso puede necesitar al-
gin procesado previo, como p. ej., transformaciones estabi-
lizantes de la varianza y la utilizacidn de escalas adecua-
das o, alternativamente, un paso de estandarizacidén como p.
ej., utilizar percentiles en lugar de mediciones crudas.
Otra aproximacién es la inspeccidn de graficos de disper-
sidén bivariados, p. ej., mostrando la dispersidn de {(eje x=
valor del biomarcador, eje-y= medida del beneficio clinico)
en base a un solo paciente. También puede ser util aqui al-
guna linea de regresidn no paramétrica como p. ej., la que
se consigue mediante el suavizado de las‘curvas, para vi-
sualizar la asociacién de biomarcador y beneficioc clinico.

El fin de estas diferentes aproximacicnes es la prese-
leccién de candidatos de biomarcador, gque muestren alguna
asociacidn con el beneficio ¢linico en al mencs una de las
mediciones de beneficio empleadas, mientras gque los resul-
tados para otras mediciones no sean contradictorios. Cuando
estdn disponibles grupos control, las diferencias en 1la
agocliacién de biomarcadores con beneficio clinico en 1los
diferentes brazos puede ser un signo de prediccidén diferen-
cial que hace al biomarcador elegible para una posterior
consideracidn.

Ad2: Preseleccidn de covariados de prondstico clinico

relevante: El término “covariado c¢clinico” se utiliza aqui

%
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para describir toda la otra informacidén sobre el paciente,
que estd en general disponible en el nivel basal. Estos co-
variados clinicos comprenden informacién demografica como
el sexo, la edad, etc., otra informacidén anamnésica, enfer-
medades concomitantes, terapias concomitantes, resultados
de examenes fisicos, parametros de laboratoric comunes ob-
tenidos, propiedades conocidas del tumor diana, informacién
gue cuantifica la extensiédn de la enfermedad maligna, pun-
tuaciones clinicas realizadas como ECOG o indice de Kar-
nofsky, estadio c¢linico de la enfermedad, tiempo y resulta-
do de los pretratamientos, e historial de la enfermedad,
asi como toda la informacidén similar, gque pueda estar aso-
ciada con el prondstico clinico. La preseleccidn estadisti-
ca de los covariados clinicos es paralela a las aproxima-
ciones para la preseleccidn de biomarcadores y también esta
orientada a la potencia de la asociacidn con las mediciones
de beneficio clinico. Por lo que en principio los mismos
métodos se aplican c;mo se considera en 1. Ademds de los
criterios estadisticos, también se pueden aplicar criterios
desde la experiencia clinica y el conocimiento tedrico para
preseleccicnar covariados clinicos relevantes.

El pronésticc mediante covariados clinicos puede in-
fluir con el pronéstico de los biomarcadores. Estos se con-
sideraran para las reglas de prediccidén refinadas si es ne-
cesario.

Ad3: Seleccidn de funciones de prediccidn de biomarca-
dor a un nivel univariado: El1 término “funcidén de predic-

cidn” podrd utilizarse en un sentido general para indicar

o84
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la funcidén numérica de una medicidén del biomarcador que re-
sulta en un nimerc que se escala para implicar la predic-
cidén diana.

Un ejemplo sencillo es la eleccidn de la funcidn Hea-
viside para un punto de corte ¢ especifico y una medicién
de biomarcador x, en la que debe realizarse la prediccién
binaria A o B, entonces

Si H(x-¢)=0 entonces predice A.

Si H{x-c)=1 entonces predice B.

Esta es probablemente la via mds comin de utilizar me-
diciones de biomarcador univariado en las reglas de predic-
cidn. La definicidén de una funcidén de prediccidn normalmen-
te recurre a un grupc de datos de entrenamiento existentes
que pueden utilizarse para explorar las posibilidades de
prediccidn. Para poder alcanzar un puntc de corte ¢ adecua-
do para el grupo de eﬁtrenamiento, se pueden tomar diferen-
tes rutas. Primero, el grafico de dispersidén con la curva
suavizada mencionadc en 1 puede utilizarse para definir el
punto de corte. Alternativamente puede escogerse algin per-
centil de la distribucién, p. ej., la mediana o un cuartil.
Los puntos de corte también pueden extraerse de forma sis-
tematica investigando todos los posibles puntos de corte de
acuerdo con su potencial de prediccidn respecto a las medi-
ciones de beneficio clinico. Entonces estos resultados pue-
den representarse permitiendo una seleccidén manual © para
emplear algin algoritmo de blisgqueda para la optimizacidn.
Esto se realizd en base a los criterios de valoracién de

TTP vy TTD utilizandc un modelo Cox, en el gue cada punto de

WO
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Is
corte de prueba se utilizé el biomarcador como un covariado
binario. Los criteriogs de prediccidn fueron las proporcio-
nes de riesgo resultantes. Entonces, los resultados del TTP
y TTD pueden considerarse conjuntamente para escoger un
punto de corte que muestre la prediccidn de acuerdo con am-
bos criterios de valoracién.

Otra aproximacidén no comin para escoger una funcidén de
prediccidn puede basarse en un parametro fijado en un mode-
lo de regresidén de Cox obtenido del grupo de entrenamiento
con valores del biomarcador (posiblemente transformados)
como covariado. Entonces, la prediccidén puede depender sen-
cillamente de si la proporcién de riesgo computada es infe-
rior o mayor de 1.

Otra posibilidad es basar la decisidén en alguna pro-
porcidén de probabilidad (o transformacidn monotdnica de és-
ta), en la que las densidades de probabilidad de la diana
ge predeterminaron en el grupo de entrenamiento para la se-
paracidén de los estados de prediccién. Entonces el biomar-
cador puede aplicarse a alguna funcién de proporciones de
densidad.

Ad4: Seleccidén de funciones de prediccidn de biomarca-
dor incluyendo covariados c¢linicos a un nivel univariado:
Univariadeo se refiere aqui a la utilizacidédn de un sélo bio-
marcador - respecto a los covariados clinicos éste puede
gser un modelo multivariado. Esta aproximacidén es paralela a
la bisqueda sin covariados clinicos, s6lo que estos métodos
permiten la incorporacidén de informacidén de covariado rele-

vante. El métcdo del grafico de dispersién para escoger un

\



10

15

20

25

-58-

punto de corte permite sélo un uso limitado de covariadcs,
p. ej., un covariado binario puede estar codificado con un
color en la representacidén grdfica. Cuando el andlisis re-
cae en alguna aproximacidn de regresidén normalmente se fa-
cilita el uso de covariados (también muchos de ellos a la
vez). La blisqueda del punto de corte basado en el modelo de
Cox descrito en 3, permite la f&cil incorporacién de cova-
riados y por lo tanto lleva a la bisgueda de un punto de
corte univariado ajustado por el covariade. El ajuste me-
diante c¢ovariados puede realizarse como covariados en el
modelo o mediante la inclusidén en un andlisis estratifica-
do.

Las otras elecciones de funciones de prediccidén tam-
bién permiten la incorporacidén de covariados.

Estc es un motivo claro para la elecciéﬁ del modelo de
Cox como funcién de prediccidn. Existe la opcidn de estimar
la influencia de covariades en un nivel de interaccidn, gue
significa que p.ej., para diferentes grupos de edad, se
aplican diferentes proporciones de riesgo.

Para las funciones de prediccidn de tipo proporcidn de
probabilidad, las densidades de prediccidn deben estimarse
incluyendo covariados. Agqui puede utilizarse la metodologia
de reconocimiento de patrén multivariade o leos valores de
biomarcador pueden ajustarse mediante regresidén maltiple
sobre los covariados (antes de la estimacidén de densidad).

La tecnologia CART (Classification and Regression
Trees; Breiman L, Friedman JH, Olshen RA, Stone CJ. Classi-

fication and regression trees. Chapman & Hall (Wadsworth,

/19
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Inc.): New York, 1984) puede utilizarse para un biomarcador
(nivel de medicién crudo) més los covariados clinicos uti-
lizando una medida del beneficic clinico como respuesta.
Los puntos de corte se buscan de esta manera y se puede en-
contrar una funcidén de tipo arbol de decisidén que involucra
los covariados para la prediccidn. Los puntos de corte y
algoritmos escogidos mediante CART estan frecuentemente
cercanos al Optimo y pueden estar combinados y unificados
considerando diferentes mediciones del beneficio clinico.

AdS5: Seleccidén de funciones de prediccidén de biomarca-
dor a un nivel multivariado: Cuandec hay varios candidatos
de biomarcador que mantienen su potencial de prediccién de-
ntro de las diferentes elecciones de funcidn de prediccién
univariada, entonces puede alcanzarse una mejora mediante
la combinacién de bicmarcadeores, es decir, considerando
funciones de prediceidn multivariadas.

Basado en el modelo de funcidén simple Heaviside, pue-
den evaluarse combinaciones de biomarcadores, p. ej., con-
siderando grdficos de dispersidén de los valores de biomar-
cador bivariado en los que se indican los puntos de corte
6ptimos. Entonces, una combinacidn de biomarcadores pueden
alcanzarse mediante la combinacidén de diferentes funciones
Heaviside mediante los operadores légicos AND y OR para lo-
grar un prediccién mejorada.

La tecnologia CART (Arboles de clasificacidén y regre-
sién) puede utilizarse para biomarcadores midltiples (nivel
de medicién crudo) y una medicién del beneficio clinico co-

mo respuesta, para alcanzar los puntos de corte para 1los



10

15

20

25

- 60 -
biomarcadores y funciones para la prediccién de tipo &rbol
de decisidén. Los puntos de corte y algoritmos escogidos me-
diante CART estdn frecuentemente cercancs al éptimo y pue-
den combinarse y unificarse considefando lag diferentes me-
diciones del beneficio clinico.

La regresién de Cox puede emplearse a diferentes nive-
les. Una primera via es incorporar los miltiples biomarca-
dores de forma binaria (es decir, basadc en unas funciones
Heavigide con algunos puntos de corte). La otra opcidn es
emplear biomarcadores de una forma métrica (tras las trans-
formaciones adecuadas), o una mezcla de una aproximacién
binaria y métrica. La funcidn de predicecién multivariada
generada es del tipo Cox ccmo se describe en 3.

La aproximacién de la proporcidén de probabilidad mul-
tivariada es dificil de entender peroc se presenta como una
opcidén para las funcioneé de prediccidn multivariadas.

Ad6: Seleccién de funciones de prediccién de biomarca-
dor incluyendo covariados clinicos a un nivel multivariado:
Si hay covariados clinicos relevantes, puede lograrse una
mejora clinica relevante combinando los mialtiples biomarca-
dores con covariadozs c¢linicos miltiples. Las diferentes
elecciones de funcidn de prediccidn serdn evaluadas respec-
to a las posibilidades de incluir covariados clinicos.

Basado en las cowmbinaciones 1ldégicas simples de las
funciones de Heaviside para los biomarcadores, pueden in-
cluirse otros covariados en la funcidén de prediccién en ba-
se al modelo de regresidn logistico obtenido en el grupo de

entrenamiento.
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La tecnologia CART y los Aarboles de decisidn generados
pueden utilizarse facilmente con covariados adicionales,
que pueden incluirlos en el algoritmo de prediccién.

Todas las funciones de prediccién basédas en la regre-
sién de Cox pueden utilizar otros covariados clinicos.
Existe la opcidén de estimar la influencia de los covariados
en un nivel de interaccidén, lo que significa que p.ej., pa-
ra diferentes grupos de edad, se aplican. diferentes propor-
ciones de riesgo.

La aproximacién de la proporcién de probabilidad mul-
tivariada no es directamente extensible a la utilizacidn de
covariados adicionales.

Ejemplo 1

Valoracidn de los niveles basales de los ligandos de
HER y de HER2 liberado (HER2 ECD), en suercos sanguineos de
pacientes con cancer de mama metastdsico con bajos niveles
de expresién de HER2 tratados con Omnitarg, como se descri-
be a continuacidn.

Equipos utilizados para la valcoracién de los biomarca-

dores de suero:

Marcador Ensayo Distribucién

HER2-ECD ELISA HER-2/neu de |DakoCytomation
Bayer, Num. Cat.: |N.V./S.A.,Interleuvenlaan

EL501 12B, B-3001 Heverlee

Anfiregulina | Sistema de desarro- | R&D Systems Ltd., 19 Bar-
llo de ELISA DuoSet | ton Lane, Abingdon 0X1l4

de la anfirequlina | 3NB, UK

humana, Num. Cat.:

)
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DY262

EGF Equipc ELISA Quan- |R&D Systems Ltd., 19 Bar-

tikine de EGF huma- | ton Lane, Abingdon OX14

no, Num. Cat.: | 3NB, UK
DEGQ0
TGF-alfa Inmunoensayo Quan- | R&D Systems Ltd., 19 Bar-

tikine® de TGF-alfa|ton Lane, Abingdon O0X14

humano, Num. Cat.: | 3NB, UK

DTGAOC

Protocolos:

HER2-ECD:

El ELISA de HER2-ECD se realizd de acuerdo con las re-
comendaciones del fabricante.

Anfiregulina:

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con
el equipo), diluciones estdndar (proporcionados con el
equipo) y muestras

- Colocar en el marco las tiras de microplaca Even-
Coat IgG de cabra anti-ratén (R&D, Nim. Cat. CP002; no pro-
porcionado con el equipo). El marco se llama ahora placa de
ELISA.

- Determinar el ntmero necesario de pocillos (ndme-
ro de diluciones estédndar + nimero de muestras) .

- Determinar la plantilla de la placa.‘

- Afiadir 100 wul de anticuerpo de captura diluido
(proporcionade con el equipo; 1:180 en PBS) a cada pocillo.

- Incubar a T.A. durante 1 hora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el pro-

W
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ceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar lle-
nando cada pocillo con 400 pl de tampén de lavado (no pro-
porcionado con el equipo; se utilizé Tween-20 al 0,05% en
PBS), utilizando un dispensador multicanal, y posterior as-
piracidén. Tras el dltimo lavado, eliminar cualquier resto
de tampdn de lavado aspirando. Invertir la placa y golpear-
la contra tocallitas de papel limpias.

- Afiadir 100 pl de dilucidn esté&ndar o muestra di-
luida (ver abajo) por pocillo. Cambiar las puntas tras cada
paso de lavado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcio-
nada con el egquipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma
agitadora.

- Repetir 1la aspiraciéﬁ/lavado como se ha descrito
antes.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado
son tratados con desinfectante de laboratorio.

- Afiadir 100 pl de anticuerpo de deteccidn (propor-
cionados con el equipo) diluido 1:180 en diluyente de reac-
tivo {(no proporcionado con el equipo; se utilizd BSA al 1%
en PBS (Roth; Fraccién de AlbUmina V, Ndam. Cat. T844.2) por
pocillo

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la asgpiracién/lavado como se ha descrito
antes.

- Afiadir 100 pl de dilucidén de trabajo de Strepta-

vidina-HRP a cada pocillo (proporcionado con el equipo; di-
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lucidén 1:200 en diluyente de reactive) . Cubrir con una nue-
va tira adhesiva.

- Incubar durante 20 min a T.A.

- Repetir la aspiracidén/lavado como se ha descrito
antes.

- Afiadir 100 pl de solucidn de sustrato (R&D, Num.
Cat. DY999; no proporcionada con el equipe) a cada pocillo.

- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afiadir 50 pl de solucidn de parada (HxSO, 1,5 M
(Schwefelsdure reinst, Merck, Nam. Cat. 713); no proporcio-
nado con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad Optica de cada pocillo in-
mediatamente, utilizando un lector de microplacas ajustadoe
a 450 nm.

Curva esténdar de Anfiregulina:

Se prepard una solucidén de reserva de anfiregulina de
40 ng/ml en BSA al 1% en PBS, se hicieron alicuotas y se
almacenaron a -80°C. Las soluciones de anfiregulina en BSA
al 20% en PBS no son estables después de 2 gsemanas y por lo
tanto no se utilizaron. De la solucién de reserva en ali-
cuotas de anfiregulina, se prepard la curva esténdar de an-
firegulina en BSA al 20% en PBS antes de cada experimento.
La mayor concentracidén fue de 1000 pg/ml (dilucidén 1:40 de
la solucién de reserva de anfiregulina). Los estandares
proporcionados con el equipo de ELISA produjeron una curva
estandar lineal. El andlisis en Excel de las curvas permi-
tidé la determinacidén de las ecuaciones de la curva para ca-

da ELISA.



10

15

20

25

_65-

Muestras de anfiregulina:

Cuando las muestras se diluyeron 1:1 en diluyente de
reactivo, todas las muestras estaban en el rango lineal del
ELISA. Cada muestra se midié en duplicados. Dependiendo de
la calidad de los datos, y de las cantidades suficientes de
suero, las determinaciones sge repitieron en experimentos
posteriores cuando fue necesaric.

EGF:

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con
el equipo), diluciones esténdar (proporcionados con el
equipo) y muestras

- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de
la placa microtitulada (proporcionado con el equipo) del
marco. El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el nidmero necesario de pocillos: {(nG-
mero de diluciones estandar + ndimerc de muestras) x 2.

- Determinar la plantilla de la placa.

- Afiadir 50 pl de diluyente de ensayo RD1 (propor-
cionados con el equipo) a cada pocillo

- Afiadir 200 pl de dilucidén esténdar o muestra di-
luida (p. ej., 1:20 en diluyente calibrador RD6H) por poci-
llo. Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcio-
nada con el equipc}.

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma
agitadora.

- Aspirar cada pocilleo y lavar, repitiendo el pro-
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ceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar lle-
nando cada pocillo con 400 pl de tampén de lavado (propor-
cionado con el equipo), utilizando un dispensador multica-
nal, y posterior aspiracién. Tras el tdltimo lavado, elimi-
nar cualquier resto de tampdn de lavado aspirando. Invertir
la placa y golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado
son tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Afiadir 200 pl de conjugado (proporéionado con el
equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva tira adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiracidén/lavadoc como se ha descrito
antes.

- Afiadir 200 pl de solucidén de sustrato (proporcio-
nados con el equipo) a cada pocilio.

- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afiadir 50 pl de solucidn de parada (proporcionada
con el equipc) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad &ptica de cada pocillo en
30 minutos, utilizandc un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estandar de EGF:

Los estidndares proporcionados con el equipo de ELISA
produjeron una curva estdndar lineal. Concentraciones muy
bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de EGF:

Se realizaron un total de cuatro ensayos con las mues-

tras. Cada muestra se midid 2 - 5 veces, siendo el nlmero
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de determinaciones dependiente de la calidad de los resul-
tados (media +/- DE)} y de la disponibilidad de cantidad su-
ficiente de suero. Cuando las muestras se diluyeron 1:20 en
el diluyente calibrador RD6H, todas las muestras estaban
dentro del rango lineal del ELISA.

TGF-alfa:

- Preparar todos los reactivos (proporcicnados con
el equipo), diluciones estandar (proporciconadas con el
equipo) y muestras

- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de
la placa microtitulada (proporcionada con el equipo) del
marcc. Bl marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el ndmero necesario de pocillos: (ni-
mero de diluciones esténdar + namerco de muestras) x 2.

- Determinar la plantilla de la placa.

- Afiadir 100 ul de diluyente de ensayo RDIW (pro-
porcionade con el equipo} a cada pocillo

- Afladir 50 ul de dilucién estédndar o muestra por
pocillo. Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteadoc.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcio-
nada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma
agitadora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el pro-
ceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar lle-
nando cada pocillo con 400 ul de tampdn de lavado (propor-
cionado con el equipo), utilizando un dispensador multica-

nal, y posterior aspiracién. Tras el dGltimo lavado, elimi-
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nar cualquier resto de tampdn de lavado aspirando. Invertir
la placa vy golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado
éon tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Afiadir 200 ul de conjugado de TGF-alfa (propor-
cionado con el equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva
tira adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiracidn/lavado como se ha descrito
antes.

- Afiadir 200 pl de solucidn de sustrato (proporcio-
nada con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 30 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afiadir 50 gl de solucidn de parada (proporcionada
con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad &ptica de cada pocillo en
30 minutos, utilizande un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estandar de TGF-alfa:

Los esténdares proporcionados con el equipo de ELISA
produjeron una curva estdndar lineal. Concentraciones muy
bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de TGF-alfa:

Se realizaion un total de cuatro ensayos con las mues-
tras. Las muestras se midieron en 2 - 4 ensayos indepen-
dientes.

Los datos en suero se analizaron para identificar los

factores, de los que los niveles basales en suero podrian
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asociarse con la respuesta al tratamientc de Omnitarg. Para
todos los factores se obgervd un patrdn asimétrico de la
distribucién (media, desviacién estdndar, mediana, minimo,
méximo) . Para reducir la asimetria se utilizd una transfor-
macidén monotdénica basada en el logaritmo: Log({x+l). En un
andlisis univariado, se explord si los puntos de corte ade-
cuados para los factores podian definirse para relacionarse
con la probabilidad de respuesta (en este ejemplo definida
como beneficio c¢linico). Aqui, los pacientes con beneficio
clinico se definen como aquellos gue alcanzan una respuesta
parcial (RP) o una enfermedad mantenida de forma estable
durante al menos 6 meses. Se investigaron los graficos de
dispergidén de los factores frente a las categorias de res-
puesta. La Figura 1 y la Figura 2 muestran una representa-
¢idén de las categorias de respuesta clinica frente a la
transformacidén logaritmica de lcs niveles de TGF-alfa y an-
firegulina en suero, respectivamente, para ejemplificar la
aproximacidn.

En base a los graficos de dispersidn, se seleccionarcn
los puntos de corte de los factores para definir lecs grupos
de pacientes que han experimentado mayor beneficio clinico.
La Figura 3 (TGF-alfa), Figura 4 (Anfiregulina), Figura 5
(EGF), y Figura 6 (HERZ2-ECD) muestran el beneficio clinico
en relacidén con losg diferentes agrupamientos de factores
basados en los puntos de corte exploratorios calculados pa-
ra las unidades originales de factor. Los puntos de corte
separan algunosg de log pacientes sin beneficio clinice, vy

por lo tanteo, elevan la tasa de respuesta para el grupo con
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mayer beneficio clinico.
Ejemplo 2
En este ejemplo se utilizaron los puntos de corte ex-
ploratorics del Ejemplo 1 para valorar el efecto univariado
de los grupos de factores scbre las diferentes mediciones

del beneficio clinico del tratamientoc con Omnitarg, utili-

zando el tiempo hasta la progresién/o muerte (TTP) y el

tiempo hasta la muerte (TTD) como criterios de valoracidn
cliniccs alternativos. En las estimaciones Kaplan-Meier vy
pruebas de rango-log para el TTP y / o TID, se observaron
efectos significativos para TGF-alfa, Anfiregulina, EGF y
HER2-ECD, como se muestra en la Figura 7.

Las representaciones de Kaplan-Meier que muestran la
proporcidén de riesgo para el TTP y TTD (mayor nGmero de
eventos observados) se dan en la Figura 8 y Figura 9 (TGF-
alfa), 10 y 11 (Anfiregulina), 12 y 13 (EGF), y 14 y 15
(HER2-ECD), y muestran el pronunciado efecto de un agrupa-
miento basado en estos factores en la evolucidédn clinica de
los pacientes tratados con Omnitarg.

Ejemplo 3

En este ejemplo se utilizaron aproximaciones multiva-
riadas para identificar las combinaciones de los factores
que pueden mejorar 1la identificacién de pacientes con un
mayor beneficio del tratamiento con Omnitarg. Los resulta-
dos estdn reflejados como se derivan de una aproximacién
CART (Arboles de Clasificacién y Regresidn). La aproxima-
cién de la clasificacién CART hace necesario especificar

como grupo de beneficioc todos los valores de beneficic cli-

\ 7\
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nico por encima de 0. Se emplearon como variables los nive-
les en suero de Her2-ECD, TGF-alfa, Anfiregulina y EGF. Se
selecciond una combinacidén de niveles en suero de Her2-ECD
v TGF-alfa para proporcionar mejores regultados. A partir
de los resultados de CART se derivarcn los puntos de corte
para una combinacién de niveles en suero de Her2-ECD y TGF-
alfa, lo que resulta en una regla para la categorizacidn
exploratoria del beneficio clinico en la poblacidn de estu-
dico - una combinacién de valores bajos en suero de Her2-ECD
vy TGF-alfa, lo gque captura 2/2 PR y 2/3 DE»6 meses en la
poblacidén de estudio y excluye un numero razonable de pa-
cienﬁes con progresidn répida. La Figura 16 muestra el be-
neficio clinico en relacidén al agrupamiento de combinacién
de TGF-alfa / HER2-ECD basado en el punto de corte de la
combinacidén exploratoria. La Figura 17 resume el efecto de
una combinacién de TGF-alfa y HER2-ECD sobre el TTP y TTD.
Lag egtimaciones de Kaplan-Meier y las proporciones de
riesgo dadas en la Figura 18 (TTP) y Figura 19 (TTD) de-
muestran un efecto significativo del agrupamiento basado en
una combinacidn de estos factores sobre la evolucidn clini-

ca de los pacientes tratados con Omnitarg.

.@2
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Reivindicaciones de la Patente

1. Un método para predecir la respuesta a un trata-
miento con un inhibidor de la dimerizacidén de HER en un pa-
ciente, que comprende los pasos de
a) valorar en una muestra biocldégica de un paciente

- un gen marcador © una combinacidén de genes marcado-

res seleccionados de entre el grupo que consiste en el

gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2, o

una

- combinacidn de genes marcadores que comprende un gen

marcador de la anfiregulina y un gen marcador selec-

cionado de entre el gen marcador del factor de creci-
miento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa vy de HER2 vy
b} predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de
la dimerizacidén de HER en el paciente mediante la evalua-
cidn de los resultados del paso a).

2. El método de acuerdo con la reivindicacidédn 1 en el
que el paso a) de valoracidn del gen marcador o la combina-
¢idén de genes marcadores comprende

al) la valoracién del nivel de expresidén del gen mar-

cador o la combinacidén de genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresidn valorado en el

paso al) estd por encima o por debajo del valer um-
bral.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2 en el

gque el valor umbral se determina antes del paso al) del mé-
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todo de la reivindicacidn 2 mediante

1) la valoracidén del nivel de expresidén del gen marca-
dor © la combinacidn de genes marcadores en una
pluralidad de muestras bioldgicas de pacientes an-
tes del tratamiento con el inhibidor de la dimeri-
zacidén de HER,

2) el tratamiento de los pacientes con el inhibidor de
la dimerizacién de HER,

3) la correlacién de la respuesta de los pacientes
tratados con el inhibidor de la dimerizacidn de HER
con el nivel de expresién del gen marcador o la
combinacién de genes marcadores determinados en el
paso a} determinando asi el valor umbral.

4. El método de acuerdoc con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 3 en el que la muestra bildgica es suero
sanguineo, plasma sanguinec o tejido tumoral.

5. El método de acuerdo con cualquiera de las reivin;
dicaciones 1 a 4 en el que el inhibidor de dimerizacién de
HER inhibe la heterodimerizaciédn de HER2 con EGFR o HER3.

6. E1l método de acuerdo con la reivindicacién 5 en el
que el inhibidor de dimerizacidén de HER es un anticuerpo,
preferiblemente el anticuerpo 2C4.

7. E1l método de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 6 en el que el paciente es un paciente con
cdncer, preferiblemente un paciente con céncer de mama,
cancer de ovario, cancer de pulmdén o cancer de prdstata.

8. El método de acuerdo con cualguiera de las reivin-

dicaciones 1 a 7 en el que la combinacidn de genes marcado-
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res consiste en:

- el gen marcador del factor de crecimiente transfor-

mante alfa y de HER2, ©

- el gen marcador de la anfiregulina, del factor de

crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2.

9. El métode de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 8, en el que el nivel de expresidén del gen
marcador o la combinacién de genes marcadores en la muestra
se valora mediante la deteccidén del nivel de expresidn de
una proteina marcadora o un fragmento de la misma © una
combinacién de proteinas marcadoras ¢ fragmentos de las
mismas codificadas por el gen marcador o la combinacidn de
genes marcadores.

10. El1 método de la reivindicacidn 39, en el que el ni-
vel de expresidn de la proteina marcadora o un fragmento de
la misma o la combinacidén de proteinas marcadoras o frag-
mentos de las mismas se detecta utilizando un reactive que
se une especificamente a la proteina marcadera o al frag-
mento de la misma 0 a la combinacidén de proteinas marcado-
ras o fragmentcs de las mismas.

11. El método de la reivindicacidén 10 en el que el re-
activo se selecciona del grupo que consiste en un anticuer-
po, un fragmento de un anticuerpo o de un derivado de un
anticuerpo.

12. El1 método de acuerdo con cualgquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 11 en el que el nivel de expresidn se deter-

mina utilizando un método seleccionado del grupo due con-

1LY
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siste en protedmica, citometria de flujo, inmunocitoquimi-
ca, inmunohistoquimica, ensayo inmunosorbente ligado a en-
zima, ensayo inmunosorbente ligado a enzima multicanal, vy
variaciones de estos métodos.

13. El método de acuerdo con cualgquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 12 en el que el fragmento de la proteina
marcadora es el dominio extracelular de la proteina marca-
dora de Her2.

14. El método de acuerdo con la reivindicacidén 13 en
el que el dominio extracelular de la proteina marcadora de
Her2 tiene una masa molecular de aproximadamente 105.000
Dalton.

15. E1 métodc de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 9 a 14

en el que la secuencia de aminodcidos de la proteina
marcadora de la anfiregulina es la secuencia de aminoécidos
ID de SEC Nam. 1,

en el que la secuencia de aminoadcidos de la proteina
marcadora del factor de crecimiento epidérmico es la se-
cuencia de aminocdcidos ID de SEC Ndm. 2,

en el que la secuencia de amincdcidos de la proteina
marcadora del factor de crecimiento transformante alfa es
la secuencia de aminodcidos ID de SEC Nam. 3, ©

en el que la secuencia de aminodcidos de la proteina
marcadora HER2 es la secuencia de aminocdcidos ID de SEC
Nam. 4.

16. El1 método de acuerdo con cualguiera de las reivin-

dicaciones 9 a 15 en el gue el valor umbral en suero san-

\Yﬂ
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guinec de

- la proteina marcadora del factor de crecimiento

transformante alfa estid entre 2,0 y 5,0 pg/ml, pre--

feriblemente alrededor de 3,5 pg/ml,

- la proteina marcadora del factor de crecimiento
epidérmico estd entre 100 y 250 pg/ml, preferible-
mente alrededor de 150 pg/ml, ©

- la proteina marcadora de la anfiregulina esta entre
6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12
pg/ml.

17. El método de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 13 a 15 en el que el valor umbral en suero san-
guineo del dominio extracelular de la proteina marcador de
Her2 estd entre 12 y 22 ng/ml, preferiblemente alrededor de
18 ng/ml.

18. El método de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicaciones 1 a 8, en el que el nivel de expresidén del gen
marcador o la combinacidén de genes marcadores en la muestra
biolégica se valora detectando el nivel de expresién de un
polinucleétido marcador transcrito codificado por el gen
marcador o un fragmento del polinucledtido marcador trans-
crito o de polinucleétidos marcadores transcritos codifica-
dos por la combinacidén de genes marcadores o fragmentos del
polinucledtido marcador transcrito.

19. El método de la reivindicacidén 18 en el que el po-
linucledtido marcador transcrito es un cDNA, mRNA o hnRNA,
o en el que los polinucledtidos marcadores transcritos son

cDNA, mRNA o hnRNA.

\ 50
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20. E1 métédo de acuerdo con cualquiera de las reivin-
dicacicones 18 a 192, en el que el paso de deteccidn compren-
de adem&s la amplificacidn del polinucledtido transcrito o
de los polinucledtidos transcritos.

5 21. El método de acuerdo con la reivindicacién 20 en
el que el paso de deteccidn se realiza utilizando el método
de la reaccidn en cadena de la polimerasa transcriptasa re-
versa cuantitativa.

22. El método de acuerdo con cualquiera de las reivin-

10 dicaciones 18 a 21,

- en el que el nivel de expresidn del gen marcador se
valora mediante la deteccidén de la presencia del poli-
nucledtido marcador transcrito o el fragmento del mis-
mo en una muestra, con una sonda gue ge aparea comn el

15 polinucleétide marcador transcrito o el fragmento del

mismo en condiciones de hibridacidn severas, o

- en el gue el nivel de expresidén de la combinacién de

genes marcadores en las muestras se valora mediante la
deteccidén de la presencia de polinucledtidos marcado-

20 res transcritos o los fragmentos de los mismos en una
muestra con sondas que se aparean con los polinucled-
tidos marcadores transcritos ¢ los fragmentos de los
mismos en condiciones de hibridacién severas.

23. El1 método de acuerdo con cualgquiera de las reivin-

25 dicaciones 18 a 22

en el gque la secuencia de &cido nucleico del peclinu-

cledtido marcador de la anfiregulina es la secuencia de

dcido nucleico ID de SEC Nam. 5,
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en el gque la secuencia de &c¢ido nucleico del polinu-
cledtido marcador del factor de crecimiento epidérmico es
la secuencia de Acido nucleico ID de SEC NUm. 6,

en el que la secuencia de &acido nucleico del polinu-
cledtido marcador del factor de crecimiento transformante
alfa es la secuencia de acido nucleico ID de SEC NGm. 7, d

en el que la secuencia de &acido nucleico del polinu-
cledtido marcador de HER2 es la secuencia de &cido nucleico
ID de SEC Ndm. 8.

24. La utilizacidén de una sonda gque hibrida con el
marcador polinucledtido del factor de g¢recimiento epidérmi-
co, del factor de crecimiento transformante alfa o de HER2
bajo condiciones severas o un anticuerpc gque se une a la
proteina marcadora del factor de crecimiento epidérmico,
del factor de crecimiento transformante alfa o de HER2 para
predecir la respuesta al tratamiento con un inhibidor de la
dimerizaciédn de HER en un paciente, o la utilizacidén de una
sonda que hibrida con el marcador polinucledtido de la an-
firegulina, del factor de crecimiento epidérmico, del fac-
tor de crecimiento transformante alfa ¢ de HER2 bajo condi-
ciones severas o© un anticuerpo que se une a la proteina
marcadora de la anfirequlina, del factor de crecimiento
epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa o©
de HERZ2 para seleccionar una composicién para inhibir la
progresidén de la enfermedad en un paciente.

25. Un equipc que comprende una sonda gue sSe aparea
con el polinucledtido marcador de la anfiregulina, del fac-

tor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
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transformante alfa o de HER2, bajo condicicnes severas o un
anticuerpo que se une a la proteina marcadora de la anfire-
gulina, del factor de crecimiento epidérmico, del factor de
crecimiento transformante alfa o de HER2.

26. Un método para seleccionar una composicién para
inhibir la progresién de la enfermedad en un paciente, com-
prendiendo este método:

a) exponer separadamente alicuotas de una muestra bio-
loégica de un paciente con cancer en presencia de una plura-
lidad de composiciones de pruebka;

b) comparar el nivel de expresidén de un gen marcador o
una combinacidén de genes marcadores seleccionados de entre
el grupo gue consiste en el gen marcador de la anfireguli-
na, del factor de crecimiento epidérmico, del factor de
crecimiento transformante alfa y de HER2, en las alicuotas
de la muestra bioldgica en contacto con las composiciones
de prueba y el nivel de expresidén de un gen marcador © una
combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el
grupo gue consiste en el gen marcador de la anfiregulina,
del factor de crecimiento epidérmico, del factor de creci-
miento transformante alfa y de HER2, en una alicuota de la
muestra biocldgica gue no se ha puesto en contacto con las
composiciones de prueba,

c) seleccicnar una de las composiciones de prueba que
altera el nivel de expresidén del gen marcador o la combina-
cidén de genes marcadores en la alicuota que contiene esa
composicién de prueba, en relacidn con la alicucta gque no

se ha puesto en contacto con la composicidén de prueba, en

\% 7
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la que la indicacién para la seleccidén de la composicidn de
prueba es una diferencia de al menos el 10% entre el nifel
de expresién del gen marcador o© la combinaci6n  de genes
marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica puesta en
contacto con la composicidn de prueba y el nivel de expre-
sidén del correspondiente gen marcador o combinacidén de ge-
nes marcadores en la alicuota de la muestra bioldgica que
no se ha puesto en contacto con la composicién de prueba.

27. Un método para la derivacidén de un agente candida-
to, comprendiendo dicho método:

a) poner en contacto una alicuota de una muestra bio-
légica de un paciente con cancer con el agente candidato y
determinar el nivel de expresidn de un gen marcadeor o una
combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el
grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina,
del factor de crecimiento epidérmico, del factor de creci-
miento transformante alfa y de HERZ en la alicuota,

b) determinar el nivel de expresién de un gen marcador
corregpondiente o de una combinacién de genes marcadores
correspondientes en una alicuota de la muestra bioldgica
cque no se ha puesto en contacto con el agente candidato,

c) observar el efecto del agente candidato mediante la
comparacién del nivel de expresidén del gen marcador © com-
binacién del genes marcadores en la alicuota de la muestra
bioldgica que se ha puesto en contacto con el agente candi-
dato vy el nivel de expresidén del gen marcador correspon-

diente o la combinacidn de genes marcadores correspondien-

%
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tes en la alicuota de la muestra biclégica que no se ha
puesto en contacto con el agente candidato,

d) derivar dicho agente de dicho efecto observado, en
el gque es una indicacién de un efecto del agente candidato
una diferencia de al menos el 10% entre el nivel de expre-
sidén del gen marcador o la combinacidén de genes marcadores
en la alicuota de la muestra bioldgica puesta en contacto
con el agente candidato y el nivel de expresidén del corres-
pondiente gen marcador o combinacidn de genes marcadores en
la alicucta de la muestra bicldgica que no se ha puesto en
contacto con el agente candidato.

28. El métodec de acuerdo con la reivindicacidn 27 en
el que dicho agente candidato es un agente candidato in-
hibitorio.

29. El métodeo de acuerdo con la reivindicacidn 27 en
el que dicho agente candidatoc es un agente candidato poten-
ciador.

30. Un agente candidato derivado mediante el método de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 27 a 29.

31. Una preparacidén farmacéutica que comprende un
agente de acuerdo con la reivindicacidén 30.

32. El uso de un agente de acuerdo con la reivindica-
cién 30 para la preparacidén de una composicién para el tra-
tamiento del cancer.

33. Un método para producir un farmaco que comprende
los pasos del método de cualquiera de las reivindicaciones

27 a 29; y

\ 25
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i) sintetizar el agente candidato identificado en el
paso {(c¢) o un andlogo o derivado del mismo en una cantidad
suficiente para proporcionar dicho farmace en una cantidad
terapéuticamente efectiva a un sujeto; y / o

ii) combinar el farmaco candidato, el agente candidato
identificado en el paso (c), o un anadlogo o derivado del
mismo con un transportador farmacéuticamente aceptable.

34. El uso de una proteina marcadora o un polinucled-
tido marcador seleccionado de entre un grupo Jue consiste
en la proteina marcadora o polinucledétido marcador de la
anfiregulina, del factor de crecimiente epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 para de-
rivar un agente candidato o para seleccionar una composi-
cidn para inhibir la progresién de una enfermedad en un pa-
ciente.

35. El uso de un inhibidor de la dimerizacién de HER
para la elaboracién de un medicamento para tratar un pa-
ciente humano con céancer, que se caracteriza por que dicho
tratamiento incluye la valoracidén en una muestra biclégica
del paciente de

- un gen marcador © una combinacién de genes marcado-

res seleccionados de entre el grupo que consiste en un

gen marcador de factor de crecimiento epidérmico, del

factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 o

- una combinacidén de los genes marcadores que compren-

de un gen marcador de anfiregulina y un gen marcador

seleccionado de entre un gen marcador del factor de

crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento



10

15

-83-
transformante alfa y de HER2.

36. El uso de acuerdo con la reivindicacidn 35 en el
que el tratamiento incluye la valoracidén del gen marcador o
la combinacidén de genes marcadores al mencs una vez O repe-
tidamente a lo largoc del tratamiento.

37. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
caciones 35 a 36, en el que ge valora el nivel de expresidn
del gen marcador o el nivel de expresidn de la combinacidén
de genes marcadores.,

38. El uso de acuerdo con cualguiera de las reivindi-
caciones 35 a 37, en el que el inhibidor de dimerizacidén de
HER es un anticuerpo, preferiblemente el anticuerpo 2C4.

39. El uso de acuerdo con cualquiera de las reivindi-
cacicnes 35 a 38 en el gque el paciente es un paciente con
cancer de mama, cancer de ovario, cancer de pulmén o céncer

de préstata.
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Gly

Arg

Ala

Ile

115

Glu

Leu

4

Ile

100

Ile

Trp

Lys

1255

PRT

Thr

Thr

Cys

Gly

Ala

Cys

Arg

Arg

150

Homo sapiens

4

Leu

Gly

Leu

35

Gln

Thr

Tyr

Leu

Ala

Ala

20

Pro

Gly

Asn

Val

Arg

100

Ala

Ala

Ala

Cys

Ala

Leu

85

Ile

Leu

Ser

Ser

Gln

Ser

70

Ile

Val

Leu

Val

Ala

135

Thr

Cys

Thr

Pro

Val

55

Leu

Ala

Arg

-9.

Val

Leu

120

Leu

Ala

Arg

Gln

Glu

40

val

Ser

His

Gly

Val

105

Ile

Ile

Cys

Trp

Val

25

Thr

Gln

Phe

Asn

Thr

105

Val

His

Cys

Cys

Gly

10

Cys

His

Gly

Leu

Gln

S0

Gln

Ser

Cys

Arg

His

155

Leu

Thr

Leu

Asn

Gln

75

Val

Leu

Ile

Cys

His

140

Ser

Leu

Gly

Asp

Leu

€0

Asp

Arg

Phe

Val

Gln

125

Glu

Glu

Leu

Thr

Met

45

Glu

Ile

Gln

Glu

Ala

110

Val

Lys

Thr

Ala

Asp

30

Leu

Leu

Gln

Val

Asp

110

Leu

Arg

Pro

val

Leu

15

Met

Arg

Thr

Glu

Pro

95

Asn

Ala

Lys

Ser

Val

160

Leu

Lys

His

Tyr

Val

80

Leu

Tyr

/92



Ala

Val

Leu

145

Leu

Asn

Hig

Ser

Ala

225

Ala

His

Thr

Tyr

Ser

305

Glu

Leu

Thr

130

Thr

Cys

Gln

Pro

Glu

210

Arg

Ala

Phe

Tyr

Thr

290

Thr

Val

Ala

115

Gly

Glu

Tyr

Leu

Cys

185

Asp

Cys

Gly

Asn

Asn

275

Phe

Asp

Thr

Val

Ala

Ile

Gln

Ala

180

Ser

Cys

Lys

Cys

His

260

Thr

Gly

Val

Ala

Leu

Ser

Leu

Asp

165

Leu

Prc

Gln

Gly

Thr

245

Ser

Asp

Ala

Gly

Glu

325

Asp

Pro

Lys

150

Thr

Thr

Met

Ser

Pro

230

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Asp

Asn

Gly

135

Gly

Ile

Leu

Cys

Leu

215

Leu

Pro

Ile

Phe

Cys

295

Cys

Gly

-10 -

Gly

120

Gly

Gly

Leu

Ile

Lys

200

Thr

Pro

Lys

Cys

Glu

280

Val

Thr

Thr

Asp

Leu

Val

Trp

Asp

185

Gly

Arg

Thr

Hisg

Glu

265

Ser

Thr

Leu

Gln

Pro

Arg

Leu

Lys

170

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

250

Leu

Met

Ala

Val

Arg

330

Leu

Glu

Ile

155

Asp

Asn

Arg

Val

Cys

235

AsSp

His

Pro

Cys

Cys

315

Cys

Asn

Leu

140

Gln

Ile

Arg

Cys

Cys

220

Cys

Ccys

Cys

Asn

Pro

300

Pro

Glu

Asn

125

Gln

Arg

Phe

Ser

Trp

205

Ala

His

Leu

Pro

Pro

285

Tyx

Leu

Lys

Thr

Leu

Asn

His

Arg

1580

Gly

Gly

Glu

Ala

Ala

270

Glu

Asn

His

Cys

Thr

Arg

Pro

Lys

175

Ala

Glu

Gly

Gln

Cys

255

Leu

Gly

Tyr

Asn

Ser

338

Pro

Ser

Gln

160

Asn

Cys

Ser

Cys

Cys

- 240

Leu

vVal

Arg

Leu

Gln

320

Lys



Pro

Val

Lys

Pro

385

Glu

AsSp

Gly

435

Gly

Leu

465

Pro

Ala

Gln

Val

Arg

545

Cys

Arg

Ile

370

Ala

Thr

Ser

Arg

Ile

450

Ala

Trp

Asn

Leu

Asn

530

val

Ala

Ala

355

Phe

Ser

Leu

Leu

Ile

Ser

Leu

Asp

Arg

Cys

515

Cys

Leu

Arg

340

Val

Gly

Asn

Glu

Pro

420

Leu

Trp

Ile

Gln

Pro

500

Ala

Ser

Gln

Val

Thr

Ser

Thr

Glu

405

Asp

His

Leu

His

Leu

485

Glu

Arg

Gln

Gly

Cys

Ser

Leu

Ala

380

Ile

Leu

Asn

440

Gly

His

470

Phe

Asp

Gly

Phe

Leu

550

Tyr

Ala

Ala

375

Pro

Thr

Ser

Gly

Leu

455

Asn

Arg

Glu

His

Leu

535

Pro

-11 -

Gly

Asn

360

Phe

Leu

Gly

Vval

Ala

Arg

Thr

Asn

Cys

Cys

520

Arg

Arg

Leu

345

Ile

Leu

Gln

Tyr

Phe

425

Tyr

Ser

His

Pro

Val

505

Trp

Gly

Glu

Gly

Gln

Pro

Pro

Leu

410

Gln

Ser

Leu

Leu

His

490

Gly

Gly

Gln

Tyr

Met

Glu

Glu

Glu

395

TyTr

Asn

Leu

445

Arg

Cys

475

Gln

Glu

Pro

Glu

Val

555

Glu

Phe

Sex

380

Gln

Ile

Leu

Thr

Glu

460

Phe

Ala

Gly

Gly

Cys

540

Asn

His

Ala

365

Phe

Leu

Ser

Gln

Leu

Leu

val

Leu

Leu

Pro

525

vVal

Ala

Leu

350

Gly

Asp

Gln

Ala

val

430

Gln

Gly

His

Leu

Ala

510

Thr

Glu

Arg

Arg
Cys
Gly
Val
Trp
415
Ile
Gly
Ser
Thr
His
495
Cys
Gln

Glu

His

Glu

Lys

Asp

Phe

400

Pro

Arg

Leu

Gly

vVal

480

Thr

His

Cys

Cys

Cys

560



Leu

Phe

Pro

Ser

Pro

625

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

705

Arg

Gly

Lys

Asp

Pro

Gly

Pro

Tyr

610

Cys

Cys

val

Leu

Leu

690

Met

Lys

Tle

Val

Glu

770

Cys

Pro

Phe

595

Met

Pro

Pro

Val

Ile

675

Leu

Pro

val

Trp

Leu

755

Ala

His

Glu

580

Cys

Pro

Ile

Ala

Gly

660

Lys

Gln

Asn

Lys

Ile

740

Arg

Tyr

Pro

565

Ala

val

Ile

Asn

Glu

645

Ile

Arg

Glu

Gln

Val

725

Pro

Glu

val

Glu

Asp

Ala

Trp

Cys

630

Gln

Leu

Arg

Thr

Ala

710

Leu

Asp

Asn

Met

Cys

Gln

Arg

Lys

615

Thr

Arg

Leu

Gln

Glu

695

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

775

12 -

Gln

Cys

Cys

600

Phe

His

Ala

Val

Gln

680

Leu

Met

Ser

Glu

Ser

760

Gly

Pro

Val

585

Pro

Pro

Ser

Ser

Vval

665

Lys

Val

Arg

Gly

Asn

745

Pro

val

Gln

570

Ala

Ser

Asp

Cys

Pro

650

val

Ile

Glu

Ile

Ala

730

vVal

Lys

Gly

Asn

Cys

Gly

Glu

Val

635

Leu

Leu

Arg

Pro

Leu

715

Phe

Lys

Ala

Ser

Gly

Ala

Val

Glu

620

Asp

Thr

Gly

Lys

Leu

700

Lys

Gly

Ile

Asn

Pro

780

Ser

His

Lys

605

Gly

Leu

Ser

val

TYyTY

685

Thr

Glu

Thr

Pro

Lys

765

Tyr

Val

Tyr

590

Pro

Ala

Asp

Ile

val

670

Thr

Pro

Thr

val

val

750

Glu

Val

Thr

575

Lys

Asp

Cys

Asp

Ile

655

Phe

Met

Ser

Glu

Tyr

735

Ala

Ile

Ser

Cys

Asp

Leu

Gln

Lys

640

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu

720

Lys

Ile

Leu

Arg

/,90.



Leu

785

Met

Leu

Met

Arg

Gly

865

Gly

Arg

Trp

Arg

Pro

945

Ile

Ser

Asp

Leu

Pro

Gly

Ser

Asn

850

Leu

Gly

Arg

Glu

Glu

930

Ile

AsSp

Arg

Leu

Gly

Tyr

Ser

Tyr

835

Val

Ala

Lys

Phe

Leu

915

Ile

Cys

Ser

Met

Gly

995

Ile

Gly

Gln

820

Leu

Leu

Arg

Val

Thr

900

Met

Pro

Thr

Glu

Ala

580

Pro

Cys

Cys

805

Asp

Glu

Val

Leu

Pro

885

His

Thr

Asp

Ile

Cys

965

Arg

Ala

Leu
790
Leu
Leu
Asp
Lys
Leu
870
Ile
Gln
Phe
Leu
Asp
950
Arg

Asp

Ser

Thr

Leu

Leu

val

Ser

855

Asp

Lys

Ser

Gly

Leu

935

Val

Pro

Pro

Pro

Ser

Asp

Asn

Arg

840

Pro

Ile

Trp

Asp

Ala

920

Glu

Tyr

Arg

Gln

Leu

1000

13 -

Thr

His

Trp

825

Leu

Asn

Aszp

Met

Val

905

Lys

Lys

Met

Phe

Arg

985

Asp Ser Thr Phe Tyr

Val

Val

810

Cys

Val

His

Glu

Ala

890

Trp

Pro

Gly

Ile

Arg

970

Phe

Gln

795

Arg

Met

His

Val

Thr

875

Leu

Ser

Tyr

Glu

Met

955

Glu

Val

Lieu

Glu

Gln

Arg

Lys

860

Glu

Glu

Tyr

Asp

Arg

940

Val

Leu

Val

Val

Asn

Ile

Asp

845

Ile

Tyx

Ser

Gly

Gly

925

Leu

Lys

val

Ile

Thr Gln

Arg Gly

815
Ala Lys
830

Leu Ala

Thr Asp

His Ala

Ile Leu

895
Val Thr
910

Ile Pro

Pro Gln

Cys Trp

Ser Glu

975

Gln Asn

990

Arg Ser Leu

1005

Leu

800

Arg

Gly

Ala

Phe

Asp

880

Arg

val

Ala

Pro

Met

960

Phe

Glu

1 £4

4%



Leu

Leu

Ala

Ser

Glu

Asp

Gln

Glu

Ala

Asp

Ala

Ser

Gly

Ala

Glu
1010
Val
1025
Gly
1040
Gly
1055
Ala
1070
Val
1085
Ser
1100
Asp
1115
Pro
1130
Val
1145
Ala
1160
Pro
1175
Ala
1190
Pro

1205

Asp

Pro

Gly

Gly

Pro

Phe

Leu

Pro

Leu

Arg

Arg

Gly

val

Gln

Asp

Gln

Met

Gly

Arg

Asp

Pro

Thr

Thr

Pro

Pro

Lys

Glu

Pro

Asp

Gln

Val

Asp

Ser

Gly

Thr

Val

Cys

Gln

Ala

Asn

Asn

His

Met

Gly

His

Leu

Pro

Asp

His

Pro

Ser

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro

Gly
1015
Phe
1030
His
1045
Thr
1060
Leu
1075
Leu
1090
Asp
1105
Leu
1120
Pro
1135
Pro
1150
Ala
1165
Val
1180
Glu
1195
Pro

1210

-14 -

Asp

Phe

Arg

-Leu

Ala

Gly

Pro

Pro

Gln

Ser

Thr

val

Tyr

Pro

Leu

Cys

His

Gly

Pro

Met

Ser

Ser

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Val

Pro

Arg

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Glu

Arg

Glu

Asp

Thr

Phe

Asp

Asp

Ser

Glu

Glu

Ala

Leu

Thr

Tyr

Glu

Arg

val

Pro

Ser

Ala
1020
Pro
1035
Ser
1050
Pro
1065
Gly
1080
Ala
1095
Gln
1110
Asp
1125
Val
1140
Gly
1155
Pro
1170
Phe
1185
Gln
1200
Pro

1215

Glu

Ala

Ser

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Gln

Leu

Thr

Phe

Gly

Phe

Tyr

Gly

Arg

Glu

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

Pro

Leu

Gly

Ala

Asp

(1o



Asn Leu

Pro Ser

1220

1235

Tyr Tyr Trp Asp Gln

-15-

1225

Thr Phe Lys Gly Thr

1240

Leu Gly Leu Asp Val Pro Val

1250

«<210> 5

<21l>

<212>

<213>

1270

DNA

<400> 5

agacgttcgc

gccegecgec

ctcttccaac

agaccgagac

gtggtgctgt

gacacctact

gttacctcaa

tctagtagtg

ccacaaatac

ccccaaaaca

ggcaaaaatg

caaaatttct

aaatgtcagc

atgattgaca

gtgatcctca

tatgaaggag

atagcataac

acacctgggt
ccgagctceece
acccgctegt
gcegeegetg
cgctcttgat
ctgggaagceg
gaagtgagat
aaccgtcecte
ctggctatat
agacggaaag
gaaaaaatag
gcattcacgg
aagaatattt
gtagtttate
cagctgttgce
aagctgagga

tgaagataaa

1255

Homo sapiens

gccagcgceec
caagcctteg
tttggéggca
cgaaggacca
actcggctca
tgaaccattt
gtcttecagygy
gggagccgac
tgtcgatgat
tgaaaatact
aagaaacaga
agaatgcaaa
cggtgaacgg
aaaaattgca
tgttattaca
acgaaagaaa

attacaggat

cagaggtcce

agagcggcgc

gctegtgtee

atgagagccc

ggccattatg

tctggggacc

agtgagattt

tatgactact

tcagtcagag

tcagataaac

aagaagaaaa

tatatagagc

tgtggggaaa

ttagcageea

gtccagctta

cttecgacaag

atcacattgyg

Asp Pro Pro Glu Arg Gly Ala Pro

1230

Pro Thr Ala Glu Asn

Pro Glu Tyr

1245

gggacagccc

acactcccgg
cagagaccga
cgctgctacc
ctgctggatt
acagtgctga
ccectgtgag
cagaagagta
ttgaacaggt
ccaaaagaaa
atccatgtaa
acctggaagc
agtccatgaa
tagectgeett
gaagacaata
agaatggaaa

agtcactgcce

gaggcgecge

tctccactcg

gttgceccay

geceggegecg

ggacctcaat

tggatttgag

tgaaatgcct

tgataacgaa

agttaagccee

gaaaaaggga

tgcagaattt

agtaacatgc

aactcacagc

tatgtctget

cgtcaggaaa

tgtacatgcet

aagtcatagce

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

/§E3



cataaatgat

tgatggtrtt

aaggtaaaaa

ttattttaca

aaaaaaaaaa

gagtcggtec

aaactttcaa

gtatttttte

gctcattaaa

<210> 6

<211>

<212>

<213>

4877

DNA

<400> 6

actgttggga
agctggaact
gtcacagtga
tcaggtattt
ccttggcagg
acaacaggag
ggtcaatcat
aaagttcaaa
aaaatttagt
cgcaggaaat
aaatagtatc
tggtgtctca
agaaagacaa
tatagagaaa
aaatcaacag
tttaagtgcect
ttggtcttca

ggctctgttg

gaggaatcgt |

ttccatcagt
agtcagccag
cttactggct
ctgcattcag
agtaaaagat
actcaccttg
ctcatcaaga
tttgttagte
gggaattcta
tttaggattg
gtgatcatgg
cttttgcaaa
aatgtttctg
gaaggaatca
ttaaaatatc
gaggtggctyg

gagacatcag

tctttceccagt

ttgtcacttt

aagttgtaaa

cttttttaac

Homo sapiens

atctccatat

tctteettte

agcagggetg

tccaaagaaa

aaggtctctc

gccocagggce

ccegaggecat

ttatgctget

tctcagcacc

cttgtgtggg

acacagaagg

attttcatta

gagtttttct

gaatggcaat

ttacagtaac

ctgcaaatgt

gaagccttta

agaaaataac

- 16 -
ggatcataag
ttatgctatt
taatttattt

caaacagaaa

ttcttctttc
tttttcctet
ttaaactctg
catagataaa
agttgaagaa
tgaggcctcc
gctccagcaa
cactcttatc
gcagcactgg
tcckgeacce
aaccaattat
taatgagaaa
gaatgggtca
aaattggata
agatatgaaa
agcagttgat
tagagcagat

agcfgtgtca

acaatggacc

tctgtatata

aatatttaat

aaaaaaaaaa

agcecccaatc

ctaagccttt

tgaaatttgt

gaaatcttte

agagcttgga

gctcaggceag

aatcaagctg

attctgttgc

agctgtectyg

ttcttaattt

gagcaattgg

agaatctatt

aggcaagaga

aatgaagaag

ggaaataatt

ccagtagaaa

ctecgatggtyg

ttggatgtgc

ctttttgtta

aaggtgcacyg

ggaagtgtat

aadaaaaaaa

caagggttgt
gccttgcetet
cataagggtyg
ctgtggcttc
ggacaacagc
ccgeatctgg
ttttettttyg
cagtagttte
aaggtactct
tctecccatgg
tggtggatgc
gggtggattt
gagtatgtaa
ttatttggtc
cccacattct
ggtttatatt
tgggagtgaa

ttgataagcg

1080
1140
1200
1260

1270

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

R

Ao



getgttttgg

tgatggaggt

cctttttggt

caaacacact

tgaactgaaa

tgagcagaaa

cctccagtca

ctgtgaagat

cacccctgga

acgatgtcat

tctgacatca

gaaaacatgt

tcttagccca

aaaaagctgt

tcgacacatyg

ggtttatgcc

gaagtggata

agtagatgtg

cagagggaaa

taaggagaac

ctggactgat

tctggttata

tgacaagttyg

ttcaaaacgc

tgaggattat

gactggcaaa

agttcatcca

acatatttgc

attcagtaca
tctgteccaca
gaccgtatct
ggaaaggaca
gtagtgcatc
ctttgcaaat
cacttgtgca
gtfaatgaat
tcctattact
caacttgttt
gaaggtccct
ageggttgte
gtatcctggg
gcagcttcag
cattttgatg
ctagatcatg
gagagagcta
ccagaaggtce
tctctgattg
atctctecaac
acagggatta
gccagcetetyg
tactggtgcyg
cgaagactta
gtgtggttct
gatagagtac
ttggcaaaac

aaaaagaggc

acagagaagg

ttagtaaaca

tctattcaac

tggttagaat

cacttgcaca

tgaggaaagg

tgtgtgcaga

gtgctttttyg

gcacgtgccc

cctgtccacg

tatgtttctg

cctcacccga

aatgtgattg

gaccacaacc

gaacagacta

accctgtgga

atatggatgg

ttgctgtgga

gaaggadgtga

cacgaggaat

atccacgaat

atctaatctyg

atgccaagca

cccagaatga

cagattggge

gtctccaagg

caggagcaga

ttggaactgc

-17 -
aagcaattct
tccaacacag

atggaaaatg

taacctccat

acccaaggca
aaactgcagc
gggatacgcc
gaatcatggc
tgtaggattt
caatgtgtct
tcctgaaggce
taatggtgga
ctttecectggg
atttttgctg
tggaactctg
aaataagata
tteccagega
ctggattgge
tttaaatggg
tgctgttcat
tgaaagttct
gcocagtgga
gtctgtgatt
tgtaggtcac
tatgccatca
cagcatgctyg
tccctgctﬁa

ttggtgttcg

cttatttgct
cataatttgt
aagacaattt
tcatcatttg
gaagatgaca
agcactgtgt
ctaagtcgag
tgtactcttg
gttetgette
gaatgcagcc
tcagtgcttg
tgtagccagce
tatgacctac
tttgccaatt
ctcageccagce
tactttgccc
gaaaggctta
cgtagattct
aaacgttcca
ccaatggcca
tccctceccaag
ataacgattg
gaaatggcca
ccatttgctg
gtaataagag
aagccctcecat
tatcaaaacg

tgtcgtgaag

cctgtgatta
ttgcaaégtc
ggatagccaa
taccacttgg
cttgggagcece
gtgggcaaga
accggaagta
ggtgtaaaaa
ctgatgggaa
atgactgtgt
agagagatgg
tctgcgtecce
aactggatga
ctcaagatat
agatgggaat
atacagccct
ttgaggaagg
attggacaga
aaataatcac
agagattatt
gccttggeceg
acttcttaac
atctggatgg
tagcagtgtt
taaacaagag
cactggttgt
gaggctgtga

gttttatgaa

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760



agcctcagat

agttgatcta

agataacatt

tgactgtgct

cacatgtcag

atgtgagatg

cggttatgte

tgatgagtgc

gggaggctat

ctctactcca

ctctgaatgt

tgaagcattg

gtaccgagac

catcgtggtg

ggcccactac

gtcgagcaga

ccectcaacct

agtggctggt

ggagcccecag

taagggctcc

gacccttgaa

acaaagggcc

aggaaagtca

caaaactata

acagatacgt

caagtaagag

gtgectttgta

tcctgcagec

gggaaaacgt

aagaaccaag

acagaatctc

cctgtgggat

tgtttgaaag

ggtgtcccag

tgcecggtgcet

caactgggygy

acctgcatgt

ccccctcacc

cccetgtece

gacaagtatg

ctgaagtggt

gctgtctgeg

tacaggactc

gatgtgagga

tggtttgtgg

gaggatggcc

ttatgtggaa

tgtccccagg

gggggtgtcg

ctggacccac

agaagaatga

ggttttggtt

agttgtgett

tactgggaga

aattgtgttg

ccagaagaaa

gtctggetcet
taacaccatt
aacacatgct
gcagecatgta
gatttgctgyg
tgtgcececce
cagaaggcta
tgcacagctg
gtgctggacyg
tcagggaaga
acgatgggta
catgcaactg
gggaactgcg
tggtggtgct
agaagctget
gtcgcaggcce
ttataaaaga
aggcagcaga
tgggcacaga
taatggagcg
agaagcccca
cacaccaaat
actatgtcga
ccacaatctc
ttgtttgete
agcactaggt
tcttcagcag

ttaggggtta

- 18-

ggatggtcat
ggacatcttg
agtggctgaa
tgcteggtgt
ggatggaaaa
tgcctectcee
ccaaggagat
tggagagaat
cctgtectgaa
tgaccaccac
ctgcctcecat
tgttgttggc
ccacgctggc
tgtcatgctg
atcgaaaaac
tgctgacact
acaccaagac
tgggtcaatg
gcaaggctgc
aagctttcat
ttctectccta
ggagctgact
tgcacagtat
tacgactaat
ttttaagcag
aacttattag
tcaatacaaa

aagcagacag

cagctgttgg
tccaagacta
atcatggtgt
atttcagagg
ctatgttety
aagtgcatca
gggattcact
gccagctgceca
ccaggactga
tattccgt;a
gatggtgtgt
tacatcgggg
cacgggcagc
ctecctectga
ccaaagaatc
gaggatggga
ctcaagaatg
caaccaactt
tggattccag
atgccctect
tcagctaace
cagtgaaaac
cttttectttce
cacctactca
tctcactgca
aaacccaaat
tagatttttg

tcacactggt

caggtggtga
gagtgtcaga
cagatcaaga
gagaggatgc
atatagatga
acaccgaagg
gtcttgatat
caaatacaga
tttgcectga
gaaatagtga
gcatgtatat
agcgatgtca
agcagaaggt
gcctgtgggyg
cttatgagga
tgtcctettg
ggggtcaacc
catggaggca
tatccagtga
atgggacaca
cattatggca
tggaattaaa
aaaagtagag
atgcctggag
gtcttattte
tgggacaaca
tttttgttgt

ttggtcagtt

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540Q

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

(1



acaaagtaat

tattacaata

tgatgatttt

ttcttcagaa

aaatattaca

attttccecte

gtaaattgcc

aaaatcacca

ttctttgate
ccgttaagat
gccaaaatga
ttagatggcc
caggaggcct
ttggtgtgat
tgatttgttt

aaaacat

<210> 7

<211l>

<212>

<213>

4115

DNA

<400> 7

ctggagagcc
gttcgctcetyg
gagtgcagac
ccacactcag
atgtgtctgc
ggtggctgcee
cctggetgte
tgagtggtgce
aaccgettgce
gtggactgtyg
gggtgtgcea
tcaaaactct
tcagcggacc
cacctaggtg

tgccagecat

tgetgececege
ggtattgtgt
ccgececcgtgg
ttctgcttce
cattectgggt
agccagaaga
cttatcatca
cgggcectea
tgccactcag
gcagatcaat
cagaccttee
gtcaagaact
acgatttcaa
aggtgtgtge

ggattccagyg

tggacagaac

acagtgtagg

gttgtgatga

ttatttttta

tcggagttte

tgcacagaat

tcattataga

Homo sapiens

ccgeccecgtaa
tggctgcgtg
ctgcagcagt
atggaacctg
acgttggtge
agcaggccat
catgtgtgcet
tctgeecggea
aaacagtggt
aaagaaaggc
tacttggcct
ccgtectgett
gacttgttaa
agcagttggt

ctatatattt

-19 -
atttatatca
catttaactc
atcaatgaaa
aaatatttga
ttagtcatta
ttgtatgtat

caacgatgaa

aatggtcccc
ccaggcct;g
ggtgatcccat
caggtttttg
acgctgtgag
caccgccttg
gatacactge
cgagaagccc
ctgaagagcc
ttcttcagga
ataatcacct
ggggttattc
aaaagaactg
gtctgagtcc

ctttttaatg

gtttcatgaa

ctcattggeg

aatgtaattt

atgaaaacat

ctgtectttt

tttcagttac

tttcttctaa

tcggcectggac
gagaacagca
tttaatgact
gtgcaggagyg
catgecggacc
gtggtggtct
tgccaggtcc
agcgccctece
cagaggagga
cagcactgcc
gtgcagcctt
agtgtgacct
caaagagacg
acatgtgtgc

ggccacctcc

atgattggaa
tggtccatgc
agaaactgat

tttattttta

cccctacaga

aagattgtaa

ttatttaaat

agctcgecect
cgtcececcgcet
gcccagattc
acaagccagc
tcctggeccgt
ccatcgtggc
gaaaacactg
tgaagggaag
gtttggccag
agagatgcct
ttgtgggcct
agagaagaaa
gactcctgtt
agttgtcttc

ccacaacaga

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4877

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900



attctgecca
agaaagtgaa
tgtatcctet
gaagaccatc
" tggttttatt
cattaatgat
tcaagacagc
gttactggta
taaatgcctce
ctctgttggg
tactgctcag
atagaacatt
catttatttt
taactttgct
ttccecattca
ggtcttectt
ccecatggggce
ccctaggaat
ttatgtgagg
agtgcaccta
attttcagag
atgaattttc
ttttggcact
cccectageaa
tacatcectt
aatcaatgga
gcagaggcgt

gagatttagt

acacaggaga
ggaggggaaa
aaccacgaga
ccaagctate
tttaatctct
gtatgtgttyg
taaggcttgg
ggaataaagg
aatacgttct
gagagaggaa
tgattaaatg
agccacgagc
ccattttgte
atttattttc
ggatgccggce
tccectcaag
ctgcctgtga
cttcattaaa
aaatgctact
gcttattaca
aattttgtct
tctttatttt
cttatttaac
cgtagttgac
gggccagata
cactggtttt
aggaatgagg

gtctgtgaat

tttctatagt
ctgtttaata
ctctcaacca
gccaccettg
taagtcaatg
ctgactgaaa
gaaaagtctt
taggagttca
gggagaaaac
gagtgtgtgt
ggttcactte
cataggcatt
gcttggttgg
gagcactagg
cttattaaca
agaaggagca
gaaacagtgg
atttggaaac
aatatctgaa
tcgtgaaagg
tccectaatt
ttttttataa
aatgccacac
acagctccag
tgtgggttga
tagacctcta
ctggacagat

gttctagttc

-20 -
tattgttttc
tcacatgaag
gcccaacatce
gagatgatgt
taaaaagtat
agctatactg
ccagggtgcg
gaaatggtgc
ttagcaaatc
gtctacacag
ctecgtgagcc
tcaggccaaa
tttgttgett
aaaactattce
aaaactctaa
attgttcccc
gtcccttcaa
agagtaatga
aagtgaaaga
tacatttaaa
cttcttectt
ttcagacaat
ctgaagcact
gtttttaaat
ggcttgactg
tcaatcagta
ggcggaacga

ctaggtccag

tgtcatttge
accctagctt
ttccatggac
cttatttatt
aaaacccctt
attagaaatg
gagatggaac
cattgaagcc
catcagcagg
gataaaccca
ctcggtaagt
tccatgaaag
tatttttaaa
cagtaatttt
caagtcacct
tgacatctgg
atacatagtyg
agaaataata
tttctatgta

atatgttaaa

ggtctggaag-

tctatgaccc

tggatctgtt

tactaaaata

tagcatcctg

gttagcatcc

gaggttccct

caagtcacac

ctactgggga
taagagaagc
acatgacatt
agatggataa
cagacttcta
tctggectct
cagaggctgg
acaaagccgg
gatectgtecce
atacatattg
atgtttagaa
ggggaccagt
aggagaagtt
tttttcecctca
ccactatgtg
gtccatctga
gatagctcat
tataaactcc
ttaactctta
ttggcttgaa
aacaatttct
gtgtcttcat
cagagctgac
agttcaagtt
cttagagacc
aagagacttt
gcgaagactt

ctgccagtgc

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1650
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580

B |



cctecatcctt
aagtgccttc
gcaagcctgg
cttttcttct
tggtagtctt
ccatctctge
tagagaatca
cgctgtttcc
tttttaaaag
gtgacttttt
agccaaccct
tgggctggcc
ctgagaaagg
atttgtgett
atcttcaage
ccgggatgga
tggagctttga
aaccaagaac
gacctgttct
gagagagaga
ggtcaacttt
tctgatgtct
gtggtaagtt
tatctgaatt
tgtgcattgt

tttcctaaaa

atgcctgtaa

caagtcagtc

ttggaccatt

agaaatcaaa

tggttagcetyg

aagctccctg

tttaacatcc

aatggctcag

gcctccaata

ttaagcatcc

gatctggaag

attgtgtccc

agaaaaagat

ctggagcttc

caggtttteg

ctaatgaggc

tctcttecaa

acattgcaga

ctctagccat

gagtactgaa

tcattatctt

gtatatgttyg

aattttgatt

atacttaaag

tattgagttg

aaaaaaaaaad

<210> 8

<211>

4624

cacacatgca

ctttggaaac

gtccatgect

tgactgataa

caaaaatact

tgtttccttg

tgacctggta

gagacaatga

ctettatgga

tgacaggaaa

acagggccco

cgcaggagag

gggattgcca

tcaagggatt

agggcacatg

tctaacactg

cctgeecagt

agtaagacaa

tgatttacca

aaagcaacte

tattataata

cactgaaaag

tctgtaatgt

agtagtgagc

tactgtacct

aaaaaaaaaa

-21-
gtgagaggcc
cagcaggtct
caggatagaa
gcattggctc
ccatttcaag
ccctttagaa
agctgccaca
aaagccccca
geetggattt
tgttttette
ggctggacac
atgggcagaa
ctcacccacc
gtgttttgca
ggtcaccagt
ctcaggagac
cacagaagga
acatgtatat
ggctttctga
ctcttettag
aacctgatgc
gttaatattt
gttaatgtga
aatataagac
tatttggaag

adadaaaaaa

tcacatatac

gaaaaagagyg

cagcctggcet

cetcetgecat

ttaaaaatgc

aatgaattgt

cacctggcayg

tttaaaaaaa

tteccecactge

tacatggaaa

acgtggaacc

tggccctaga

cacactggta

ggtacagaaa

tgctttttca

ccctgeecte

ggaatgactc

ttttaaatgt

aagatctagt

tcttaataat

ttttttttag

aatgttttaa

ttagcagtta

gcaattgtgt

gatgaaggaa

gccteectag
ctgcatcaat
tatttgggga
ttaatggcaa
atcttctaat
tcactacaat
tggggagcat

taacaaacat

tctacaggct

gatagacagc

aagccaggga

agttcttttec

agggaggaga

actgecetgtt

gtcaatttgg

tagttggtte

aaatgcccaa

tctaacataa

ggttcacaca

ttactaaaat

aactccttac

tttattttgt

ttttccttaa

ttttcagtaa

tgaacctttt

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4119

log



<212>

<213>

DNA

<400> 8

ggaggaggtyg
attccectcee
cccacggggce
ccgegeccte
ggagctggceg
gagcacccaa
ccacctggac
actcacctac
gggctacgtg
tgtgcgaggce
cccgctgaac
gcttegaage
ctgctaccag
cacactgata
cteecgetge
cggtggctgt
tgececggetge
tggcatctgt
catgcccaat
caactacctt
ggtgacagca
gtgctatggt
ccaggagttt
tgatggggac

gactctggaa

gaggaggagg
attgggaccg
cctttactgce
ccagccgggt
gccttgtgec
gtgtgcaccyg
atgctccgece
ctgcccacca
ctcatcgcectce
acccagctct
aataccaccce
ctcacagaga
gacacgattt
gacaccaacc
tggggagaga
gccecgetgea
acgggcceca
gagctgcact
ccecgagggec
tctacggacg
gaggatggaa
ctgggcatgg
gctggctgea
ccagcctcca

gagatcacag

Homo sapiens

gctgcttgag
gagaaaccag
gcecgegcegceco
ccagccggag
gctgggggct
gcacagacat
acctctacca
atgccagcect
acaaccaagt
ttgaggacaa
ctgtcacagg
tcttgaaagg
tgtggaagga
gcteteggge
gttctgagga
aggggccact
agcactctga
gcccagccect
ggtatacatt
tgggatcctg
cacagcggtg
agcacttgcg
agaagatctt
acactgccce

gttacctata

220 -

gaagtataag

gggagcceccc

cggcccccac
ccatggggcc
cctectegee
gaagctgcgg
gggctgccag
gtccttectyg
gaggcaggtc
ctatgccctg
ggectceccca
aggggtcttg
catcttccac
ctgcecacccece
ttgtcagagce
gcccactgac
ctgcectggcece
ggtcacctac
cggcgccagc
caccctcgtce
tgagaagtgc
agaggtgagg
tgggagcectg
gctccageeca

catctcagca

aatgaagttg
cgggcagccg
ccctegeage
ggagcegceag
ctecttgeccce
ctcecctgcecea
gtggtgcagg
caggatatcc
ccactgecaga
gccgtgctag
ggaggcctge
atccagcgga
aagaacaacc
tgttcteccga
ctgacgecgca
tgetgecaty
tgcctccact
aacacagaca
tgtgtgactg
tgceccectge
agcaagccct
gcagttacca
écatttctgc
gagcagctcec

tggcecggaca

tgaagctgag

cgcgececctt

accecgegece

tgagcaccat

ccggagecge

gtcccgagac

gaaacctgga

aggaggtgca

ggctgcggat

acaatggaga

gggagctgcea

acccccagct

agctggctct

tgtgtaaggg

ctgtctgtge

agcagtgtgce

tcaaccacag

cgtttgagtce

cctgteccta

acaaccaaga

gtgcccgagt

gtgccaatat

cggagagctt

aagtgtttga

gecctgeetga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

By



ccteagegte
ctcgctgacce
gggcagtgga
ctgggaccag
ggacgagtgt
gggtccaggyg
ggaggaatgc
gcecgtgecac
tgaccagtgt
cagcggtgtg
cgcatgccag
ctgececgec
tctgctggte
gatccggaag
acctagcgga
gaaggtgaag
tgatggggag
caaagccaac
tgtctccege
gccctatgge
cctgctgaac
cgtacacagg
tacagacttc
gggcaaggtyg
ccagagtgat
accttacgat
gccccagcecc

tgactctgaa

ttccagaacc
ctgcaagggc
ctggcectea
ctctttcgga
gtgggcgagg
cccaccecagt
cgagtactgc
cctgagtgtce
gtggcctgtg
aaacctgacc
ccttgececcca
gagcagagag
gtggtcttgg
tacacgatgc
gcgatgccca
gtgcttggat
aatgtgaaaa
aaagaaatct
cttcggggca
tgcctcettag
tagtgtatge
gacttggccg
gggctggctce
ccecatcaagt
gtgtggagtt
gaggatcccag
cccatctgca

tgtcggccaa

tgcaagtaat
tgggcatcag
tccaccataa
acccgcacca
gcectggectyg
gtgtcaactg
aggggctecee
agccccagaa
cccactataa
tctectacat
tcaactgcac
ccagccectet
gggtggtctt
ggagactgact
accaggcgea
ctggegettt
ttccagtggc
tagacgaagc
tctgcectgac
accatgtecyg
agattgcgaa
ctcggaacgt
ggctgectgga
ggatggeget
atggtgtgac
cccgggagat
ccattgatgt

gattccggga

-23-
ccggggacga

ctggetgggg

cacccacctc
agctctgctc
ccaccagctg
cagccagttce
cagggagtat
tggctcagtyg
ggaccctecc
gcccatctgg
ccactectgt
gacgtccatc
tgggatcctc
gcaggaaacg
gatgcggatc
tggcacadgte
catcaaagtg
atacgtgatg
atccacggtyg
ggaaaaccgc
ggggatgagc
gctggtcaag
cattgacgag
ggagtccatt
tgtgtgggag
ccctgacctg
ctacatgatc

gttggtgtet

attctgcaca
ctgcgctcac
tgcttegtge
cacactgcca
tgcgececgag
ctteggggece
gtgaatgcca
acctgttttg
ttctgcgtgg
aagtttccag
gtggacctgg
atctctgcgg
atcaagcgac
gagctggtgg
ctgaaagaga
tacaagggca
ttgagggaaa
gctggtgtgg
cagctggtga
ggacgcctgg
tacctggagg
agtcccaacc
acagagtacc
ctcoecgeeggc
ctgatgactt
ctggaaaagg
atggtcaaat

gaattctccce

atggcgccta

tgagggaact

acacggtgcc

accggccaga

ggcactgctg

aggagtgecgt

ggcactgttt

gaccggagdgac

cccgetgece

atgaggaggyg

atgacaaggg

tggttggcat

ggcagcagaa

agccgcetgac

cggagctgayg

tetggatccce

acacatcccc

gcteeecata

cacagcttat

gctceccagga

atgtgcggct

atgtcaaaat

atgcagatgg

ggttcaccea

ttagggccaa

gggagcggct

gttggatgat

gcatggccag

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

228¢

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

(29

B¢



ggacccececag
cagcaccttc
ggagtatctg
catggtccac
agggctggag
tggctcecgat
ccccacacat
ctctgagact
ccagccagat
acctgctggt
caaagacgtt
aggagctgcecce
ttactgggac
tacggcagag
tccgecagaag
agaggtggga
aaggaacctt
agaggaacag
gtccagtgga
cttagggaag
acccattcag
ggtgtcagta
ttgttttttt
agtgtggggg

gcta

cgctttgtgy
taccgctcac
gtaccccagce
cacaggcacc
ccctctgaag
gtatttgatg
gaccccagcce
gatggctacg
gttcggcccece
gccactctgg
tttgeetttyg
cctcageece
caggacccac
aacccagagt
ccctgatgtg
gggcccteeg
ccttectgct
cactggggag
tgeccacagec
ctggecctgag
agactgtcecc
tccaggettt
aaagatgaaa

gtccttctce

<210> 9

<211>

<212>

183

PRT

tcatccagaa

tgctggagga

agggcttctt

gcagctcatc

aggaggcecee

gtgacctggg

ctctacagceg

ttgccccect

agcccecttce

aaaggcccaa

ggggtgcegt

accctectcec

cagagcgggyg

acctgggtct

tcctcaggga

accacttcca

tgagttccca

tetttgtgga

cagcttggece

aggggaagcg

tgaaacctag

gtacagagtyg

taaagaccca

acacccactt

-24 -
tgaggacttg
cgatgacatg
ctgtccagac
taccaggagt

caggtctcca

aatgggggca
gtacagtgag
gacctgcagc
gcccecgagag
gactctctec
ggagaacccc
tgecttcage
ggctccaccc
ggacgtgcca
gcagggaagd
ggggaacctg
gatggctgga
ttctgaggce
ctttectteco
gccctaaggg
tactgccccece
cttttctgtt
gggggagaat

tgtccatttyg

ggcccageca

ggggacctgg

cctgccececgg

ggcggtygay

ctggcacecct

gccaaggggc

gaccccacag
ccccagectg
ggccctetge
ccagggaaga
gagtacttga
ccagcctteg
agcaccttca
gtgtgaacca
cctgacttet
ccatgccagg
aggggtccag
ctgcccaatg
agatcctggg
agtgtctaag
catgaggaag
tagtttttac
gggtgttgta

caaatatatt

gtceccttgga
tggatgctga
gcgetgggygg
acctgacact
ccgaaggggc
tgcaaagcct
tacccctgcece
aatatgtgaa
ctgctgeceg
atggggtcgt
caccccaggg
acaacctcta
aagggacacc
gaaggccaag
gctggcatca
aacctgtcct
cctegttgga
agactctagg
tactgaaagc
aacaaaagcyg
gaacagcaat
ttttettgtt
tggggaggcea

ttggaaaaca

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4624



<213>

<400>

Met

Ala

Leu

Leu

Ile

65

Arg

Leu

Gly

His

Met

145

Leu

Pro

Arg

Arg

Asn

Tyr

50

val

Glu

Pro

Lys

Ala

130

Val

Asp

Val

<210>

«211>

Homo sapiens

9

Ala

Gly

Gly

35

Lys

Leu

Val

Leu

Phe

115

Leu

Pro

Asp

Thr

10

Asn

Ser

20

Leu

Leu

Thr

Thr

Pro

100

Ala

Arg

Ser

Asp

Leu

‘180

1050

Asp

Glu

Ser

Tyr

Gly

Gly

85

Asn

Ile

Gln

Gly

Pro

165

Ala

Ala

val

Val

Glu

His

70

Tyr

Leu

Phe

Leu

Leu

150

Arg

Ala

Leu

Gly

Thr

Arg

55

Asn

val

Arg

val

Arg

135

Thr

Leu

Val

-25-

Gln

Asn

Gly

40

Ala

Leu

val

Met

120

Leu

Pro

Leu

val

Ser

25

Asp

Glu

Asp

Val

Val

105

Leu

Thr

Gln

Thr

Leu

10

Gln

Ala

Val

Leu

Ala

90

Arg

Asn

Gln

Pro

Leu

170

Gly

Ala

Glu

Val

Ser

75

Met

Gly

Tyr

Leu

Ala

155

Ser

Leu

Val

Asn

Met

60

Phe

Asn

Thr

Asn

Thr

140

Gln

Ala

Leu

Cys

Gln

45

Gly

Leu

Glu

Gln

Thr

125

Gly

Asp

Ser

Phe

Pro

30

Tyr

Asn

Gln

Phe

Val

110

Asn

Gln

Trp

Ser

Ser

15

Gly

Gln

Leu

Trp

Ser

95

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Lys

175

Leu

Thr

Thr

Glu

Ile

80

Thr

Asp

Ser

Pro

Leu

160

Val

\ &\



<212>

<213>

DNA

<400> 10

acacacacac
atttgcaacc
tcttgcctcg
cctctgcgga
ggcccggggce
gagtgtgacc
tgaggtggtg
cctgecagtgg
tctaccattg
catcttegte
gactcagcte
agactggtac
gcctgtcacc
gtagggggag
agtcagagct
ggcctgatgg
tgagatcagg

tacaaaaaaa

acceccteece
tccgectgecy
atgtcctagc
gtcatgaggg
teccgaggtgg
ggcgatgctg
atggggaacc
attcgagaag
cccaacctce
atgttgaact
accggtcagt
ctccttgatg
ttggccgctg
ctaggggeat
ggatctgtta
cttacacctg
agtttgagac

taaaataaaa

<210> 11

<211>

<212>

<213>

1210

PRT

<400> 11

Met Arg

Homo sapiens

tgccatcecct
tcgecgeage
ctaggggccc
cgaacgacgc
gcaactctca
agaaccaata
ttgagattgt
tgacaggcta
gcgtagtgcyg
ataacaccaa
tceecgatggt
atgacccaag
tctaaaggtc
ctgctccagg
accgtttttc
taatcccagce
cagcctggcce

taaaaaatta

Homo sapiens

5

- 26 -

ccccggactc

agccaccaat

ccgggeegga
tctgcaggtyg
ggcagtgtgt
ccagacactg
gctcacggga
tgtcctegtg
agggacccag
ctccagccac
tecttetgge
actgctcact
cattgctccc
gaaaggaacc
taatttcaaa
attttgggag

aacatggcga

10

cggctccggce

tcgeccagcegyg

cttggctggg

ctgggcttge

cctgggactce

tacaagctct

cacaatgccg

gccatgaatg

gtctacgatg

gctctgcgcce

ctcaccccte

ctaagtgcect

taagcaatag

ctgtgtectt

gtacagtgta

gccaaggagg

aaccctgtct

tccgattgceca

ttcaggtggce

ctcececttcac

ttttcagcct

tgaatggcct

acgagaggtg

acctctecectt

aattctctac

ggaagtttgc

agctccgett

agccagccca

cttccaaggt

agggceccca

gtggggctgg

ccggaggeca

gcagatcact

ctactaaaaa

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1050

Prc Ser Gly Thr Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala

(8¢

489



Ala

Gly

Leu

Leu

65

Thr

Glu

TyYyY

Lys

His

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Leu

Thr

Ser

50

Glu

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Cys

Ser

35

Leu

Ile

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

20

Asn

Gln

Thr

Glu

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Ala

Lys

Arg

Tyr

Val

85

Leu

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Ser

Leu

Met

val

70

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Arg

Thr

Phe

55

Gln

Gly

Asn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

His

Cys

Cys

215

Cys

-27-

Ala

Gln

40

Asn

Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Pro

Asn

val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Leu

25

Leu

Asn

Asn

Val

Gln

105

val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

His

Glu

Gly

Cys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Glu

Thr

Glu

Asp

75

Ile

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Lys

Phe

Val

60

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Lys

Glu

45

Val

Ser

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

val

30

Asp

Leu

Phe

Asn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

150

Asn

Arg

Ala

Cys

His

Gly

Leu

Thr

95

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Gln

Phe

Asn

Lys

80

Val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

9

/z)@



Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

305

Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

His

Gly

Gly

Ala

Thr

Thr

290

Ser

Gly

AsSn

Thr

His

370

Pro

Thr

His

Gly

Leu

450

Pro

Thr

Tyr

275

Cys

Cys

val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Arg

Cys

260

Gln

Val

val

Arg

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Glu

245

Lys

Met

Lys

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Ser

Asp

Asp

Lys

Ala

310

Cys

Ile

His

Val

Gln

390

Leu

Asn

Leu

Lys

Asp

Thr

Val

Cys

295

Cys

Lys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

-28 -

Cys

Cys

Asn

280

Pro

Gly

Lys

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Leu

Pro

265

Pro

Arg

Ala

Cys

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Ile

425

Val

Ser

val

250

Pro

Glu

Asn

AsSp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

Ser

Asp

Cys

Leu

Gly

Tyr

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Arg

Met

Lys

Vval

300

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Aszp

460

Lys

Leu

Tyr

285

val

Glu

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Phe

Tyr

270

Ser

Thr

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

vVal

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Arg

255

Asn

Phe

Asp

Glu

Lys

335

Ile

Gly

His

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Asp

Pro

Gly

Hig

Glu

320

val

Asn

Asp

Thzr

Glu

400

Asp

Gln

Leu

Ser

',



Gly

465

Phe

Asn

Glu

val

Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Pro

Leu

Ile

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

530

Pro

Cys

Asn

Thr

Tyr

610

Tyr

Lys

Leu

Val

Lys

Thr

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Leu

Cys

Cys

595

Ala

Gly

Ile

val

Arg

675

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Gly

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Cys

Pro

Val

660

Lys

Leau

Gly

485

Ala

Gly

Arg

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

645

Ala

Arg

Cys

470

Gln

Thr

Pro

Glu

Val

550

Ala

Cys

Gly

Gly

Gly

630

Ile

Leu

Thr

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

535

Glu

Met

Ala

Val

His

615

Pro

Ala

Gly

Leu

-29 .-

Ala

Thr

Gln

Pro

520

Val

Asn

Asn

His

Met

600

Val

Gly

Thr

Ile

Arg

680

Asn

Lys

Val

505

Arg

Asp

Ser

Ile

Tyr

585

Gly

Cys

Leu

Gly

Gly

665

Arg

Thr

Ile

490

Cys

Asp

Lys

Glu

Thr

570

Ile

Glu

Hig

Glu

Met

650

Leu

Leu

Ile

475

Ile

His

Cys

Cys

Cys

555

Cys

Asp

Asn

Leu

Gly

635

Val

Phe

Leu

Asn

Ser

Ala

val

Asn

540

Ile

Thr

Gly

Asn

Cys

620

Cys

Gly

Met

Gln

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Leu

Gln

Gly

Pro

Thr

605

His

Pro

Ala

Arg

Glu

685

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Leu

Cys

Arg

His

590

Leu

Pro

Thr

Leu

Arg

670

Arg

Lys

Gly

495

Ser

Arg

Glu

His

Gly

575

Cys

val

Asn

Asn

Leu

655

Arg

Glu

Leu

480

Glu

Pro

Asn

Gly

Pro

560

Pro

val

Trp

Cys

Gly

640

Leu

His

Leu

7]



Val

Arg

705

Gly

Lys

Pro

Val

Thr

785

Tyr

Trp

Leu

Gln

Glu

865

Met

Val

Glu

690

Ile

Ala

Val

Lys

Asp

770

Val

val

Cys

val

His

850

Glu

Ala

Trp

Pro

Leu

Phe

Lys

Ala

755

Asn

Gln

Arg

val

His

835

vVal

Lys

Leu

Ser

Leu

Lys

Gly

Ile

740

Asn

Pro

Leu

Glu

Gln

820

Arg

Lys

Glu

Glu

Tyr

900

Thr

Glu

Thr

725

Pro

Lys

His

Ile

His

805

Ile

Asp

Ile

Tyr

Ser

885

Gly

Pro

Thr

710

val

Val

Glu

Val

Thr

790

Lys

Ala

Leu

Thr

His

870

Ile

Val

Ser

695

Glu

Tyr

Ala

Ile

Cys

775

Gln

Asp

Lys

Ala

Asp

855

Ala

Leu

Thr

=30 -

Gly Glu

Phe Lys

Lys Gly

Ile Lys

745

Leu Asp

760

Arg Leu

Leu Met

Asn Ile

Gly Met

825
Ala Arg
840

Phe Gly

Glu Gly

His Arg

Val Trp

905

Ala

Lys

Leu

730

Glu

Glu

Leu

Pro

Gly

B10O

Asn

Asn

Leu

Gly

Ile

890

Glu

Pro

ile

715

Trp

Leu

Ala

Gly

Phe

795

Ser

Tyr

Val

Ala

Lys

875

Tyr

Leu

Asn

700

Lys

Ile

Arg

Tyr

Ile

780

Gly

Gln

Leu

Leu

Lys

860

val

Thr

Met

Gln

Val

Pro

Glu

Val

765

Cys

Cys

Tyxr

Glu

val

845

Leu

Pro

His

Thr

Ala

Leu

Glu

Ala

750

Met

Leu

Leu

Leu

Asp

830

Lys

Leu

Ile

Gln

Phe

910

Leu

Gly

735

Thr

Ala

Thr

Leu

Leu

815

Arg

Thr

Gly

Lys

Ser

895

Gly

L.eu

Ser

720

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp

800

Asn

Arg

Fro

Ala

Trp

880

Asp

Ser

26

/zy



31 -
Lys Pro Tyr Asp Gly Ile Pro Ala Ser Glu Ile Ser Ser Ile Leu Glu
915 920 925

Lys Gly Glu Arg Leu Pro Gln Pro Pro Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr
930 935 940

Met Ile Met Val Lys Cys Trp Met Ile Asp Ala Asp Ser Arg Pro Lys

945 950 955 960

Phe Arg Glu Leu Ile Ile Glu Phe Ser Lys Met Ala Arg Asp Pro Gln

565 970 975
Arg Tyr Leu Val Ile Gln Gly Asp Glu Arg Met His Leu Pro Ser Pro
980 985 990
Thr Asp Ser Asn Phe Tyr Arg Ala Leu Met Asp Glu Glu Asp Met Asp
895 1000 1005

Asp Val Val Asp Ala Asp Glu Tyr Leu Ile Pro Gln Gln Gly Phe
1010 1015 1020

Phe Ser Ser Pro Ser Thr Ser Arg Thr Pro Leu Leu Ser Ser Leu
1025 1030 1035

Ser Ala Thr Ser Asn Asn Ser Thr Val Ala Cys Ile Asp Arg Asn
1040 1045 1050

Gly Leu Gln Ser Cys Pro Ile Lys Glu Asp Ser Phe Leu Gln Arg
1055 1060 1065

Tyr Ser Ser Asp Pro Thr Gly Ala Leu Thr Glu Asp Ser Ile Asp
1070 1075 1080

Asp Thr Phe Leu Pro Val Pro Glu Tyr Ile Asn Gln Ser Val Pro
1085 1080 1095

Lys Arg Pro Ala Gly Ser Val Gln Asn Pro Val Tyr His Asn Gln
1100 1105 1110

Pro Leu Asn Pro Ala Pro Ser Arg Asp Pro His Tyr Gln Asp Pro

1115 1120 1125

/9(/



His Ser
1130
Pro Thr
1145
Gln Lys
1160
Gln Asp
1175
Gly Ser
1190
Ser Ser
1205
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
Met Arg
1

Ala Leu

Gly Thr

Leu Ser
50
Leu Glu

65

=32 -
Thr Ala Val Gly Asn Pro Glu Tyr Leu Asn
1135 1140
Cys Val Asn Ser Thr Phe Asp Ser Pro Ala
1150 1155
Gly Ser His Gln Ile Ser Leu Asp Asn Pro
1165 1170
Phe Phe Pro Lys Glu Ala Lys Pro Asn Gly
1180 1185
Thr Ala Glu Asn Ala Glu Tyr Leu Arg Val
1195 1200
Glu Phe Ile Gly Ala
1210
12
628
PRT
Homo sapiens
12
Pro Ser Gly Thr Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala
5 ie
Cys Pro Ala Ser Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys
20 25
Ser Asn Lys Leuw Thr Gln Leu Gly Thr Phe Glu
35 40 45
Leu Gln Arg Met Phe Asn Asn Cys Glu Val Val
55 60
Ile Thr Tyr Val Gln Arg Asn Tyr Asp Leu Ser
70 75

Thr

His

Asp

Ile

Ala

Leu

val

30

Asp

Leu

Phe

Val

Trp

Tyr

Phe

Pro

Leu

15

Cys

His

Gly

Leu

Gln

Ala

Gln

Lys

Gln

Ala

Gln

Phe

Asn

Lys

80

\ &%

[9‘]_



Thr

Glu

Tyr

Lys

His

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Ala

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Thr

290

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

185

Thr

Ser

Pro

Thr

Tyxr

275

Cys

Glu

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Gln

Val

vVal

85

Leu

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Lys

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Asp

Lys

Gly

Asn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

His

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

Val

Cys

295

-33.-

Tyr Val Leu

Leu

Ala

120

Pro

Asn

vVal

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

280

Pro

Gln

105

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

His

Leu

Pro

265

Pro

Arg

90

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asn

Ile

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Gly

Tyr

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Lys

Val

300

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

285

Val

Asn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Ser

Thr

Thr

95

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Asp

val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro

Gly

His

/GK



Gly

305

Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

His

Gly

Gly

465

Phe

Asn

Glu

Ser

Gly

Asn

Thr

His

370

Pro

Thr

His

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Ser

Gly

Cys

vVal

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Lys

Thr

Cys

Cys

515

val

Arg

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

485

Ala

Gly

Ala

310

Cys

Ile

Hisg

val

Gln

3390

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

470

Gln

Thr

Pro

Cys

Lys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys

Gly

Glu

-34 -

Gly

Lys

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Ala

Thr

Gln

Pro

520

Ala

Cys

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Tle

425

Val

Ser

Asn

Lys

vVal

505

Arg

Asp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

Ser

Asp

Thr

Ile

490

Cys

Asp

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Fro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

His

Cys

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

460

Asn

Ser

Ala

Val

Glu

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Glu

Lys

335

Ile

Gly

His

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Lys

Gly

495

Ser

Arg

Glu

320

Val

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Asp

Gln

Leu

Ser

Leu

480

Glu

Pro

Asn
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Val Ser

530
Glu Pro
545

Glu Cys

Asp Asn

Lys Thr

Lys Tyr
610
Thr Tyr
625
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Arg

Ala Leu

Gly Thr

Leu Ser

50

Arg Gly Arg Glu

Arg Glu Phe Val
550

Leu Pro Gln Ala

565
Cys Ile Gln Cys
580
Cys Pro Ala Gly
595

Ala Asp Ala Gly

Gly Ser

13

405

PRT

Homo sapiens
13

Pro Ser Gly Thr

Cys Pro Ala Ser
20

Ser Asn Lys Leu

35

Leu Gln Arg Met

Cys

535

Glu

Met

Ala

Val

His

615

Ala

Arg

Thr

Phe

55

-35-

Val

Asn

Asn

His

Met

600

val

Gly

Ala

Gln

40

Asn

Asp

Ser

Ile

Tyr

585

Gly

Cys

Ala

Leu

25

Leu

Asn

Lys

Glu

Thr

570

ile

Glu

His

Ala

10

Glu

Gly

Cys

Cys

Cys

555

Cys

Asp

Asn

Leu

Leu

Glu

Thr

Glu

Asn

540

Ile

Thr

Gly

Asn

Cys

620

Leu

Lys

Phe

Val

60

Leu

Gln

Gly

Pro

Thr

605

His

Ala

Lys

Glu

45

Val

Leu

Cys

Arg

His

590

Leu

Pro

Leu

Val

30

Asp

Leu

Glu Gly

His Pro

560

Gly Pro

575

Cys Val

Val Trp

Asn Cys

Leu Ala

15

Cys Gln

His Phe

Gly Asn
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Leu

65

Thr

Glu

Tyr

Lys

His

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Glu

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Ile

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

Tyr

275

Thr

Glu

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Gln

Tyr

Val

85

Leu

Tyr

Lys

Arg.

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

val

70

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Asp

Gln

Gly

Asn

Leu

Leu

135

Ser

Tle

Hig

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

Val
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Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

280

Asn

Val

Gln

105

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

His

Leu

Pro

265

Pro

Tyr

Leu

S0

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asp

75

Ile

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Gly

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Lys

Ser

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

285

Phe

Asn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

1580

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Ser

Leu

Thr

95

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Lys

80

val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro

Gly



Ala Thr

290
Gly Ser
305

Asp Gly

Cys Asn

Ala Thr

Leu His

370
Pro Pro
385

Ile Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Arg

Ala Leu

Gly Thr

Cys

Cys

val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

14

705

Val

Val

Arg

Ile

3490

Ile

Leu

Asp

Leu

PRT

Lys

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Ser

405

Lys

Ala

310

Cys

Ile

His

Val

Gln

390

Homo sapilens

14

Pro

Cys

Ser

35

Ser Gly Thr

5

Pro Ala Ser

20
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Cys Pro
295

Cys Gly

Lys Lys

Gly Glu

Phe Lys

360
Ala Phe
375

Glu Leu

Arg

Ala

Cys

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Asn

Asp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Tyr

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

val

300

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ser

380

Lys

vVal

Glu

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Thr

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

Val

Asp

Glu

Lys

335

Ile

Gly

His

Lys

His

Glu

320

Val

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala

10

15

Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys Val Cys Gln

25

30

Asn Lys Leu Thr Gln Leu Gly Thr Phe Glu Asp His Phe
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Leu

Leu

65

Thr

Glu

Tyrx

Lys

His

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Ser

50

Glu

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Leu

Ile

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

185

Thr

Ser

Pro

Thr

Gln

Thr

Glu

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Arg

Tyr

val

85

Leu

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Val

70

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Phe

55

Gln

Gly

Agn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

His

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr
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Asn

Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Prec

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

Asn

Val

Gln

105

val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

His

Leu

Pro

265

Cys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asp

75

Ile

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln
235

Cys

Leu

Val

60

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Val

Ser

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Leu

Phe

Asn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Gly

Leu

Thr

95

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Asn

Lys
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Val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro
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Thr

Ala

Gly

305

Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

His

Gly

Gly

465

Phe

Thr

Thr

290

Ser

Gly

Asn

Thr

His

370

Pro

Thr

His

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Tyr

275

Cys

Cys

val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Aia

Gln

435

Arg

Lys

Thr

Gln

Val

Val

Arg

‘Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Met

Lys

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

485

Asp

Lys

Ala

310

Cys

ile

His

Val

Gln

390

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

470

Gln

Val

Cys

295

Cys

Lys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys
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Asn

280

Pro

Gly

Lys

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Ala

Thr

Pro

Arg
Ala
Cys
Phe
345
Asn
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Asp
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Ile
425
Val
Ser

Asn

Lys

Glu

Asn

Asp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

ile

Ser

Asp

Thr

Ile

490

Gly

Tyr

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

Lys

val

300

Tyr

Pro

Ser

Ser

ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

460

Asn

Ser

Tyr

285

Val

Glu

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Trp

Asn

Ser

Thr

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Phe

Asp

Glu

Lys

335

Ile

Gly

His

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Lys

Gly

495

Gly

His

Glu

320

val
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Asp

Thr

Glu

400

Asp
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Leu

Ser

Leu

480

Glu
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Asn

Glu
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Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Phe

Gln

Ser

Leu

His

705

Ser

Gly

Ser

530

Pro

Cys

Asn

Thy

Tyr

610

Tyr

Lys

Ser

Leu

His

690

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Leu

Cys

Cys

595

Ala

Gly

Leu

Gly

Leu

675

Ala

Lys

500

Trp

Gly

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Pro

Ser

Ser
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Pro

Trp

Ala

Gly

Arg

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Gly

Ser
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Pro

Ser

Pro

Thr

Pro

Glu

Val

550

Ala

Cys

Gly

Gly

Asn

630

Cys

Ala

Glu

Ser

Gly

Glu

Cys
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Glu

Met

Ala

val
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Glu

Asn

Ala

Phe
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Gln
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Val

Asn
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His

Met

600

val
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680

Ser
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505

Arg
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Ile

Tyr
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Gly

Cys

Leu
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Glu
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Leu

Val

Cys

Asp
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Glu

Thr
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Lys

Asn

650
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Ile

His

Cys

Cys

Cys
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Cys

Asp
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Leu

Ala
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Trp
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Ala

Val

Asn
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Thr

Gly

Asn
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Leu
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700

Leu
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Leu
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Gly
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Thr
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Leu
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Gly
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Ala

Cys
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Cys

Leu

Cys

Arg
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590

Leu

Pro

Phe
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Trp
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Arg
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Ser
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Trp
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-01-22-020
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia _ Caso 23220
Declaracion
Yo, el suscrito Notario Puablico de Basilea/Suiza, por el presente declaro que la

copia adjunta llamada ‘Traspaso’ es una copia fiel del documento original que me

ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG
de Basilea, Suiza,
Basilea, Suiza, este dia 15-06-2006 (dia quince de junio de dos mil seis)

Sello notarial (firma: llegible}
Leg. Prot. 2006 No. 302 Notario Publico

Dr. Peter Kuster
Abogado y Notario
Peterskirchplatz 12

Postfach

CH-4001 Basilea
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© 0 N oo

APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por Dr. (ilegible) P. Kuster
actuando como Notario Oficial
lleva el sello/estampilla de (ilegible)
CERTIFICADO
en Basilea 6. el dia 19 de junio de 2006
por la Cancilleria de Estado del Cantén de la Ciudad de Basilea
Nc. 5'593/9°697
Sello/Estampilla 10.  Firma (ilegible}
Sello de la Cancilleria de la Ciudad Heidi Fischer

TRADUCTORA OFICIAL
{ES. 2177] 89 MINJUSTICIA
L £
ANTTAESCOBARDE TAMAYO

30 vieace




Caso 23220
Traspaso

Yo/Nosotros, el suscrito

Joachim Moecks, matematico, ciudadano aleman

Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Alemania

Andreas Strauss, bidlogo, ciudadano aleman
Ruhe am Bach 5b, D-82377 Penzberg, Alemania

Gerhard Zugmaier, médico, ciudadano aleman

Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Alemania

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el inventor(es)

Unico/conjunto de la invencion llamada:

Método para la prediccién de la respuesta a un tratamiento

para la cual la primera solicitud(es) se presento asi:

Pais Fecha de presentacion No. Serial
23220 EP 12.08.2005 05017663.5

y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos inventado, cedido y transferido
todos los derechos y titulo a y de dicha invencion y de dicha solicitud(es) en todos
los paises del mundo al CESIONARIO:

44



F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

La presente cesion es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Fréncia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, lsrael,
Italia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino
Unido de la Gran Bretaiia e Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,

Venezuela.

En virtud de esta cesién dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines y
cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los paises
anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho d‘e prioridad de la primera
solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de acuerdo

con las convenciones internacionales.

Firmado en Basilea, Suiza
el 12 de abril de 2006

Gerhard Zugmaier

(firma: ilegible) Joachim Moecks

Andreas Strauss




Legalizacion
Por el presente certificamos que la firma de la persona anteriormente nombrada
Gerhand Zugmaier, médico

empleado de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conocemos personalmente,
es autentica.

Basilea, Suiza

No.

Traducido segun mi mejor saber y entender, este dia 22 de enero de 2008,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

RES, 2177489 MINJU TICEA:

ANTTAESCOBAR DETAMAYO : §



(en copia)
Legalizacién de firma

Certifico la autenticidad de ia firma antecedente puesta ante mi por el sefior
Dr. Joachim Mécks, nacido el 16.01.1948

domiciliado en Max-Joseph.Strasse 9, 68167,

con su cédula de ciudadania.

Mannheim, 24 de mayo de 2006 Notaria | Mannheim

Fdo.: firma ilegible
(Dr. Schwenger) Notario

1 UR 4728/ 2006 (sello redondo en tinta)
Costas en copias NOTARIA
MANNHEIM .

Sigue apostilla en inglés certificando la firma del notario P. Kuster-bajo—el-No.-
5.593/9.697 del 19 de junio de 2006. Sello oficial de la Cancilleria de Estado de
Basilea.

ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copia en los archivos de
estas oficinas para su confrontacion.

Bogota, 28 de enero de 2008
C. 1523

AGA CE HEBBER
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Colombia Case 23220

Declaration

I, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the

annexed copy entitled Assignment is a true copy of the original document which has

been présented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle/ Swifzerland.

-
7this 15-06-2006 (fifteenth day of June two thousand and six)

T f
o b

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar

' Peterskirchplatz 12
~

NS

Postfach
CH -4001 Basel

oy

L s 202 APOST
) » DSTILLE
Prov. 200L No. .
L% m—— (Hague Conventinn of Qctober 5, 1961)

1. Country: Switzerlag

Schweiz /Suisse)

This official deCungent
2. 08 sigagd ‘UM_: ....... /kﬂ""- .......

3. in his/her function as .

4. and certified Zﬂ 4

/v\, ﬂ,amam 0! Bascl-Stadl ........
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Case 23220

Assignment %

I/WE, the undersigned

]oéchim Moecks, mathematician, a German citizen
| Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Germany

* Andreas Strauss, biologist, a German citizen

// Fatkenstrasse-9;D-82377 PenzbergyGermmany Ryhe am Bach Sb, D-82377 Penzberg, Germany

Gerhard Zugmaier, physician, a German citizen
; ; Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Method for predicting the response to a treatment

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.

23220 EP 12.08.2005 05017663.5

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela. :

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Signed at Basel, Switzerland
on April 12, 2006

Gerhard Zugmaier

Notarization required
further signatures see reverse side



Legalization

We hereby certify that the signature of the above named

Gerhard Zugmaier, physician

in the employ of F. Hoffmann-La Roche AG, who is/are personally known to us, is genuine.

Basle, Switzerland

No.

i’ng“ed 2t yaannhaekn
5o M AR
dh VAL R/

Joachim Moecks

Andreas Strauss

Do e ™
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Unterschriftsbeglaubigung

Vorseitige, vor mir vollzogene Unterschrift von

Herrn Dr. Joachim Mécks, geb. am 16.01.1948,
wohnhaft Max-Joseph-Strasse 9, 68167 Mannheim

- ausgewiesen durch Personalausweis -
beglaubige ich.

Mannheim, den 24. Mai 2006
& P‘%\
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Kosten bei Zweitschrift
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-01-22-021
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia ' Caso 23220
Declaracion
Yo, el suscrito Notario Publico de Basilea/Suiza, por el presente declaro que la

copia adjunta llamada ‘Traspaso’ es una copia fiel del documento original que me

ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG
de Basilea, Suiza,
Basilea, Suiza, este dia 15-06-2006 (dia quince de junio de dos mil seis)

Sello notarial (firma: llegible)
Leg. Prot. 2006 No. 303 Notario Publico

Dr. Peter Kuster
Abogado y Notario
Peterskirchplatz 12

Postfach

CH-4001 Basilea

2/3
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APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza
Este documento oficial

ha sido firmado por Dr. (ilegible) P. Kuster

actuando como Notario Oficial

lleva el sello/estampilla de (ilegible)
CERTIFICADO

en Basilea 6. el dia 19 de junio de 2006

por la Cancilleria de Estado del Cantdn de la Ciudad de Basilea
No. 5'581/9'698

Sello/Estampilla 10. Firma (ilegible)

Sello de la Cancilleria de la Ciudad Heidi Fischer
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Caso 23220
Traspaso

Yo/Nosotros, el suscrito

Joachim Moecks, matematico, ciudadano aleman

Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Alemania

Andreas Strauss, biélo'go, ciudadano aleman
Ruhe am Bach 5b, D-82377 Penzberg, Alemania

Gerhard Zugmaier, meédico, ciudadano aleman

Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Alemania

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el inventor(es)

unico/conjunto de la invencion {lamada:
Método para la prediccion de la respuesta a un tratamiento
para la cual |la primera solicitud(es) se presento asi:

Pais Fecha de presentacioén No. Serial
23220 EP 12.08.2005 05017663.5

y que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos inventado, cedido y transferido
todos los derechos vy titulo a y de dicha invencidn y de dicha solicitud(es) en todos
los paises del mundo al CESIONARIO:

2,



F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

La presente cesidn es para, pero no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel,
ltalia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, RepUblica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Esparia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino
Unido de la Gran Bretafia e Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,

Venezuela.

En virtud de esta cesién dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines y
cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los paises
anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la primera
solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de acuerdo

con las convenciones internacionales.

Firmado en Basilea, Suiza
el 12 de abril de 2006

Gerhard Zugmaier

Joachim Moecks

{firma: ilegible) Andreas Strauss  Penzberg, 27 de abril de 2006

8’6



U0

Legalizacion
Por el presente certificamos que la firma de la persona anteriormente nombrada
Gerhand Zugmaier, médico

empleado de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conocemos personalmente,
es auténtica.

Basilea, Suiza

No.

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 22 de enero de 2008,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Oficial,
Res. 2177 de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de Colombia.

TRADUCTORA OFICIAL

S, 2177 ] 59 MINJUSTICIA
4NTTA ESCOBAR DETAMAYO

- 3



TRADUCCION OFICIAL No. 13412
de un documento escrito en Aleman, efectuada por Luz Arriaga de Herber,
resolucion del Ministerio de Justicia 599 del 6 de marzo 1978.-

Traduccién de las actuaciones en aleman que se encuentran a continuacion de una
declaracidn expedida en idioma inglés por el notario Peter Kuster, el 15.06.2006, en
Basilea, Suiza, sobre la autenticidad de la copia de un documento de Cesién, caso

23220, escrito en inglés, presentado a él porla F. Hoffmann-La Roche AG.

(en copia)
Protocolo notarial URNo. K 665 / 2006
del 27 de abril de 2006 / i

Certifico la autenticidad de la firma antecedente puesta ante mi por el sefior

Dr. Andreas Straup, nacido el 12 de enero de 1966, Bidlogo, domiciliado en
Falkenstrafe 9, 82377 Penzberg, identificado con documento oficial de identidad
provisto de fotografia.

Penzberg, 27 de abril 2006

Fdo.: firma ilegible

Nikolaus Klocker,
Notario de Weilheim i. OB.
(hilo y oblea notarial) '

Sigue apostilla en inglés certificandd la firma del notario P. Kuster bajo el No.
5.594/9.698 del 19 de junio de 2006. Sello oficial de la Cancilleria de Estado de
Basilea.

------ LYUZ ARBIAGA DE HEHBER
YRADUETERA |2 INTERPRETE OF/FIAL

Resolucion No.54% Winjusticla



-Colombia Case 23220

Declaration

I, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the
annexed copy entitled Assignment is a true copy of the original document which has

been presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle/Switzerland.

witze is 15-06-2006 (fifteenth day of June two thousand and six)

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar
Peterskirchplatz 12

| A , 'zi / Postfach
N \f% CH-4001 Base!
— T/ =z o§
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APOSTILLE
(Haguc Convention of Oclober 5th, 1961) ’ :

1. Country: Switzerland Schweiz/Suisse) .
This official docufient ' B
2. is sipRe " rops : .

3. in his/her function a

4. and certificd hém, S€

........
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“Heidi Fisefier . . \C.k
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' Case 23220 4)
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b4 Assignment

I/WE, the undersigned

Joachim Moecks, mathematician, a German citizen
Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Germany

Andreas Strauss, biologist, a German citizen

¥ 2

Ruhe am Bach 5b, D-82377 Penzberg, -Germany
itizen-Gerhard Zugmaier, physician, a German citizen

Gerhard ter. phveici 5
Sonnenbuehl 31, D-70597 Stuttgart, Germany Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that | am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Method for predicting the response to a treatment

for which the first application(s) was {were) filed as follows:

Country Filing date Serjal No.
23220 EP 12.08.2005 05017663.5

ion, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, 1/WE have

and that for good and valuable considerat
d title to and from the said invention and from the said application(s) in all

sold, assigned and transferred all rights an
countries of the world to the ASSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries: °

Afgentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northemn

Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela,

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country

(countries) in accordance with international conventions.

Signed at Basel, Switzerland
on April 12, 2006

Gerhard Zugmaier

Notarization required
further signatures see reverse side
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Legalization ' .
We hereby certify that the signature of the above named .
Gerhard Zugmaier, physician 7

in the employ of F. Hoffmann-La Roche AG, who is/are personally known to us, is genuine.

Basle, Switzerland

No.

¢ s e

LA

Signed-at
on

Joachim Moecks

. ‘%’ ' 4
7 LWM/" S Sz,v/ AndreasStrauss  Penzberg, April 27th, 2006 Ve
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* URNr. K 655 /2006

vom 27. April 2006 /|1

Ich beglaubige die vorstehende, vor mir x}o]izogene Unterschrift von

Herrn Dr. Andreas Strauf}, geboren am 12. Januar 1966, Biologe,
Falkenstralle 9, 82377 Penzberg, ausgewiesen durch amtlichen

R )

} Lichtbildausweis.
Penzberg, 27. April 2006
!
:
‘ 4)(; /f:s Nikolaus Klécker,

. ' Notar in Weilheim i. OB.
)
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TRADUCCION OFICIAL No. 2008-01-22-022
DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Colombia Caso 23220

Declaracién

Yo, el suscrito Notario Pablico de Basilea/Suiza, por el presente declaro que la
copia adjunta llamada ‘Traspaso’ es una copia fiel del documento original que me

ha presentado
F. Hoffmann-La Roche AG
de Basilea, Suiza,
Basilea, Suiza, este:_ dia 15-06-2006 (dia quince de junio de dos mil seis)

Sello notarial (firma: llegible)
Leg. Prot. 2006 No. 304 -Notario Publico

Dr. Peter Kuster
 Abogado y Notario
Peterskirchplatz 12
Postfach
CH-4001 Basilea
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APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)

Pais: Suiza
Este documento oficial
ha sido firmado por Dr. (ilegible) P. Kuster
actuando como Notario Oficial
lleva el sello/estampilla de (ilegible)
CERTIFICADO
en Basilea 6. el dia 19 de junio de 2006
por la Cancilleria de Estado del Cantdn de la Ciudad de Basilea
No. 5'592/9'699
Sello/Estampilla 10.  Firma (ilegible)
Sello de la Cancilleria de la Ciudad Heidi Fischere.  «: 3
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Caso 23220
Traspaso

Yo/Nosotros, el suscrito

Joachim Moecks, matematico, ciudadano aleman

Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Alemania

Andreas Strauss, biélogo, ciudadano aleman
Ruhe am Bach 5b, D-82377 Penzberg, Alemania

Gerhard Zugmaier, médico, ciudadanc aleman

Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Alemania

CEDENTE(S), por el presente declaro que soy/somos el - inventor(es)

unico/conjunto de la invencién llamada:

Método para la prediccidén de la respuesta a un tratamiento

para la cual la primera solicitud(es) se presento asi:

Pais Fecha de presentacion No. Serial
23220 EP 12.08.2005 05017663.5

y que por una causa contractual adecuéda, el recibo y suficiencia de lo cual se
reconoce por el presente, yo/nosotros hemos inventado, cedido y transferido
todos los derechos y titulo a y de dicha invencion y de dicha solicitud(es) en todos
los paises del mundo al CESIONARIOQ:



F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel (Suiza)

La presente cesion es para, peroc no se limita a, los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Colombia, Republica
Checa, Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Irlanda, Israel,
Italia, Japon, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistan, Republica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, Sur Africa, Espana, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino
Unido de la Gran Bretaia e Irlanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU,,

Venezuela.

En virtud de esta cesion dicho CESIONARIO tiene pleno poder para solicitar y
obtener en su propio nombre o en cualquier otro nombre y para sus propios fines y
cuenta PATENTE DE INVENCION en todo el mundo, especialmente en los paises
anteriormente nombrados, y a reivindicar el derecho de prioridad de la primera
solicitud(es) presentada en el pais (paises) anteriormente nombrado de acuerdo

con las convenciones internacionales.

Firmado en Basilea, Suiza
el 12 de abril de 2006

(firma: ilegible) Gerhard Zugmaier
Joachim Moecks

}Andreas Strauss

AND



Legalizacion

Por el presente certificamos que la firma de la persona anteriormente nombrada
Gerhand Zugmaier, médico

empleado de F. Hoffmann-La Roche AG, a quien/es conocemos personalmente,
es auténtica.

Basilea, Suiza

No. 8053 18 Mayo 2006

(firma: ilegible) Cancilleria de Estado del
Heidi Fischer Cantdn de la Ciudad de Basilea

Sello: Cancilleria de Estado * Ciudad de Basilea *

Traducido segin mi mejor saber y entender, este dia 22 de enero de 2008,
en la ciudad de Bogota, D.C., por Anita Escobar de Tamayo, Traductora Cficial,

{NTTAESCOBAR DETAMAYO

236



Colombia

Case 23220

Declaration

1, the undersigned Notary public of Basle/Switzerland, herewith declare that the

annexed copy entitled Assignment is a true copy of the original document which has

been presentéd to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

- of Basle/Switzerland.

__/k

=73/Sw]

P

{, this 15-06-2006 (fifteenth day of June two thousand and six)

Ui,

Dr. Peter Kuste}
Advokat und Notar

(Hague Convention of Getoher Sth, 1961)

) 1. Couniry: Switzerland (Schweiz / Suisse)
* This official dog® \
ol 3 /‘7"——.

/’\ Poterskirchpfatz 12
K Postfach
> CH-4001 Bagel
o
No. e APOSTILLE

2 is si%y
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4. and centificd by

3. in hisfher Fanclinn os .

Smt(]‘::;.m of the Canton of Bascl-Stadt ........
Wain 78 X 4
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Assignment

I/WE, the undersigned

Joachim Moecks, mathematician, a German citizen
Max-Joseph-Strasse 9, D-68167 Mannheim, Germany

Andreas Strauss,‘biologist, a German citizen

i n W v Ko B o v 3

Eallcensteasse- 9+ D~8237 f}?umbug, chuauy Ruhe am Bach 5b' D_82377"Pe_nzberg' Germany

Gerhard Zugmaier, physician, a German citizen
Semmenbueht31-D-76557-Stutiger-Gesmany- Bavariastrasse 9A, D-80336 Muenchen, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declare that I am/we are the sole/joint inventor(s) of the invention entitled:

Method for predicting the response to a treatment

for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Country Filing date Serial No.
23220 EP 12.08.2005 05017663.5

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ASSIGNEE: -

F. Hoffmann-La Roche AG
Grenzacherstrasse 124,
CH-4070 Basel(Switzerland)

The present assignment is for, but is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Colombia, Czech Republic, Denmark, Finland, France,
Germany, Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Kazakhstan, Korea, Luxembourg, Mexico, Monaco,
Netherlands, New Zealand, Norway, Pakistan, People's Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russia, Saudi
Arabia, South Africa, Spain, Sweden, Switzerland, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern
Ireland, Ukraine, Uruguay, U.S.A., Venezuela. '

By virtue of this assignment the said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other name and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and t6 claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with international conventions.

Signed at Basel, Switzerland
on April 12, 2006

< Gerhard Zugmaier
\. ¢ |

Notarization required
further signatures see reverse side
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Legalization
We hereby certify that the signature of the above named
Gerhard Zugmaier, physician

in the employ of F. Hoffmann-La Roche AG, who is/are personally known to us, is genuine.

Basle, Switzerland

<
Heid! Fischer ; Siate Chantery of the
Canton of Basle-City
‘ ;
1
i.
Signed at
on :
1 .'I
. Joachim Moecks ‘ ! ’
Andreas Strauss :
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SUPERINTENDENGIA DE INDUSTRIA Y GCOMERGIO
LT |
LT

i Fecha: 2608-02-14 18:17.25 '

Tra. 11 PATENTEIVI| Eve:
Act. 329 CTOINFORMACION VE-F%TS);?SSENACIONALI

illcco@lloredacamacho.com

Séfor

SUPERINTENDENTE DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

E. S, D.

Re: P1.-F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.-Solicitud de Patente de }nvencién
en Fase Nacional PCT para “METODO PARA LA PREDICCION DE LA
RESPUESTA A UN TRATAMIENTO CON UN INHIBIDOR DE LA

DIMERIZACION DE HER”.-Clase C12Q 1/68.-Expediente numero
08-008.980.- ‘

1. Me refieroc a la solicitud de patente de la referencia, radicada ante ese
Despacho el 30 de Enero de 2008.

2. Debidamente autorizado por mi representado me permito manifestar a ese
Despacho que es deseo del solicitante presentar un nuevo juego de
reivindicaciones en el que se cancelan las reivindicaciones 24 y 32, del capitulo

reivindicatorio originalmente presentado.

Llamo la atencion de ese Despacho al hecho de que este nuevo juego de
reivindicaciones es el que debe ser tenido en cuenta para el tramite de la presente

solicitud en Fase Nacional.

En relacion con la anterior modificacion, atentamente me permito manifestar
a ese Despacho que la misma no amplia de manera alguna el alcance de la

presente invencion.
3. Anexos me permito presentar:

(a) Recibo No. 08-10,979, que acredita el pago de la tasa de modificacion;

(b) Formulario unico de modificaciones y correcciones; y

(c) Copia del capitulo reivindicatorio, el cual consta de 14 reivindicaciones,

que reemplaza aquel presentado originalmente.

Dep. 2020 NUEGREAGIONE ~

Yt daidda .t
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LLOREDA & CIA. S. A.

4. Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder de conformidad.

(M NjuﬂJ\’

ALIGIA LLOREDA RICAURTE
T.P. 53.215

Sefior Superintendente,

NOTARIA SEXTA RE BOGUTA

RECOMOGUHRIENTO Y PRESENTACION PERSOMAL

Bogata, b.2 112 FEB2008

Ante mi JUA N MANUEL BCTERO MEDINA

NGTARIO SEXTO DEL CIRCULO DE 30GOTA

\ L
ICIA LLOREDA RICAURTE
C.C. No. 39.690.713 de Usaquén
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