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TERAPIA DE COMBINACION CON ANTAGONISTAS DE C-MET Y
EGFR

REFERENCIA A SOLICITUDES RELACIONADAS

En virtud del titulo 35 del Cédigo de los Estados Unidos, articulo 119, inciso
e la presente solicitud reivindica prioridad respecto de la solicitud provisoria de los
Estados Unidos numero 61/034.446, presentada el 6 de marzo de 2008, y la
solicitud provisoria de los Estados Unidos numero 61/044.438, presentada el 11
de abril de 2008, el contenido de las cuales se incorpora a la presente por

referencia.

CAMPO DE LA TECNICA

La presente invencién se refiere, en general, a los campos la biologia
molecular y regulacién del factor del crecimiento. Mas especificamente, la
invencién se refiere a terapias de combinacién para el tratamiento de afecciones
patolégicas, como el cancer.

ANTECEDENTES

HGF es un factor pleiotropico derivado de la mesenquima con actividades
mitogénicas, motogénicas y morfogénicas en varios tipos de células diferentes.
Los efectos del HGF se median a través de la tirosina quinasa especifica, c—-met, y
se observan frecuentemente HGF aberrante y expresion de c-met en una
variedad de tumores. Ver, por ejemplo, Maulik et al., Cytokine & Growth Factor
Reviews (2002), 13:41-59; Danilkovitch—Miagkova & Zbar, J. Clin. Invest. (2002),
109(7):863-867. La regulacion de via de sefalizacion HGF/c-Met ésta implicada
en la progresiéon de tumor y metastasis. Ver, por ejemplo, Trusolino & Comoglio,
Nature Rev. (2002), 2:289-300).

El HGF une el dominio extracelular del receptor de tirosina quinasa de c-
met (RTK) y regula diversos procesos biolégicos como diseminacién celular,
proliferacion, y supervivencia. La sefalizacion HGF-Met es esencial para el

desarrollo embriénico normal especiaimente en la migracion de celulas

114 24



progenitoras de musculos y desarrollo del sistema nervioso e higado (Bladt et al.,
Nature (1995), 376, 768-771.; Hamanoue et al., Faseb J (2000), 14, 399-406;
Maina et al., Cell (1996), 87, 531-542; Schmidt et al., Nature (1995), 373, 699-
702; Uehara et al., Nature (1995), 373, 702—-705). Los fenotipos de desarrollo de
Met y HGF en ratones knockout son muy similares lo que sugiere que HGF es el
ligando cognado del receptor de Met (Schmidt et al., 1995, supra; Uehara et al.,
1995, supra). HGF-Met también cumple un importante rol en la regeneracién del
higado, angiogénesis, y sanacién de heridas (Bussolino et al., J Cell Biol (1992),
119, 629-641; Matsumoto and Nakamura, Exs (1993), 65, 225-249; Nusrat et al.,
J Clin Invest (1994) 93, 2056-2065). EIl receptor Met precursor atraviesa una
escision proteolitica en una subunidad extracelular a y subunidad de extension de
membrana B unida a través de enlaces disulfuros (Tempest et al., Br J Cancer
(1988), 58, 3-7). La subunidad B contiene el dominio de quinasa citoplasmatica y
refugia un sitio de enlace multi-sustrato en la C—terminal donde las proteinas de
adaptacion se unen e inician la sefializacion (Bardelli et al., Oncogene (1997), 15,
3103-3111; Nguyen et al., J Biol Chem (1997), 272, 20811-20819; Pelicci et al.,
Oncogene (1995), 10, 1631-1638; Ponzetto et al., Cell (1994), 77, 261-271,
Weidner et al., Nature (1996), 384, 173-176). Tras la unién de HGF, la activacion
de Met conduce a la fosforilacion de tirosina y la sefalizacion descendente a
través de Gab1 y Grb2/Sos Pl3—quinasa mediada y activacién Ras/MAPK
respectivamente, lo que conduce la motilidad y proliferaciéon celular (Furge et al.,
Oncogene (2000), 19, 5582-5589; Hartmann et al., J Biol Chem (1994), 269,
21936-21939; Ponzetto et al., J Biol Chem (1996), 271, 14119-14123; Royal and
Park, J Biol Chem (1995), 270, 27780-27787).

El Met demostrd ser transformante en una linea celular de osteosarcoma
tratada de cancer (Cooper et al.,, Nature (1984), 311, 29-33; Park et al., Cell
(1986), 45, 895-904). La sobreexpresion de Met o la amplificacion de gen han
sido observadas en una variedad de canceres humanos. Por ejemplo, la proteina
Met esta sobreexpresada al menos 5 veces en canceres colorectal y se informé

que esta gen amplificada en la metastasis de higado (Di Renzo et al., Clin Cancer



Res (1995), 1, 147-154: Liu et al., Oncogene (1992), 7, 181-185). La proteina de
Met también se informo que esta sobreexpresada en carcinoma celular escamoso
oral, carcinoma hepatocelular, carcinoma celular renal, carcinoma de mamas, y
carcinoma de pulmoén (Jin et al., Cancer (1997), 79, 749-760; Morello et al., J Cell
Physiol (2001), 189, 285-290; Natali et al., Int J Cancer (1996), 69, 212-217;
Olivero et al., Br J Cancer (1996), 74, 1862-1868; Suzuki et al., Br J Cancer
(1996), 74, 1862—1868). Ademas, la sobreexpresion de mRNA ha sido observada
en carcinoma hepatocelular, carcinoma gastrico, y carcinoma colorectal (Boix et
al., Hepatology (1994), 19, 88-91; Kuniyasu et al., Int J Cancer (1993), 55, 72-75;
Liu et al., Oncogene (1992), 7, 181-185).

Se han encontrado una variedad de mutaciones en el dominio de quinasa
de Met en el carcinoma papilar renal que lleva a la activacion del receptor
constitutiva (Olivero et al., Int J Cancer (1999), 82, 640-643; Schmidt et al., Nat
Genet (1997), 16, 68-73; Schmidt et al., Oncogene (1999), 18, 2343—-2350). Estas
mutaciones de activacién proporcionan fosforilacion de tirosina de Met y resultan
en la activacion de MAPK, formacién de foco, y tumorigénesis (Jeffers et al., Proc
Natl Acad-Sci U S A (1997), 94, 11445-11450). Asimismo, estas mutaciones
aumentan la mdtilidad celular e invasion (Giordano et al., Faseb J (2000), 14, 399-
406; Lorenzato et al., Cancer Res (2002), 62, 7025-7030). La activacién de Met
dependiente de HGF en mediadores de células transformadas aumento la
motilidad, dispersion, y migraciéon que finalmente conducen al crecimiento invasivo
del tumor y la metastasis (Jeffers et al., Mol Cell Biol (1996), 16, 1115-1125;
Meiners et al., Oncogene (1998), 16, 9-20).

Se ha mostrado que el Met interactdia con otras proteinas que conducen a
la activacion, transformacion e invasion del receptor. En las células neoplasticas,
se informa que Met interacta con integrina a6@4, un receptor de componentes de
matriz extracelular (ECM) como lamininas, para promover el crecimiento invasivo
dependiente de HGF (Trusolino et al., Cell (2001), 107, 643-654). Ademas, se ha
mostrado que el dominio extracelular de Met interactia con un miembro de la

familia de la semaforina, plexin B1, y que aumenta el crecimiento invasivo



(Giordano et al.,, Nat Cell Biol (2002), 4, 720-724). Asimismo, se informa que
C_D44v6, que ha estado implicado en la tumorigénesis y metastasis, forma un
complejo con Met y HGF y resulta en la activacion del receptor de Met (Orian—
Rousseau et al., Genes Dev (2002), 16, 3074-3086).

Met es un miembro de la subfamilia del receptor tirosinas quinasas (RTKs)
que incluyen Ron y Sea (Maulik et al., Cytokine Growth Factor Rev (2002), 13, 41—
59). La prediccién de la estructura del dominio celular de Met sugiere una
homologia compartida con las semaforinas y plexinas. La N-terminal de Met
contiene un dominio Sema de aproximadamente 500 amino acidos que se
conserva en todas las semaforinas y plexinas. Las semaforinas y plexinas
pertenecen a una gran familia de proteinas segregadas y unidas a la membrana
que se describieron inicialmente por su rol en el desarrollo neural (Van Vactor and
Lorenz, Curr Bio (1999),1 9, R201-204). Sin embargo, en forma mas reciente, la
sobreexpresion de semaforina ha sido correlacionada con la invasién de tumor y
la metastasis. Un dominio PSI rico en cisteina (al que también se hace referencia
como dominio de Secuencia Relacionada a Met) que se encontré en plexinas,
semaforinas e integrinas yace en forma adyacente al dominio Sema seguido por
cuatro repeticiones IPT que son regiones como de inmunoglobulina que se
encontrd en plexinas y factores de transcripcién. Un estudio reciente indica que el
dominio Met Sema es suficiente para HGF y unién a la heparina (Gherardi et al.,
Proc Natl Acad Sci U S A (2003), 100(21):12039—44).

Como se describié anteriormente, la tirosina quinasa receptora de Met se
activa por su ligando cognado HGF vy la fosforilaciéon del receptor activa vias de
MAPK, Pi-3 quinasa y PLC—y corriente abajo (L. Trusolino and P. M. Comoglio,
Nat Rev Cancer 2, 289 (2002); C. Birchmeier et al. , Nat Rev Mol Cell Biol 4, 915
(2003)). La fosforilacién de Y1234/Y1235 dentro del dominio quinasa es critica
para la activacion de quinasa de Met mientras que Y1349 y Y1356 en el sitio de
enlace multisustrato son importantes para la unién de src homologia-2 (SH2),
union a fosfotirosina (PTB), y proteinas de dominio de unién a Met (MBD) (C.

Ponzetto et al., Cell 77, 261 (1994); K. M. Weidner et al., Nature 384, 173 (1996),
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G. Pelicci et al., Oncogene 10, 1631 (1995)) para mediar la activacion de vias de
sefializacion corriente abajo. Un sitio de fosforilacion de yuxtamembrana adicional,
Y1003, ha sido especialmente caracterizada por su unién al dominio de union a
tirosina quinasa (TKB) del Cbl E3-ligasa (P. Peschard et al., Mol Cell 8, 995
(2001); P. Peschard, N. Ishiyama, T. Lin, S. Lipkowitz, M. Park, J Biol Chem 279,
29565 (2004)). Se informa que la union Cbl conduce a la endocitosis del receptor
mediado por endofilina, ubiquitinacion y posterior degradacion de receptor (A.
Petrelli et al., Nature 416, 187 (2002)). Este mecanismo de regulacion por
disminucién ha sido descripto previamente en la familia de EGFR que también
presenta un sitio de unién a Cbl similar (K. Shtiegman, Y. Yarden, Semin Cancer
Biol 13, 29 (2003); M D. Marmor, Y. Yarden, Oncogene 23, 2057 (2004); P.
Peschard, M. Park, Cancer Cell 3, 519 (2003)). Se ha informado disregulacién de
Met y HGF en una variedad de tumores. Se ha observado la activacion de Met
conducida por ligando en una variedad de canceres. Se observa suero elevado y
HGF intra—tumoral en pulmén, cancer de mama y multiple mieloma (J. M.
Siegfried et al., Ann Thorac Surg 66, 1915 (1998); P. C. Ma et al., Anticancer Res
23, 49 (2003); B. E. Elliott et al. Can J Physiol Pharmacol 80, 91 (2002); C. Seidel,
et al, Med Oncol 15, 145 (1998)). Se ha informado a sobreexpresiéon de Met y/o
HGF, amplificacién o mutacion de Met en varios canceres como el colorectal, de
pulmén, gastrico, y cancer de rifién y se cree que conduce a la activacion del
receptor independiente de ligando (C. Birchmeier et al, Nat Rev Mol Cell Biol 4,
915 (2003); G. Maulik et al.,, Cytokine Growth Factor Rev 13, 41 (2002)).
Asimismo, la sobreexpresion inducible de Met en un modelo de higado de raton
da lugar a un carcinoma hepatocelular lo que demuestra que la sobreexpresion
del receptor lleva a la tumorigénesis independiente de ligando ( R. Wang, et al, J
Cell Biol 153, 1023 (2001)). La prueba mas convincente que implica al Met en
cancer se informa en pacientes con carcinoma papilar renal (RPC) familiar y
esporadico. Las mutaciones en el dominio de quinasa de Met que conducen a la
activaciéon constitutiva del receptor se identificaron como mutaciones de linea

germinal y somaticas en RPC (L. Schmidt et al., Nat Genet 16, 68 (1997)). La
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introduccién de estas mutaciones en modelos de raton transgénicos lleva a
tumorigénesis y metastasis. (M. Jeffers et al., Proc Natl Acad Sci U S A 94, 11445
(1997)).

Las publicaciones relativas a c—-met y antagonistas de c—met incluyen
Martens, T, et al (2006) Clin Cancer Res 12(20 Pt 1).:6144; US 6,468,529,
WO02006/015371; WO2007/063816;  WO02006/104912;  WO2006/104911;
W02006/113767; US2006-0270594; US2006- US patent No. 7,481,993,
WQ02009/007427; WO02005/016382;  W02009/002521;  WQO2007/143098;
W02007/115049; WO2007/126799.

La familia del receptor del factor del crecimiento epidérmico (EGFR)
comprende cuatro receptores intimamente relacionados (HER1/EGFR, HER2,
HER3 y HER4) que estan involucrados en las reacciones celulares como
diferenciacion y proliferaciéon. La sobre—expresion de la quinasa EGFR, o su
ligando TGF-alfa, generalmente estd asociada a muchos canceres, entre los que
se incluye, cancer de mama, de pulmoén, colorectal, de ovario, de célula renal, de
vejiga, canceres de cabeza y cuello, glioblastomas, y astrocitomas, y se cree que
contribuye al crecimiento maligno de estos tumores. Asimismo, se ha descubierto
que una supresién—-mutacion especifica en el gen EGFR (EGFRvIII) aumenta la
tumorigenicidad celular. La activacion de vias de sefializacién estimuladas de
EGFR promueve procesos mdltiples que son promotores de cancer potenciales,
por ejemplo, proliferacion, angiogénesis, invasion y motilidad celular, apoptosis
disminuida e induccién de resistencia a droga. Con frecuencia, se une la
expresionHER1/EGFR aumentada a la enfermedad avanzada, metastasis, y
prognosis débil. Por ejemplo, én NSCLC y cancer gastrico, se ha mostrado que la
expresion HER1/EGFR aumentada estd asociada a la alta velocidad metastica,
diferenciacion de tumor débil y proliferacién de tumor aumentada.

Se han observado las mutaciones que activan la actividad de la proteina
intrinseca tirosina quinasa y/o aumentan la sefializacion corriente abajo en
NSCLC vy glioblastoma. Sin embargo, el rol de las mutaciones como mecanismo

de inicio a los fines de proporcionar sensibilidad a los inhibidores del receptor
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EGF, por ejemplo erlotinib (TARCEVA®) o gefitinib, ha sido controvertido. Se ha
informado que las formas mutantes del receptor EGF de longitud completa
predicen la reaccion al gefitinib inhibidor de tirosina quinasa del receptor EGF
(Paez, J. G. et al. (2004) Science 304:1497-1500; Lynch, T. J. et al. (2004) N.
Engl. J. Med. 350:2129-2139). Los estudios de cultivos celulares han demostrado
que las lineas celulares que expresan dichas formas mutantes del receptor EGF
(es decir, H3255) eran mas sensibles a la inhibicién de crecimiento por el gefitinib
inhibidor de tirosina quinasa del receptor EGF, y que se requerian
concentraciones mucho mas altas de gefitinib para inhibir las lineas celulares de
tumor que expresan en receptor EGF de tipo salvaje. Estas observaciones
sugieren que formas mutantes especificas del receptor EGF pueden reflejar una
mayor sensibilidad a los inhibidores del receptor EGF, pero no identifican un
fenotipo completamente sin reaccién.

El desarrollo del uso como agentes antitumorales de compuestos que
directamente inhiben la actividad quinasa del EGFR, asi como anticuerpos que
reducen la actividad quinasa de EGFR mediante el bloqueo de la activaciéon de
EGFR, son areas de esfuerzos intensos de investigacion (de Bono J.S. and
Rowinsky, E.K. (2002) Trends in Mol. Medicine 8:519-826; Dancey, J. and
Sausville, E.A. (2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-313). Diversos estudios
han demostrador, revelado o'sugerido que algunos inhibidores de quinasa de
EGFR podrian mejorar la célula de tumor o muerte por neoplasia cuando se
utilizan en combinacién con otros agentes o tratamientos anticancerigenos o
quimioterapéuticos (por ejemplo, Herbst, R.S. et al. (2001) Expert Opin. Biol. Ther.
1:719-732; Solomon, B. et al (2003) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys. 55:713-723;
Krishnan, S. et al. (2003) Frontiers in Bioscience 8, e1-13; Grunwald, V. and
Hidalgo, M. (2003) J. Nat. Cancer Inst. 95:851-867; Seymour L. (2003) Current
Opin. Investig. Drugs 4(6):658-666; Khalil, M.Y. et al. (2003) Expert Rev.
Anticancer Ther.3:367-380; Bulgaru, AM. et al. (2003) Expert Rev. Anticancer
Ther.3:269-279; Dancey, J. and Sausville, E.A. (2003) Nature Rev. Drug



Discovery 2:92-313; Ciardiello, F. et al. (2000) Clin. Cancer Res. 6:2053-2063; y
Publicacién de patente de Estados Unidos: US 2003/0157104).

El erlotinib (por ejemplo, erlotinib HCI, también conocido como TARCEVA®
o OSI-774) es un inhibidor de quinasa de EGFR disponible por via oral. El
erlotinib in vitro ha demostrado una actividad inhibidora sustancial contra la
quinasa del EGFR en una variedad de lineas celulares de tumor en humanos,
incluso en cancer colorectal y cancer de mama (Moyer J.D. et al. (1997) Cancer
Res. 57:4838), y la evaluacidén preclinica ha demostrado actividad contra una
variedad de xenotransplantes de tumor humano con expresién de EGFR (Pollack,
V.A. et al (1999) J. Pharmacol. Exp. Ther. 291:739). El erlotinib ha demostrado
actividad en los ensayos clinicos en un numero de indicaciones, incluso cancer de
cabeza y cuello (Soulieres, D., et al. (2004) J. Clin. Oncol. 22:77), NSCLC (Perez—
Soler R, et al. (2001) Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 20:310a, resumen 1235), CRC
(Oza, M., et al. (2003) Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 22:196a, resumen 785) y MBC
(Winer, E., et al. (2002) Breast Cancer Res. Treat. 76:5115a, resumen 445;
Jones, R.J., et al. (2003) Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 22:45a, resumen 180). En un
ensayo de fase lll, la monoterapia erlotinib prolongé en forma significativa la
supervivencia, retraso la progresion de la enfermedad y retraso el empeoramiento
de los sintomas relacionados con el cancer de pulmén en pacientes con NSCLC
avanzados y refractarios al tratamiento (Shepherd, F. et al. (2004) J. Clin.
Oncology, 22:14S (Suplemento del 15 de Julio), Resumen 7022). En noviembre
de 2004 la Administracion de Alimentos y Drogas de Estados Unidos (FDA)
aprobd el TARCEVA® para el tratamiento de pacientes con cancer de pulmén de
celulas no pequefas (NSCLC) localmente avanzado o metastico luego del fracaso
de al menos un régimen de quimioterapia anterior.

A pesar de los avances significativos en el tratamiento del cancer, aun se
buscan terapias mejoradas.

Todas las referencias citadas en la presente, incluidas las solicitudes de

patentes y publicaciones, se incorporan a modo de referencia en su totalidad.
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RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona terapias de combinacién para el
tratamiento de una afeccion patoldgica, como el cancer, en donde un antagonista
c—-met se combina con un antagonista de EGFR y asi proporcionar una actividad
antitumoral significativa.

En un aspecto, la invencion proporciona métodos para el tratamiento del
cancer en un sujeto, que comprende la administracion a un sujeto de una cantidad
terapéuticamente efectiva de un antagonista c—-met antagonista y un antagonista
de EGFR.

Los ejemplos de los antagonistas de c-met incluyen, sin limitacién,
receptores de c—met solubles, variantes de HGF solubles, apatémetros o cuerpos
petidicos que son especificos para el c-met o0 HGF, las moléculas pequenas de ¢c—
met, anticuerpos anti—c—-met y anticuerpos anti-HGF. En alguna realizacién, el
antagonista de c—-met es una anticuerpo anti—c—met.

En una realizaciéon, al anticuerpo anti-c-met comprende un dominio
variable de cadena pesada que comprende un dominio que comprende uno o mas
de secuencia CDR1-HC, CDR2-HC y CDR3-HC que se muestra en la Figura 7
(SEC ID N°: 13-15). En algunas realizaciones, el anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena liviana que comprende uno o mas de secuencia
CDR1-LC, CDR2-LC y CDR3-LC que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 5-
7). En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada comprende
FR1-HC, FR2-HC, FR3-HC y FR4-HC secuencia que se muestra en la Figura 7
(SEC ID N°: 9-12). En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena
liviana comprende FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC y FR4-LC secuencia que se
muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 1-4). En algunas realizaciones, el anticuerpo
anti-cmet es monovalente y comprende una regién Fc. En algunas realizaciones,
el anticuerpo comprende la secuencia Fc que se muestra en la Figura 7 (SEC ID
N°: 17).

En algunas realizaciones, el anticuerpo es monovalente y comprende una

region Fc, en donde la region Fc comprende un primer y segundo cuerpo
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polipeptidico, en donde el primer polipéptido comprende una secuencia Fc que se
muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 17) y el segundo polipéptido comprende la
secuencia Fc que se muestra en la Figura 8 (SEC ID N°: 18).

En una realizacién, el anticuerpo anti-c-met comprende (a) un primer
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada que tiene la
secuencia:
QVQLQQSGPELVRPGASVKMSCRASGYTFTSYWLHWVKQRPGQGLEWIGMIDPS
NSDTRFNPNFKDKATLNVDRSSNTAYMLLSSLTSADSAVYYCATYGSYVSPLDYW
GQGTSVTVSS (SEC ID N°:19), secuencia CH1 que se muestra en la Figura 7
(SEC ID N°: 16), y la secuencia Fc que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 17);
y (b) un segundo polipéptido que comprende un dominio variable de cadena
liviana que tiene la secuencia:
DIMMSQSPSSLTVSVGEKVTVSCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYW
ASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTITSVKADDLAVYYCQQYYAYPWTFGGGTKLEI
K (SEC ID N°:20), y secuencia CL1 que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 8);
y (c) un tercer polipéptido que comprende la secuencia Fc que se muestra en la
Figura 8 (SEC ID N°: 18).

En un aspecto, el anticuerpo anti-c—-met comprende al menos una
caracteristica que promueve la heterodimerizacién, mientras que minimiza la
homodimerizacién, de las secuencias Fc dentro del fragmento del anticuerpo.
Dicha caracteristica o caracteristicas mejoran el rendimiento y/o pureza y/o
homogeneidad de las poblaciones de inmunoglubina. En una realizacion, el
anticuerpo comprende mutaciones Fc que constituyen “perillas” y “agujeros” como
se describe en WO0O2005/063816. Por ejemplo, una mutacién de agujero puede ser
una o mas de T366A, L368A y/o Y407V en un polipéptido Fc, y una mutacién de
cavidad puede ser T366W.

En algunas realizaciones, el antagonista de c-met es SGX-523, PF-
02341066, JNJ-38877605, BMS-698769, PHA-665,752, SU5416, SU 1274, XL-
880, MGCD265, ARQ 197, MP—-470, AMG 102, anticuerpo 223C4 o anticuerpo
humanizado 223C4 (W02009/007427), L2G7, NK4, XL-184, MP—470, o Comp-1.

/&
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Los antagonistas de c—-met pueden utilizarse para reducir o inhibir uno o
mas aspectos de efectos asociados a HGF/c-met, entre los que se incluye, sin
limitaciéon, activacion de c—met, sefalizacion molecular corriente abajo (por
ejemplo, fosforilacion de proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK),
fosforilacion de AKT, fosforilacion de c-met, sefalizacion mediada de quinasa
PI13), proliferaciéon celular, migracion celular, supervivencia celular, morfogénesis y
angiogénesis celular. Estos efectos pueden estar modulados por cualquier
mecanismo relevante biolégicamente, incluida la alteracion del ligando (por
ejemplo, HGF) de unién a c-met, fosforilacion de c—met y/o multimerizacién de c-
met.

Los ejemplos de antagonistas de EGFR incluyen anticuerpos y moléculas
pequefias que unen al EGFR. Los antagonistas de EGFR también incluyen
moléculas pequerias como compuestos descritos en US5616582, US5457105,
US5475001, US5654307, US5679683, US6084095, US6265410, US6455534,
US6521620, US6596726, US6713484, US5770599, US6140332, US5866572,
US6399602, US6344459, US6602863, US6391874, WO9814451, WO9850038,
WQ09909016, W09924037, W09935146, WO0132651, US6344455, US5760041,
US6002008, US5747498. Los antagonistas de EGFR de molécula pequefia
particular incluyen OSI-774 (CP-358774, erlotinib, OSI| Pharmaceuticals); PD
183805 (Cl 1033, 2—propenamida, N—{4—[(3—cloro—4—fluorofenil)amino]-7—[3—(4—
morfolinil)propoxi]-6—quinazolinil}-, dihidrocloruro, Pfizer Inc.); Iressa® (ZD1839,
gefitinib, AstraZeneca); ZM 105180 ((6—amino—4—(3—metilfenil-amino)—
quinazolina, Zeneca); BIBX-1382 (N8—(3—cloro—4—fluoro—fenil)-N2—(1-metil-
piperidin—4—il)—pirimido[5,4—d]pirimidina—2,8—diamina, Boehringer Ingelheim); PKI-
166 ((R)—4—[4—[(1—feniletil)amino]—1H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—6-—il]—feno|); (R)-6-
(4—hidroxifenil)—4—[(1—feniletilyamino]-7H-pirrolo[2,3—d]pirimidina); CL-387785
(N-[4-[(3—-bromofenil)amino}-6—quinazolinill-2—butinamida); EKB-569 (N-[4—[(3—
cloro~4—fluorofenil)amino]-3—ciano—7—etoxi—6—quinolinill-4—(dimetilamino)—2—
butenamida); lapatinib  (Tykerb, GlaxoSmithKline); ZD6474 (Zactima,
AstraZeneca); CUDC-101 (Curis); canertinib (C1-1033); AEE788 (6-[4—[(4—etil-
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1-piperazinil)metillfenil]-N-[(1R)-1—feniletil]-7H-pirrolo[2,3—d]pirimidin—4—amina,
_W02003013541, Novartis) y PKI166 4-[4—{[(1R)—1-feniletillamino]-7H-
pirrolo[2,3—d]pirimidin—6—il]-fenol, WO9702266 Novartis).

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR tiene la formula

7
\ J_(Ra)"
AN

R4

general I:

de acuerdo con US 5.757.498, se incorpora a la presente a modo de
referencia, en donde:

mes1,2 03;

cada R’ se seleccionada de forma independiente de un grupo que consiste
de hidrégeno, halo, hidroxi, hidroxiamino, carboxi, nitro, guanidino, ureido, ciano,
trifluorometil, y —(alquileno C1 —C4)-W—(fenil) en donde W es un enlace simple, O,
S o NH;

o cada R' es independiente seleccionado de R® y alquilo C1—C4 sustituido
con ciano, en donde R°® es seleccionado de un grupo que consiste de R®, ~OR®, —
NR® R®,
~C(O)R7, =NHOR®, -OC(O)R?®, ciano, A y -YR® R® es alquilo C1~C4; R® es
independientemente hidrégeno o R% R’ es R®, -OR® 0 —-NR°R® ; A se selecciona
de piperidino, morfolino, pirrolidino, 4-R°®-piperazin—1-ilo, imidazol-1-ilo, 4-
piridon—1—ilo, —(alquileno C; —~C4)(CO2H), fenoxi, fenilo, fenilsulfanilo, alquenilo
Co~Cs, y
—(alquileno C1—C4)C(O)NR®R®; y Y es S, SO, o SOy; en donde las porciones de
alquilo en R°, —OR® y —-NR°®R® estan opcionalmente sustituidas con uno a tres
sustituyentes halo y las porciones alquilo en R®, Y—OR6 y -NR°R® estan
opcionalmente sustituidas con.1 o 2 grupos R° y en donde las porciones alquilo

de dichos sustituyentes opcionales estan opcionalmente sustituidas con halo o RS,



13

con la condicion de que dos heteroatomos no estén unidos al mismo atomo de
carbono;

o cada R' es independientemente seleccionado de —NHSO,R®, ftalimido—
aquilsulfonilamino—(C1-C4), benzamido, bencensulfonilamino, 3-fenilureido, 2-
oxopirrolidin-1-ilo, 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo, vy R'-alcanoilamino~(C2~C4) en
donde R es seleccionado de halo, ~OR®, alcanoiloxi C.~Cs, —C(O)R’, y —NR°®R®:
y en donde dicho -NHSO,R®, ftalimido—(alquilsulfonilamino—C+—C,4, benzamido,
bencensulfonilamino, 3—fenilureido, 2—oxopirrolidin—1-ilo, 2,5—dioxopirrolidin—1-ilo,
y grupos R'R'®-alcanoilamino—(C,-C,) estan opcionalmente sustituidos con 1 o 2
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alquilo C4—C4, ciano,
metansulfonilo y alcoxi C1—Cy;

o dos grupos R’ tomados juntos con los carbonos a los que estan unidos
para formar un anillo de 5 a 8 miembros que incluye 1 o 2 heteroatomos
seleccionados de O, Sy N;

R? es hidrégeno o alquilo C4—Cg¢ opcionalmente sustituido con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alcoxi C-Cy, -NRER®, y
~SO2R?;

nes 10 2y cada R® es independientemente seleccionado de hidrégeno,
halo, hidroxi, alquilo C1—Cs, —NR®R®, y alcoxi C~C,, en donde las porciones de
alquilo de dichos grupos R® estan opcionalmente sustituidos con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alcoxi C+—Cs, ~-NR°R®, y
-SOzR; y

R* es azido o —(etinilo)-R'" en donde R'" es hidrégeno o alquilo C—Cg
opcionalmente sustituido con hidroxi, ~OR®, o -NR°R®.

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR es un compuesto de
acuerdo con la formula | seleccionado de un grupo que consiste de:

(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil}-amina; (6,7-
dimetoxiquinazolin—4—il)-[3—(3'-hidroxipropin—1-il)fenil]- amina; [3—(2'-
(aminometil)~etinil)fenil]—(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)-amina;  (3—etinilfenil)—(6—

nitroquinazolin—4-il)-amina;  (6,7—dimetoxiquinazolin—4-il)—(4—etinilfenil)-amina;
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(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—-etinil-2—metilfenil)—-amina; (6—aminoquinazolin—
4—il)—(3—etinilfenil)—amina; (3—etinilfenil)—(6—metansulfonilaminoquinazolin—4—il)—
amina; (3—etinilfenil)—(6,7—metilendioxiquinazolin—4—il)—amina; (6,7-
dimetoxiquinazolin—4—il)-(3—etinil-6—metilfenil)-amina; (3—etinilfenil)—(7—
nitroquinazolin—4-il)-amina; (3—etinilfenil)-[6—(4'-toluensulfonilamino)quinazolin—
4-il]- amina; (3—etinilfenil)~{6—[2'-ftalimido—et—1'-il- sulfonilamino]quinazolin—4—
il—amina; (3—etinilfenil)-(6—guanidinoquinazolin—4—il)-amina; (7-

aminoquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina; (3—etinilfenil)—(7-metoxiquinazolin—4—

i—amina; (6—carbometoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina; (7—
carbometoxiquinazolin—4-il)—(3—etinilfenil)-amina; [6,7-bis(2—
metoxietoxi)quinazolin—4—il]—(3—etinilfenil)— amina; (3—azidofenil)—(6,7—

dimetoxiquinazolin—4-il)-amina; (3—azido—5—clorofenil)—(6,7—dimetoxiquinazolin—
4—il)-amina; (4-azidofenil)—(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)-amina; (3—etinilfenil)—
(6—metansulfonil-quinazolin—4—il)—amina; (6—etansulfanil-quinazolin—4—il)—(3—
etinilfenil)-amina; (6,7-dimetoxi~quinazolin—4-il)-(3—etinil-4—fluoro—fenil)— amina,
(6,7—dimetoxi—quinazolin—4-il)-[3—(propin—-1'=il)—fenil}-amina; [6,7-bis—(2—-
metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(5—etinil-2—metil-  fenil)-amina; [6,7-bis—(2—
metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3—etinil-4—fluor— fenil)-amina; [6,7-bis—(2—cloro~
etoxi)—quinazolin—4—il}-(3—etinil-fenil)}- amina; [6—(2—cloro—etoxi)—7—-(2—metoxi—
etoxi)—quinazolin—4-ill-(3— etinil-fenil)-amina; [6,7-bis—(2—acetoxi—etoxi)—
quinazolin-4-ill-(3—etinil-fenil)~ amina; 2-[4—(3—etinil-fenilamino)—7—(2—-hidroxi—
etoxi)—quinazolin—6— iloxi]—etanol; [6—(2—acetoxi—etoxi)-7—(2—metoxi—etoxi)—
quinazolin—4—il]-(3— etinil-fenil)-amina; [7—(2—-cloro—etoxi)—6—(2—metoxi—etoxi)—
quinazolin—4—ill-(3- etinil-fenil)-amina; [7-(2—acetoxi—etoxi)-6—(2—metoxi—etoxi)—
quinazolin—4—il]-(3— etinil-fenil)-amina; 2-[4—(3—etinil-fenilamino)-6—(2—hidroxi—
etoxi)—quinazolin—7- iloxil-etanol; 2-[4—(3—etinil-fenilamino)-7—(2—-metoxi—etoxi)—
quinazolin—-6—- iloxi]-etanol; 2—[4—(3-etinil-fenilamino)-6—(2—metoxi—~etoxi)—
quinazolin—7- iloxi]-etanol, [6-(2-acetoxi—etoxi)-7—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—
4-il]—(3- etinil-fenil}-amina; (3—etinil-fenil)<{6—(2—metoxi—etoxi)—7—[2—(4—metil—

piperazin—1-il)—etoxil-quinazolin—4—il}-amina; (3—etinil-fenil)-[7—(2—metoxi—
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etoxi)—6—(2-morfolin—4—il)—etoxi)—quinazolin—4—ill-amina; (6,7—dietoxiquinazolin—
1—il)—(3—etinilfenil)—amina; (6,7—dibutoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)—amina;
(6,7-diisopropoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)-amina; (6,7—dietoxiquinazolin—1-
i)—(3—etinil-2—metil-fenil)-amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—1-il]-(3—
etinil-2-metil-  fenil)-amina;  (3—etinilfenil)-[6—(2—-hidroxi—etoxi)—7—(2—metoxi—
etoxi)~ quinazolin—1-ill-amina; [6,7-bis—(2—hidroxi—etoxi)—quinazolin—1-il]-(3—
etinilfenil)~ amina; 2-{4-(3-etinil-fenilamino)-6—-(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin-7-
iloxi]-etanol; (6,7-dipropoxi—quinazolin—4—il)-(3—etinil-fenil)-amina; (6,7—-dietoxi—
quinazolin—4—il)—(3—etinil-5—fldor-fenil)-amina; (6,7—dietoxi-quinazolin—4—il)—(3—
etinil—4—fluoro—fenil)-amina; (6,7—dietoxi—quinazolin—4—il)—(5—etinil-2—metil—fenil)—
amina; (6,7—dietoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-4—metil-fenil)-amina; (6-
aminometil-7—metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-fenil)}- amina; (6—aminometil-7—
metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)- amina; (6—aminocarbonilmetil-~7-metoxi—
quinazolin—4—il)—(3— etinilfenil)-amina; (6—aminocarboniletil-7—metoxi—quinazolin—
4—-i)—(3— etinilfenil)—amina; (6—aminocarbonilmetil-7—etoxi—quinazolin—4—il)—(3—
etinilfenil)-amina; (6—aminocarboniletil-7—etoxi—quinazolin—4—il)—(3— etinilfenil)-
amina; (6—aminocarbonilmetil-7—isopropoxi—quinazolin—4—il)-(3— etinilfenil)—
amina; (6—aminocarbonilmetil-7—propoxi—quinazolin—4—il)—(3— etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7-metoxi—quinazolin—4—il)—-(3— etinilfenil)~amina; (6-
aminocarboniletil-7—isopropoxi—quinazolin4—il)—=(3— etinilfenil)-amina; y (6—
aminocarboniletil-7—propoxi—quinazolin—4—il)—(3— etinilfenil)—amina; (6,7-
dietoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)-amina; (3—etinilfenil)-[6—(2-hidroxi—etoxi)—7—
(2-metoxi—etoxi)—~ quinazolin—1-il]l-amina; [6,7-bis—(2-hidroxi—etoxi)—quinazolin—
1-il]-(3—etinilfenil)=  amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—1-il]—(3—
etinilfenil)- amina; (6,7—dimetoxiquinazolin—1—il)—(3—etinilfenil)-amina;  (3—
etinilfenil)—(6-metansulfonilamino—quinazolin—1-il)-amina; y (6—amino—quinazolin—
1—il)—(3—etinilfenil)—amina.

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR de la formula | es N-
(3—etinilfenil)-6,7—bis(2—metoxietoxi)—4—quinazolinamina. En una realizacién

particular, el antagonista de EGFR N-(3—etinilfenil)-6,7-bis(2—metoxietoxi)—4—
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quinazolinamina esta en forma de sal HCIl. En otra realizacion particular, el
antagonista de EGFR N—(3—etinilfenil)-6,7-bis(2—metoxietoxi)—~4—quinazolinamina
esta en una forma polimorfa cristalina sustancialmente homogénea (descrito como
polimorfo B en WO 01/34.574) que muestra un patrén de difracciéon de rayos—X de
polvo que tiene picos caracteristicos en grados 2-theta a aproximadamente 6,26,
12,48, 13,39, 16,96, 20,20, 21,10, 22,98, 24,46, 25,14 y 26,91. Se hace referencia
a dicha forma polimorfa de N-(3—etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)—4-
quinazolinamina como Tarceva® asi como OSI-774, CP-358774 y erlotinib.

Los antagonistas EGFR se puede utilizar para reducir o inhibir uno o mas
aspectos de los efectos asociados con el ligando de EGFR-EGFR, entre los que
se incluye, sin limitacion, la activacion EGFR, sefalizacién molecular corriente
abajo, la proliferacién celular. Estos efectos pueden modularse por cualquier
mecanismo relevante biolégicamente, incluida la alteracion del ligando de union a
EGFR, y alteracion de la fosforilacion de EGFR.

Los métodos de la invencién se pueden utilizar para afectar cualquier
estado patolégico adecuado. Por ejemplo, se pueden utilizar métodos de la
invencion para tratar diferentes canceres, tanto tumores sélidos como tumores de
tejido blando de la misma manera. Ejemplos a titulo enunciativo de canceres que
pueden corregirse con el tratamiento de la invencién son el cancer de mama,
cancer colorectal, cancer rectal, cancer de pulmén de célula no pequenia (NSCLC),
linfoma no—Hodgkins (NHL), cancer de célula renal, cancer de prostata, cancer de
higado, cancer pancreatico, sarcoma de tejido blando, sarcoma de kaposi,
carcinoma carcinoide, cancer de cabeza y cuello, glioblastoma, melanoma, cancer
de ovarios, cancer gastrico, mesotelioma, y mieloma .mL'JItipIe. En ciertos aspectos,
los canceres son metasticos. En otros aspectos, los canceres no son metasticos.

En una realizaciéon, se utilizan el anticuerpo anti-c—-met y erlotinib en
terapias de combinacién de canceres como el carcinoma de plumén de célula no
pequena.

En ciertas realizaciones, el cancer no es un cancer resistente al antagonista

de EGFR (por ejemplo, erlotinib o gefitinib). En ciertas realizaciones, el cancer no
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es un cancer resistente al erlotinib o gefitinib.

En ciertas realizaciones, el cancer no es un cancer resistente al inhibidor de
tirosina quinasa. En ciertas realizaciones, el cancer no es un cancer resistente al
inhibidor de tirosina quinasa de EGFR de molécula pequena.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra la activacion, amplificacién o
expresion de c—-met y/o EGFR. En ciertas realizaciones, el cancer no muestra la
activacion, amplificacion o expresion de c-met y/o EGFR. En ciertas realizaciones,
el cancer muestra la amplificacion de c—met. En ciertas realizaciones, el cancer
muestra la amplificacién c-met y la amplificacion EGFR.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra el gen de EGFR de tipo
salvaje. En ciertas realizaciones, el cancer muestra el gen de EGFR de tipo
salvaje y la amplificacion de c—met y/o mutacion de c—-met.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra la mutacion de EGFR. Las
mutaciones pueden ubicarse en cualquier porcion de un gen de EGFR o regién
regulatoria asociada con un gen de EGFR. Las mutaciones de EGFR ejemplares
incluyen, por ejemplo, mutaciones en el exén 18, 19, 20 o 21, mutaciones en el
dominio de quinasa, G719A, L858R, E746K, L747S, E749Q, A750P, A755V,
V765M, S768l, L858P, E746-R748 del, R748-P753 del, M766-A767 Al ins,
S768- V769 SVA ins, P772-H773 NS ins, 24020C, 24820A, 2486T>C, 2491
G>C, 24940C, 251 00T, 25390A, 25490T, 25630T, 2819T>C, 2482-2490 del,
2486-2503 del, 2544-2545 ins GCCATA, 2554-2555 ins CCAGCGTGG, o 2562—-
2563 ins AACTCC. Otros ejemplos de mutaciones de activaciéon de EGFR son
conocidas en la técnica (ver por ejemplo, Publicacién de Patente de los Estados
Unidos N° 2005/0272083). En ciertas realizaciones, la célula o linea celular no
comprende una mutacién T790M en el gen de EGFR.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra una activacién de c—met y/o
EGFR. En ciertas realizaciones, el cancer no muestra activacion de c—met y/o
EGFR.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra activacién de c-met y/o EGFR

constitutiva. En algunas realizaciones, el EGFR constitutivo comprende una
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mutacion en el dominio de tirosina quinasa. En ciertas realizaciones, el cancer no
muestra activacion de c-met y/o EGFR constitutiva.

En ciertas realizaciones, el cancer muestra activacion de c-met y/o EGFR
independiente de ligando. En ciertas realizaciones, el cancer no muestra
activacién de c—-met y/o EGFR independiente de ligando.

El antagonista de c—met puede administrarse en serie 0 en combinacién
con el antagonista de EGFR, ya sea en la misma composicién o en composiciones
separadas. La administracion del antagonista de c—-met y el antagonista de EGFR
puede realizarse simultdneamente, por ejemplo, como una composicién Unica o
como dos 0 mas composiciones distintas, utilizando la mismas o diferentes rutas
de administracién. En forma alternativa, o adicional, se puede realizar la
administracion secuencialmente, en cualquier orden. En forma alternativa, o
adicional, se pueden llevar a cabo los pasos de como una combinacion de la
forma secuencial y simultanea, en cualquier orden. En ciertas realizaciones, los
intervalos que varian de minutos a dias, de semanas a meses, pueden estar
presentes en las administraciones de dos o mas composiciones. Por ejemplo, el
antagonista de EGFR puede administrarse primero, seguido del antagonista de c-
met. Sin embargo, la administracion simultanea o administracién de un
antagonista de c—-met primero también se contempla. En consecuencia, en un
aspecto, la invencion proporciona métodos que comprenden la administracioén de
un antagonista de c-met (como un anticuerpo anti-c—met), seguida por la
administracién de un antagonista de EGFR (como erlotinib (TARCEVA®)). En
ciertas realizaciones, los intervalos que varian de minutos a dias, de semanas a
meses, pueden estar presente entre las administraciones de dos o mas
composiciones.

En un aspecto, la invencion proporciona una composiciéon para el uso en el
tratamiento de un cancer que comprende una cantidad efectiva de antagonista de
c-met y un portador farmacéuticamente aceptable, en donde dicho uso
comprende la administracién simultanea o secuencial de una antagonista de

EGFR. En algunas realizaciones, el antagonista de c-met es un anticuerpo anti—c—
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met. En algunas realizaciones, el antagonista de EGFR es erlotinib (TARCEVA®).

En un aspecto, la invencidn proporciona una composiciéon para su uso en el
tratamiento de cancer que comprende una cantidad efectiva de antagonista de c—
met y un portador aceptable farmacéuticamente, en donde dicho uso comprende
la administraciéon simultanea o secuencial de un antagonista de EGFR. En algunas
realizaciones, el antagonista de c—-met es un anticuerpo anti-c-met. En algunas
realizaciones, el antagonista de EGFR es erlotinib (TARCEVA®).

Segun la indicacidn de cancer especifica a tratarse, la combinacién de
terapia de la invencién puede combinarse con agentes terapéuticos adicionales,
como agentes quimioterapéuticos, o terapias adicionales como radioterapia o
cirugia. Se pueden utilizar muchos agentes quimioterapéuticos conocidos en la
terapia de combinacion de la invencion. Preferentemente se utilizaran aquellos
agentes quimioterapéuticos que son estandar para el tratamiento de las
indicaciones especificas. La dosificacién o frecuencia de cada agente terapéutico
a utilizarse en la combinaciones preferentemente la misma, o menor, que la
dosificacion o frecuencia del agente correspondiente cuando se utiliza sin otro(s)
agente(s).

BREVE DESCRIPCION DE LOS GRAFICOS
FIGURAS 1A y 1B: Confirmaciéon de EGFR y MET coexpresién mRNA en

lineas de células NSCLC y tumores primarios mediante qRT-PCR. Se determiné
la expresién de EGFR y MET mRNA por medio del RT-PCR cuantitativo en un
panel de lineas de células de NSCLC (1A) o de lisatos de tumores de NSCLC
primarios congelados (1B). Los niveles EGFR y MET mRNA se relacionan de
manera positiva en lineas de células (p=0,59, p<0,0001) y especimenes de
NSCLC primarios (p=0,48, p=0,0003).

FIGURA 2: Las células EBC1 shMet 4,12 (shMet 4,12) que contienen una
tetraciclina shRNA inducible direccionada contra c-met o shRNA de control
direccionada contra GFP (shGFP2) se cultivaron en un medio de control (Con) o
en un medio con 0,1ug/ml tetraciclina Doxiciclina (Dox) analoga durante 48 horas.

Luego de que las células hubieren sido privadas de suero por 2 horas, las células
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no fueron tratadas () o fueron tratadas con TGFa (T, 20nM) o Heregulina b1 (Hrg,
2nM) durante 20 minutos. Se evaluaron todos los lisatos de células para la
expresion total y fosfo—proteinas, tal como se ha indicado. Se detecté Beta—Actina
(B—Actina) lo que muestra cargas equivalentes entre los canales.

FIGURA 3: Las células de NSCLC H441 que contienen una shRNA
inducible direccionada contra c—-met o shRNA de control direccionada contra GFP
se cultivaron en un medio de control (Con) o en un medio que contiene 0,1ug/ml
Dox (Dox) durante 48 horas. Luego de que las células hubieren sido privadas de
suero por 2 horas, las celulas fueron no tratadas (-) o tratadas con TGFa (T) o
Heregulina b1 (H) durante 20 minutos. Se detecté Beta—Actina (f—Actina) (4to
panel) lo que muestra cargas equivalentes entre los canales.

FIGURA 4: La eficacia de la combinacién de erlotinib con shRNA
knockdown de c—-met en el modelo de trasplante de NSCLC EBC-1. Los tumores
EBC-1-shMet—4,5 se establecieron en animales desnudos (CRL nu/nu) y luego se
trataron ya sea con un vehiculo de tween metilcelulosa (MCT) mas agua potable
que contenga 5% de sacarosa (Sac) (PO, QD donde indican las flechas), MCT
mas 1 mg/mL de doxiciclina (Dox) en el agua potable formulada en 5% de
sacarosa (100 mg/kg; PO, QD, donde indican las flechas), erlotinib mas agua
potable que contenga 5% de sacarosa (PO, QD donde indican las flechas), o con
erlotinib mas 1 mg/mL de doxiciclina en el agua potable formulada en 5% de
sacarosa (PO, QD donde indican las flechas). La dosificaciéon oral se efectud en
los dias indicados por las flechas. Se mantuvo la sacarosa o el agua Dox a traves
del estudio con botellas que se intercambiaron cada 2 o 3 dias. Los volimenes de
los tumores y SEM se calcularon de la manera descripta en los Ejemplos.

FIGURA 5: Eficacia de la combinacion de MetMAb con erlotinib en el
modelo de trasplante NCI-H596 hu—HGF-Tg—C3H-SCID. Los tumores NCI-H596
se cultivaron en animales de control de una misma camada hu-HGF-Tg-C3H-
SCID o C3H-SCID y se trataron ya sea con el vehiculo Captisol (PO, QD, x2
semanas), erlotinib (circulos cerrados, linea corta de guiones; 150 mg/kg, PO, QD,

x2 semanas), MetMAb (30 mg/kg, IP, una vez) o la combinacion de MetMAb mas
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erlotinib en las mismas dosificaciones y en los mismos programas. La dosificacion
se efectud de la manera indicada al final del cuadro para MetMAb (cabeza abierta
de la flecha) y erlotinib o vehiculo (cabezas cerradas de las flechas). Se tomaron
las medidas del tumor por medio de caliper dos o tres veces por semana durante
alrededor de 9 semanas o hasta que los grupos hubieren sido removidos del
estudio debido a la existencia de tamafos grandes de tumores dentro del grupo.
Se calcularon los volumenes de los tumores y SEM tal como se describe en los
Ejemplos.

FIGURA 6: Las medidas del tiempo de duplicacion del tumor (TTD), definido
como el tiempo que tomé para que los tumores duplicaran su tamarno, fueron
calculadas para cada grupo y fueron utilizadas para generar curvas de
supervivencia Kaplan—Meier. La combinaciéon de MetMAb mas erlotinib mostré un
dramatico avance en la progresién del tumor con una TTD media de 49,5 (+ 2,6)
dias contra 17,8 (x 2,2) dias para el grupo tratado con MetMAb, 9,5 (£ 1,2) dias
para el grupo tratado con erlotinib y 9,5 (+ 1,2) dias para el grupo de control de
vehiculo. Las curvas del vehiculo y el grupo erlotinib se superponen
perfectamente.

FIGURA 7. muestra secuencias de amino acido de las regiones de marco (FR),
regiones hipervariables (HVR), primer dominio constante (CL o CH1) y regidén Fc (Fc)
de una realizacidn de un anticuerpo anti-c-met. La secuencia Fc presentada
comprende mutaciones T366S, L368A y Y407V, tal como se describen en WO
2005/063816.

FIGURA 8: muestra secuencia de un polipéptido Fc que comprende una
mutacién T366W, tal como se describe en WO 2005/063816. En una realizacion, un
polipéptido Fc comprende estas formas de secuencia una compleja con polipétidos Fc
que comprenden la secuencia Fc de la Fig. 7 para generar una regién Fc.

FIGURAS 9A-E: La actividad C—met regula la expresion de los ligandos de
EGFR. A) El tratamiento con HGF indujo una regulacion en alza de ligandos de
EGFR en lineas de células de NSCLC que reaccionan a HGF. Se privé de suero a

las células Hop92 o NCI-H596 durante toda una noche y luego no se las traté (No
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HGF) o se las traté con HGF (50 ng/ml) durante 6 horas (HGF). El tratamiento de
RNA de las células —/+ HGF paso6 por andlisis de micromatriz tal como se describe
en los Ejemplos. RMA= micromatriz relativa. B) El knockdown de C—met redujo la
expresion de ligandos EGFR en la linea de célula de NSCLC independiente de
ligando EBC—-1. Los clones que expresan de manera estable shRNA direccionado
contra c-met (clones 3-15 y 4-12) no se trataron (no Dox) o se trataron con
Doxiciclina (Dox) durante 24 o 48 horas. El RNA de las células se someti6 a un
analisis de micromatriz tal como se describié en los Ejemplos. C) La célula
EBC1shMet4-12 que expresa de manera estable shRNA se direccion6 contra c—
met no se trataron (No Dox) o se trataron con Dox (Dox) durante 24 horas sin HGF
(No HGF) o con HGF (100ng/ml) durante 2 horas. EI RNA de las células se
sometid a analisis de micromatriz tal como se describié en los Ejemplos. D) Las
células EBCshMetd4—12 que expresen de manera estable shRNA direccionado
contra células c-met y de control que expresen de manera estable shGFP2 no
fueron tratadas (No Dox) o fueron tratadas con Dox (Dox) durante 24 horas. El
RNA de las células se sometid a un analisis de micromatriz tal como se lo
describié en los Ejemplos. E) Los tumores de las células EBC1shMet-4,12 o
EBCshMet-3,15 se establecieron en animales desnudos (CRL nu-nu) y se les dio
a los ratones agua potable con 1mg/ml Dox (Dox) en 5% de sacarosa o 5% de
sacarosa solamente. Luego de 3 dias, los niveles TGFa en los lisatos del tumor
fueron evaluados mediante ELISA.

FIGURAS 10A—-C: (A) Las células EBCshMet 4,12 0 EBCshGFP2 no fueron
tratadas (—) o fueron tratadas con Dox (+) durante 24, 48 o 72 horas. Los lisatos de
proteina se evaluaron para c-met, pEGFR o Her3 mediante western blot. (B) Las
células EBCshMet 4,12 se trataron con Dox (100ng/ml) durante 48 horas y se
analizaron por medio de FACS por la superficie de la célula Her3. (C) Se les dio a
los ratones con tumores EBCshMet 4,12 agua potable con 1mg/ml Dox en 5% de
sacarosa (Dox) o 5% de sacarosa solamente (Sacarosa) durante 3 dias. Se
evaluaron los lisatos de los tumores por la proteina Her3 por medio de western

blot.
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FIG'URA 11: Las células EBC—-1 shMet (3,15 0 4,5 0 4,12) no se trataron (-)
o se trataron con 100ng/ml de Dox (+) durante 96 horas solo o con HGF (5 o
100ng/ml) o TGFa (1 o 50nM) sumadas a las 48 horas posteriores a la iniciacion
del tratamiento de Dox. Se evalué la cantidad de células mediante el uso de Cell
Titer Glo.

FIGURA 12: Se llevé a cabo un experimento de de curso temporal con
celulas NCI-H596 en presencia (paneles derechos) o ausencia (paneles
izquierdos) de HGF. Los lisatos celulares se prepararon a 10 minutos (10’), 24
horas, 48 horas o 72 horas (hr) luego de la estimulacion y se efectuaron western
blots a los efectos de detectar la c—met total (panel superior), el fosfo-EGFR (2do
panel) y el EGFR total (3er panel). Se detectdé la Beta—Actina (B—Actina) (4to
panel) para mostrar cargas equivalentes entre los canales.

FIGURA 13: Se recubrieron las células NCI-H596 en ausencia de ligandos,
en presencia de solo TGF—a, TGF—a + HGF o solo HGF. Se prepararon los lisatos
de células a 10 minutos (10 min) y a 24 horas (hr) luego de la estimulacién y se
efectuaron las inmunoprecipitaciones (IP) para c—-met seguido de western blot para
fosfo—tirosina (4G10; panel superior), c—-met (2do panel) y EGFR (3er panel). Los
blots de fosfo-tirosina muestran una activacién de EGFR (banda superior) y c~met
(banda inferior) en una forma ligando—dependiente, que se atenla luego de las 24
horas. La inmunoprecipitacion de C-met disminuyé EGFR en todas sus
condiciones independientemente del estado de activacion de EGFR o de c—-met.

FIGURA 14: Los ensayos de viabilidad se llevaron a cabo con células NCi—
HS596 para evaluar la reaccion de las células a erlotinib en presencia de TGFa y en
concentraciones variadas de HGF tal como se indica. La reduccion en respuesta
relativa a erlotinib se detectd dado que los niveles HGF aumentaron de 0,5 ng/ml a
50 ng/ml.

FIGURA 15: Se efectuaron los ensayos de viabilidad con células NCI-H596
en la presencia de TGF a y HGF (50 ng/ml), con o sin MetMAb (1 uM), y
concentraciones variadas de erlotinib. Los datos se representan como porcentajes

de controles no tratados. Los valores de control no tratados se muestran como
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puntos individuales en la parte superior izquierda de la figura.

FIGURA 16: El tratamiento de combinacién con MetMAb y Erlotinib resulté
en una inhibicién m efectiva de fosfo—-Akt y fosfo—-ERK1/2. Los tumores NCI-H596
humanos HGF-transgénicos-SCID (hu~-HGF-Tg-SCID) que tienen los ratones
fueron tratados con vehiculos (MetMAb buffer (100 pL, IP) y metilcelulosa tween
(MCT, 100 pL, PO), MetMAb ((30 mg/kg, IP, una vez) y MCT), erlotinib ((100
mg/kg en MCT, 100 pL, PO) y MetMADb buffer (100 L, IP)) o MetMADb y erlotinib (la
misma dosificacion descripta para cada uno). La dosis de MetMAb (o buffer) se
impartié a las cero horas (t 0 hr), la dosis de erlotinib (6 MCT) se impartié a las
dieciocho horas (t 18 hrs), los ratones se sacrificaron y los tumores fueron
recolectados a la hora veinticuatro (t 24 hr). Se analizaron los lisatos de los
tumores por las proteinas totales y las fosfoproteinas por medio de Western blot
directo y la inmunoprecipitacién seguido de Western blot. Las abreviaciones: pTyr
= fosfo-tirosina, EGFR = receptor de factor de crecimiento epidérmico, ERK
(quinasa regulada por sefial extracelular 1y 2. Se detect6é Beta—Actina (B~Actina)
para mostrar cargas equivalentes entre los canales.

LAS FIGURAS 17A y 17B: muestra diagramaticamente algunos de los
resultados descriptos en la presente aplicacion.

DESCRIPCION DETALLADA

|. Definiciones:

El término “factor de crecimiento de hepatocito” o “HGF”, tal como se utiliza
en la presente, hace referencia, a menos que se indique lo contrario, a todo
polipéptido HGF nativo o variante (ya sea nativo o sintético) que sea capaz de
activar la via de sefalizacion HGF/c-met bajo condiciones que permitan que ocurra
dicho proceso. El término “HGF del tipo salvaje” generalmente hace referencia a un
polipéptido que comprende la secuencia de amino &cido de una proteina HGF que
ocurre naturalmente. El término “Secuencia HGF del tipo salvaje” generalmente
hace referencia a una secuencia de amino acido que se encuentra en un HGF que
ocurre naturalmente. C—met constituye un receptor conocido de HGF a través del

cual la senalizacion intracelular HGF se efectda biolégicamente.



25

El término “variante HGF” tal como se utiliza en la presente hace referencia
a un polipéptido HGF que incluye una o mas mutaciones de amino acidos en la
secuencia HGF nativa. Opcionalmente, una o mas mutaciones de amino acido
incluyen sustituciones de amino acido.

Un polipéptido de “secuencia nativa® comprende un polipéptido que tenga la
misma secuencia de amino acido que un polipéptido natural. Por ende, una
secuencia nativa de polipétidos puede tener la secuencia de amino acido de
polipétidos naturales de todo mamifero. Dicho polipéptido de secuencia nativa se
puede aislar de la naturaleza o se puede producir por medios recombinantes o
sintéticos. E! término polipéptido de “secuencia nativa” especificamente abarca
formas del polipéptido naturalmente truncadas o segregadas (por ejemplo, una
secuencia de dominio extracelular), formas de variantes naturales (por ejemplo,
formas empalmadas de manera alternativa) y variantes alélicas de polipétidos
naturales.

Una “variante” de polipéptido hacé referencia a un polipéptido activo
biologicamente que tenga, al menos, alrededor de 80% de identidad de secuencia
amino acido con el polipéptido de secuencia nativa. Dichas variantes incluyen, por
ejemplo, polipétidos en los que se agreguen o se borren uno 0 mas residuos amino
acidos, en la N- o C—terminal del polipéptido. Normalmente, una variante tendra, al
menos alrededor de un 80% de identidad de la secuencia del amino acido, mas
preferentemente, al menos alrededor de 90% de identidad de la secuencia de
amino acido e incluso mas preferentemente, al menos alrededor de 95% de
identidad de la secuencia del amino acido con el polipéptido de secuencia nativa.

Por “"EGFR” (intercambiable por los términos “ErbB1”, “HER1” y “receptor de
factor de crecimiento epidérmico”) se hace referencia al polipéptido tirosina quinasa
de receptor o Receptor de Factor de Crecimiento Epidérmico que se describe en
Ullrich et al, Naturaleza (1984) 309:418425, alternativamente, conocido como Her-
1 y el producto de gen c—erbB, asi como también variantes de los mismos, tales
como EGFRVvIIl. También se incluyen entre las variantes de EGFR variantes de

remocion, sustitucion e insercion, por ejemplo, aquellos descriptos en Lynch et al
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(New England Journal of Medicine 2004, 350:2129), Paez et al (Science 2004,
304:1497), Pao et al (PNAS 2004, 101:13306).

Una "muestra biolégica " (intercambiable por los términos “muestra” o
‘muestra de tejido o célula”) abarca una variedad de tipos de muestras obtenidos
de una persona y que pueden utilizarse en el diagnéstico o ensayo de monitoreo.
La definicion abarca muestras de sangre y otros liquidos de origen bioldgico,
muestras de tejido sélido tales como un espécimen de biopsia o cultivos de tejidos
o ceélulas derivadas del mismo, y la progenie d;al mismo. La definicidn también
incluye muestras que han sido manipuladas de alguna forma luego de su
obtencion, tal como por el tratamiento con reactivos, solubilizacion o
enriqueéimiento de algunos cAomponentes, tales como proteinas o polinucleétidos o
incrustacion en una matriz sélida o semi-sélida a los efectos de la division. El
término "muestra biolégica " abarca una muestra clinica y también incluye células
en cultivos, células supernatantes, lisatos de células, suero, plasma, fluido biolégico
y muestras de tejido. La fuente de muestra biolégica puede ser tejido sélido tal
como de una muestra de 6rgano o tejido fresco, congelado y/o preservado o una
biopsia o un aspirado; sangre o constituyentes de la sangre; fluidos corporales tales
como fluido espinal cerebral, fluido amnidtico, fluido peritoneal, o fluido intersticial;
las células en cualquier momento de la gestacién o el desarrollo del sujeto. En
algunas realizaciones, la muestra biolégica se obtiene de un tumor primario o
metastatico. La muestra biolégica puede contener compuestos que no se mezclan
naturalmente con el tejido en la naturaleza tales como conservantes,
anticoagulantes, buffers, fijadores, nutrientes, antibiéticos, o similares.

Un “antagonista de c-met” (intercambiable por}término “‘inhibidor de c—met”)
constituye un agente que interfiere con la activacion o la funcién de c-met. Algunos
ejemplos de inhibidores de c—met incluyen anticuerpos c—met; anticuerpos HGF;
antagonistas de c—met de molécula pequeiia; inhibidores tirosina quinasa de c—
met; antisentido e inhibidor moléculas de RNA (por ejemplo, shRNA) (ver, por:
ejemplo, WO2004/87207). Preferentemente gel inhibidor de c—-met es un anticuerpo

o una molécula pequeia que se une ,\?V'I%—met. En una realizacién particular, un
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inhibidor de c—met tiene una afinidad de unién (constante de disociacién) a c-met
de alrededor de 1.000 nM o menos. En otra realizacién, un inhibidor c—met tiene
una afinidad de union a c-met de alrededor de 100 nM o menos. En otra
realizacion, un inhibidor de c—met tiene una afinidad de unién a c-met de alrededor
de 50 nM o menos. En una realizacién particular, un inhibidor de c—met se une
covalentemente a c—-met. En una realizacidén particular, un inhibidor de c—-met inhibe
las sefializacion de c—-met con un IC50 de 1,000 nM o menos. En otra realizacién,
un inhibidor de c-met inhibe sefalizacion de c-met con un IC50 de 500 nM o
menos. En otra realizacién, un inhibidor de c-met inhibe sefalizacién de c-met
con un IC50 de 50 nM o menos.

Como se utiliza en el presente, el término “droga con objetivo c—met” hace
referencia a un agente terapéutico que se une a c-met e inhibe la activacioén de c-
met. Un ejemplo de una droga con objetivo c-met es MetMAb (OA5D5.v2).

La “activacién de C-met” hace referencia a la activacidén o fosforilacion del
receptor de c—-met. Generalmente, la activacién c-met resulta en una transduccion
de sefal (por ejemplo, que, causado por un dominio de quinasa intracelular de una
tirosina fosforilante de receptor c-met culmina en c-met o un sustrato de
polipéptido). La activacién de c-met puede mediarse por ligandos de c—met (HGF)
que se unen a un receptor de interés de c—met. HGF que se une a c—-met puede
activar un dominio de quinasa de c—met y, por lo tanto, resultar en la fosforilacion
de residuos de tirosina en el c—met y/o fosforilacion de residuos de tirosina en
polipéptido(s) de sustrato adicibnal(es).

Un “antagonista de EGFR” (intercambiable por el termino “inhibidor de
EGFR") es un agente que interfiere con la activacién o la funcion EGFR. Se
incluyen entre los ejemplos de inhibidores de EGFR anticuerpos EGFR,;
anticuerpos ligandos EGFR; antagonistas de EGFR de moléculas pequenas;
inhibidores tirosina quinasa de EGFR; antisentido e inhibidor de moléculas de RNA
(por ejemplo, shRNA) (ver, por ejemplo, WO2004/87207). Preferentemente, el
inhibidor de EGFR constituye un anticuerpo o una molécula pequena que se une a

EGFR. En algunas realizaciones, el inhibidor de EGFR constituye una droga con
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objetivo a EGFR. En una realizacion particular, un inhibidor de EGFR tiene una
afinidad de unién (constante de disociacion) a EGFR de alrededor de 1.000 nM o
menos. En otra realizacién, un inhibidor de EGFR tiene una afinidad de enlace con
EGFR de alrededor de 100 nM o menos. En otra realizacion, un inhibidor de EGFR
tiene una afinidad de unién a EGFR de alrededor de 50 nM o menos. En una
realizacion particular, un inhibidor de EGFR se encuentra unido covalentemente a
EGFR. En una realizacién particular, un inhibidor de EGFR inhibe la sefalizacion
de EGFR con un IC50 de 1.000 nM o menos. En otra realizacidon, un inhibidor de
EGFR inhibe la sefalizacién de EGFR con un IC50 de 500 nM o menos. En otra
realizacion, un inhibidor de EGFR inhibe la sefalizaciéon de EGFR con un IC50 de
50 nM o menos.

Las expresiones “ErbB2" y “HER2" se utilizan de manera intercambiable en
la presente y hacen referencia a la proteina HER2 humana descripta, por ejemplo,
en Semba et al., PNAS (USA) 82:6497-6501 (1985) y Yamamoto et al. Nature
319:230-234 (1986) (Numero de acceso al banco de genes X03363). El término
“‘erbB2" hace referencia al gen que codifica ErbB2 humano y “neu@ hace referencia
al gen que codifica p185™" de rata. HER2 preferido consiste de HER2 humano de
secuencia nativa.

‘ErbB3" y “HER3" hace referencia al polipéptido de receptor tal como se
reveld, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos numero 5.183.884 y
5.480.968 asi como también Kraus et al. PNAS (USA) 86:9193-9197 (1989).

Los términos “ErbB4" y “HER4" que aparecen en la presente hacen
referencia al polipéptido receptor tal como se reveld, por ejemplo, en EP Pat Appin
No 599.274; Plowman et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:1746-1750 (1993); y
Plowman et al., Nature, 366:473-475 (1993), incluyendo las isoformas de las
mismas, por ejemplo, segun se revelan en W099/1 9488; publicadas el 22 de abril
de 1999.

Tal como se utilizan en la presente, “ErbB” hace referencia a los polipétidos
receptores EGFR, HER2, HER3, y HER4.

“Activacion EGFR” hace referencia a la activacion o fosforilacion de EGFR.

3¢
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Generalmente, la activacion EGFR resulta en la transduccion de senal (por
ejemplo, que, causado por un dominio de quinasa intracelular de una tirosina
fosforilante de receptor de EGFR culmina en EGFR o un sustrato de polipéptido).
La activacion de EGFR puede mediarse por ligando de EGFR de unién a un dimero
de EGFR que comprende EGFR. El ligando de EGFR que se une a un dimero
EGFR puede activar un dominio de quinasa de uno o mas de los EGFR en el
dimero y, de ese modo, resulta en fosforilacién de residuos de tirosina en uno o
mas EGFR y/o fosforilacién de residuos de tirosina en polipéptido(s) de sustrato
adicional(es).

Segun su utilizacién en el presente, el término “droga con objetivo EGFR”
hace referencia a un agente terapéutico que se une a EGFR e inhibe la activacion
EGFR. Se incluyen entre dichos agentes anticuerpos y moléculas pequefias que se
unen a EGFR. Se incluyen entre los ejemplos de los anticuerpos que se unen a
EGFR MAb 579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb 225
(ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (ver, patente de los Estados
Unidos numero 4.943. 533, Mendelsohn et al.) y las variantes del mismo, tales
como 225 quimerizado (C225 o Cetuximab; ERBUTIX®) y 225 humano reformado
(H225) (ver, WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC-11F8, un anticuerpo
totalmente humano, con objetivo EGFR (Imclone); anticuerpos que unen al EGFR
mutante tipo |l (Patente de Estados Unidos numero 5.212.290); anticuerpos
humanizadlos y quiméricos que unen EGFR tal como se describe en la patente de
Estados Unidos niumero 5.891.996; y anticuerpos humanos que unen EGFR, tales
como ABX-EGF (ver WO98/50433, Abgenix); EMD 55900 (Stragliotto et al. Eur. J.
Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab) un anticuerpo EGFR
humanizado direccionado contra EGFR que compite tanto con EGF como TGF-alfa
por la unién EGFR; y mAb 806 o mAb 806 humanizado (Johns et al., J. Biol. Chem.
279(29):30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti—-EGFR se puede conjugar con un
agente citotoxico, de ese modo generando una inmunoconjugacion (ver, por
ejemplo, EP659,439A2, Merck Patent GmbH). Se incluyen entre los ejemplos de
moléculas que se unen a EGFR ZD1839 o Gefitinib (IRESSA; Astra Zeneca); CP-
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358774 o Erlotinib (TARCEVA™; Genentech/OSlI); y AG1478, AG1571 (SU 5271;
Sugen); EMD-7200.

Cancer “Resistente a EGFR” hace referencia a que el paciente de cancer ha
progresado al recibir una terapia antagonista de EGFR (es decir, el paciente es
“‘refractario a EGFR”), o el paciente ha progresado dentro de los 12 meses (por
ejemplo, dentro del primer, segundo, tercer o sexto mes) luego de completar un
régimen de terapia basado en antagonista de EGFR. Por ejemplo, los canceres
que incorporan EGFR mutante T790M son resistentes a las terapias erlotinib y
gefitinib.

Cancer “resistente a erlotinib o gefitinib” se hace referencia a que el paciente
de cancer ha progresado mientras recibia una terapia basada en erlotinib o gefitinib
(es decir, el paciente es “refractario a erlotinib o gefitinib”), o el paciente ha
progresado dentro de los 12 meses (por ejemplo, dentro del primer, segundo, tercer
o sexto mes) luego de completar un régimen de terapia basado en erlotinib o
gefitinib.

El término "independiente de ligando" tal como se utiliza en la presente, por
ejemplo aplicado a la actividad de sefalizacion del receptor, hace referencia a la
actividad de sefalizacion que no depende de la presencia de un ligando. Por
ejemplo, la sefalizacion EGFR puede resultar de la dimerizacion con otros
miembros de la familia HER tal como HERZ2. Un receptor que tenga actividad
quinasa independiente de ligando no necesariamente imposibilitara la unién del
ligando con aquél receptor para producir la activacion adicional de la actividad
quinasa.

El término "constitutivo" tal como se utiliza en la presente, por ejemplo
aplicado a una actividad quinasa del receptor, hace referencia a la actividad de
sefalizacidén continua de un 'receptor que no sea dependiente en la presencia de un
ligando u otras moléculas de activacién. Por ejemplo, el |l variante EGFR
(EGFRvIll) que normalmente se encuentra en un glioblastoma multiforme ha
borrado mucho de su dominio extracelular. A pesar de que los ligandos no pueden

unir a EGFRVIII, se encuentra continuamente activo y se asocia con la proliferacion

1Y



31

y la supervivencia anormal. Dependiendo de la naturaleza del receptor, toda la
actividad puede ser constitutiva o la actividad del receptor puede ser activada por la
unién de otras moléculas (por ejemplo, ligandos). Los eventos celulares que llevan
a la activacion de receptores son conocidos entre aquellos normalmente versados
en la técnica. Por ejemplo, la activacién puede incluir la oligomerizacién, por
ejemplo, dimerizacion, trimerizacion, etc., en complejos receptores de mayor orden.
Los complejos pueden incluir una sola especie de proteina, es decir, un complejo
homomérico. De manera alternativa, los complejos pueden comprender al menos
dos especies diferentes de proteina, es decir, un complejo heteromérico. La
formacion de complejos puede ser causada por, por ejemplo, la sobre expresién de
formas normales o mutantes de receptores en la superficie de una célula. La
formacién de un complejo también puede ser causado por una mutacién especifica
o por mutaciones en un receptor.

La frase "amplificacion de gen " hace referencia a un proceso mediante el
cual multiples copias de un gen o de un fragmento de un gen se forman en una
celula en particular o en una linea celular. Se hace referencia a la regién duplicada
(una extension de ADN amplificado) generalmente con el nombre de "amplicon”.
Generalmente, la cantidad del RNA (mRNA) mensajero producido, es decir, el nivel
de expresion del gen, también aumenta en la proporcién de la cantidad de copias
realizadas de un gen particular expresado.

Un "inhibidor tirosina quinasa " es una molécula que inhibe hasta cierto
punto la actividad tirosina quinasa de una tirosina quinasa tal como un receptor c-
met.

Una muestra cancerigena o biolégica que “exhibe expresion, amplificacion o
activacion c-met y/o EGFR” es aquella que, en una prueba de diagnéstico, expresa
(incluyendo sobreexpresa) c—-met y/o EGFR, ha amplificado el gen c-met y/o
EGFR, y/o demuestra de otro modo la activacion o fosforilacion de una c—met y/o
EGFR.

Una muestra cancerigena o biolégica que “no exhibe expresion,

amplificacion o activaciéon c-met y/o EGFR” es aquella que, en una prueba de
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diagndstico, no expresa (incluyendo sobreexpresa) c—met y/o EGFR, no ha
amplificado el gen c-met y/o EGFR, y/o no demuestra de otro modo la activacién o
fosforilacién de una c—met y/o EGFR.

Una muestra cancerigena o biolégica que “exhibe la activacidon c—met y/o
EGFR" es aquella que, en una prueba de diagnostico, demuestra activacién o
fosforilacion de c—met y/o EGFR. Dicha activaciéon puede determinarse
directamente (por ejemplo, mediante la medicién de la fosforilacién c—met y/o
EGFR por medio de ELISA) o indirectamente.

Una muestra cancerigena o biolégica que “no exhibe la activacién c—met y/o
EGFR” es aquella que, en una prueba de diagnéstico, no demuestra activacion o
fosforilacibn de una c-met y/o EGFR. Dicha activacién puede determinarse
directamente (por ejemplo, mediante la medicién de la fosforilacion de c—met y/o
EGFR por medio de ELISA) o indirectamente.

Una muestra cancerigena o biolégica que “exhibe la activacién constitutiva
de c-met y/o EGFR” es aquella que, en una prueba de diagnéstico, demuestra
activacion constitutiva o fosforilacion de una c—-met y/o EGFR. Dicha activacién
puede determinarse directamente (por ejemplo, mediante la medicién de la
fosforilacion de c-met y/o EGFR por medio de ELISA) o indirectamente.

Una muestra cancerigena o biolégica que “no exhibe amplificacion c-met y/o
EGFR” es aquella que, en una prueba de diagnéstico, no tiene gen de c—-met y/o
EGFR amplificado.

Una muestra cancerigena o biolégica que “exhibe amplificacién de c—met y/o
EGFR” es aquella que, en una prueba de diagndstico, ha amplificado el gen de c—
met y/o EGFR.

Una muestra cancerigena o bioldgica que “no exhibe activacién de c—-met y/o
EGFR constitutiva” es aquella que, en una prueba de diagnéstico, no demuestra
activacion o fosforilaciéon constitutiva de una c-met y/o EGFR. Dicha activacién
puede ser determinada directamente (por ejemplo, mediante la medicién de la
fosforilacion de c—met y/o EGFR por medio de ELISA) o indirectamente.

Una muestra cancerigena o biolégica que “exhibe activacién de c—-met y/o
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EGFR independiente de ligando” es aquella que, en una prueba de diagnéstico,
demuestra activacién independiente de ligando o fosforilaciéon de un c—-met y/o
EGFR. Dicha activacion puede ser determinada directamente (por ejemplo,
mediante la medicién de la fosforilacion de c—met y/o EGFR por medio de ELISA) o
indirectamente.

Una muestra cancerigena o bioldgica que “no exhibe activacién de c—-met y/o
EGFR independiente de ligando” es aquella que, en una prueba de diagndstico,
demuestra activacion independiente de ligando o fosforilacién de un c-met y/o
EGFR. Dicha activacion puede ser determinada directamente (por ejemplo,
mediante la medicion de la fosforilacion c-met y/o EGFR fosforilacion por medio de
ELISA) o indirectamente.

Un ;‘ensayo fosfo—ELISA” en la presente constituye un ensayo en el que la
fosforilacibn de uno o mas c-met y/o EGFR se evalila en un ensayo
inmunosorbente enzima-ligado (ELISA) mediante el uso de un reactivo,
generalmente un anticuerpo, para detectar c-met y/o EGFR fosforilado, sustrato o
molécula de sefalizacién corriente abajo. Preferentemente, se utiliza un anticuerpo
que detecta c-met y/o EGFR fosforilado. EI ensayo puede llevarse a cabo en
lisatos de células, preferentemente de muestras bioldgicas frescas o congeladas.

Una célula cancerigena con “amplificacién o sobreexpresién de c-met y/o
EGFR" es aquella que posee niveles significantemente superiores a una proteina o
gen de c—-met y/o EGFR, en comparacién con una célula no cancerigena del mismo
tipo de tejido. Dicha sobreexpresién puede ser causada por la amplificaciéon del gen
0 por una mayor transcripcion o traduccién. La amplificacién o sobreexpresiéon de
c-met y/o EGFR puede determinarse en un ensayo de diagndstico o prognostico
mediante la evaluacion de los niveles aumentados de la proteina de c—-met y/o
EGFR que se encuentra presenta en la superficie de la célula (por ejemplo, via un
ensayo de inmunohistoquimica; IHC). De manera alternativa o adicional, se pueden
medir los niveles del acido nucleico codificado de c—met y/o EGFR —, por ejemplo,
via hibridacién in situ fluorescente (FISH; ver WO98/45479 publicado en octubre,

1998), southern blot o técnicas de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR),
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tales como tiempo real cuantitativo PCR (QRT-PCR). Ademas de los ensayos antes
mencionados, se encuentran disponibles varios ensayos en vivo para practicantes
habilidosos. Por ejemplo, se pueden exponer las células dentro del cuerpo de un
paciente a un anticuerpo que se etiquete opcionalmente con una etiqueta
detectable, por ejemplo un isétopo radioactivo, se puede evaluar la unién del
anticuerpo a las células en el paciente, por ejemplo mediante escaneo externo de
radioactivitidad o mediante analisis de una biopsia tomada de un paciente
previamente expuesto al anticuerpo.

Una célula cancerigena que “no sobreexpresa o amplifica c—-met y/o EGFR”
es aquella que no tiene niveles mayores a los usuales de proteina o gen de c-met
y/o EGFR en comparacion con una célula no cancerigena del mismo tipo de tejido.

El término “mutacion”, tal como se utiliza en la presente, hace referencia a
una diferencia en la secuencia del acido amino o acido nucleico de una proteina o
acido nucleico particular (gen, RNA) relativo a la proteina del tipo salvaje o al acido
nucleico, respectivamente. Una proteina mutante o acido nucleico puede
expresarse desde o puede encontrarse en un alelo (heterocigoto) o ambos alelos
(homocigotos) de un gen y pueden ser somaticos o linea de gérmenes. En la
invencion instantanea, las mutaciones generalmente son somaticas. Se incluyen
entre las mutaciones, reordenamientos de secuencia tales como las inserciones,
las eliminaciones y las mutaciones de puntos (incluyendo polimorfismos de amino
acido/ nucleotidos simples).

"Inhibir" implica disminuir o reducir una actividad, funcién y/o cantidad, segun
se compara con una referencia.

“Expresion” de proteina hace referencia a una conversion de la informacion
codificada en un gen en el RNA mensajero (mMRNA) y luego a la proteina.

En la presente, una muestra o célula que “exprese” una proteina de interés
(tal como un receptor HER o un ligando HER) es aquél en que se determina que se
encuentra presente en la muestra o en la célula el mRNA que codifica a la proteina
o la proteina, incluyendo fragmentos de la misma.

Un “inmunoconjugado” (intercambiable por “conjugado anticuerpo-droga” o
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“ADC") hace referencia a un anticuerpo conjugado con uno o mas agentes
citotoxicos, tales como un agente quimioterapéutico, una droga, un agente
inhibitorio de crecimiento, una toxina (por ejemplo, una toxina de proteina, una
toxina activa enzimaticamente de bacteria, hongos, plantas, de origen animal o
fragmentos de la misma), o un isétopo radioactivo (es decir, un radioconjugador).

El término “region Fc”, tal como se utiliza en la presente, generaimente hace
referencia a un complejo dimero que comprende las secuencias de polipétidos de
C—terminal de una cadena pesada de inmunoglobulina, en donde una secuencia de
polipétidos de C—terminal es aquella que se obtiene por la digestion papaica de un
anticuerpo intacto. La region Fc puede comprender secuencias Fc nativas o
variantes. A pesar de que los limites de la secuencia Fc de una cadena pesada de
inmunoglobulina pueden variar, la secuencia Fc de cadena pesada IgG humana
generalmente se define de modo tal de extender desde un residuo de amino acido
de la posicion Cys226 aproximadamente, o desde la posicion Pro230
aproximadamente, a la terminal carboxil de la secuencia Fc. La secuencia Fc de
una inmunoglobulina generalmente comprende dos dominios constantes, un
dominio CH2 y un dominio CH3, y opcionalmente comprende un dominio CH4. La
lisina C—terminal (447 residuo de acuerdo con un el sistema de numeracion EU) de
la region Fc puede removerse, por ejemplo, durante la purificacion del anticuerpo o
mediante la ingenieria recombinante del acido nucleico que codifica al anticuerpo.
Consecuentemente, una composicion que comprende un anticuerpo que tiene una
region Fc de acuerdo con esta invencion puede comprender un anticuerpo con
K447, con la totalidad de K447 removido o una mezcla de anticuerpos con y sin el
residuo de K447.

“Polipéptido Fc” en el presente hace referencia a uno de los polipétidos que
forman una regién Fc. Se puede obtener un polipéptido Fc de toda inmunoglubina
adecuada, tal como IgGy, 1gG2, 19gGs, o 1gG4 subtipos, IgA, IgE, IgD o IgM. En
algunas realizaciones, un polipéptido Fc comprende parte o Ia totalidad de una
secuencia de bisagra del tipo salvaje (generalmente en su terminal N). En algunas

realizaciones, un polipéptido Fc no comprende una secuencia de bisagra del tipo
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salvaje o funcional.

"

La ;‘regién de bisagra,” “secuencia de bisagra”, y las variaciones de los
mismos, segun su utilizacién en la presente, incluye el significado conocido en la
técnica, que se encuentra ilustrado en, por ejemplo, Janeway et al., Immuno
Biology: the immune system in health and disease, (Elsevier Science Ltd., NY) (4ta
ed., 1999); Bloom et al., Protein Science (1997), 6:407—415; Humphreys et al., J.

Immunol. Methods (1997), 209:193-202.

A través de la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones, la
numeracion de los residuos en una cadena pesada de inmunoglobulina consiste
de aquella del indice EU tal como en Kabat et al., Sequences of Proteins of
Immunological Interest, 5ta Ed. Public Health Service, National Institutes of Health,
Bethesda, Md. (1991), incorporado de manera expresa en la presente a modo de
referencia. El “indice EU como en Kabat" hace referencia a la numeracion de
residuo del anticuerpo EU 1gG1 humano.

El término “anticuerpo” se utiliza en su sentido mas amplio y cubre
especificamente anticuerpos monoclonales (incluyendo anticuerpos monoclonales
de longitud completa), anticuerpos policlonales, anticuerpos multiespecificos (por
ejemplo, anticuerpos biespecificos), anticuerpos monovalentes, anticuerpos
multivalentes y fragmentos de anticuerpos siempre que exhiban la actividad
biolégica deseada.

"Fragmentos de anticuerpos” comprende solo una porcién de un anticuerpo
intacto, en donde la porcion retiene preferentemente al menos una,
preferentemente la mayoria o la totalidad, de las funciones normalmente
asociadas con esa porcion cuando se encuentran presentes en un anticuerpo
intacto. En una realizacion, un fragmento de un anticuerpo comprende un lugar de
unién al antigeno del anticuerpo intacto y por ende retiene la habilidad de union al
antigeno. En ofra realizacion, un fragmento del anticuerpo, por ejemplo uno que
comprende la region Fc, retiene al menos una de las funciones biologicas
normalmente asociadas con la region Fc cuando se encuentran presentes en un

anticuerpo intacto, tal como union FcRn, modulacién de vida media del anticuerpo,
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funcién ADCC y unién de complemento. En una realizaciéon, un fragmento del
anticuerpo es un anticuerpo monovalente que tiene una vida media in vivo
sustancialmente similar a un anticuerpo intacto. Por ejemplo, dicho fragmento del
anticuerpo puede comprender un brazo de unién al antigeno unido a la secuencia
Fc capaz de conferir estabilidad in vivo al fragmento. En una realizacién, un
anticuerpo de la invencién es un anticuerpo de un brazo, tal como se describe en
WO02005/063816. En una realizacion, el anticuerpo de un brazo comprende
mutaciones Fc que constituyen “perillas” y “agujeros” tal como se describe en
WO02005/063816. Por ejemplo, una mutacién de agujero puede ser uno o mas
T366A, L368A y/o Y407V en un Polipéptido Fc, y una mutacién de cavidad puede
ser T366W.

Un anticuerpo “de bloqueo” o un anticuerpo “antagonista” es aquél que
inhibe o reduce la actividad bioldgica del antigeno que une. Los anticuerpos de
bloqueo preferidos o los anticuerpos antagonistas inhiben completamente la
actividad biolégica del antigeno.

A menos que se indique lo contrario, la expresién “anticuerpo multivalente”
se utiliza a través de esta memoria descriptiva para denotar un anticuerpo que
comprende tres 0 mas sitios de unién al antigeno. El anticuerpo multivalente se
disefia preferentemente para tener tres o mas lugares de unién al antigeno y
generalmente no es una secuencia nativa de anticuerpo IgM o IgA.

Un fragmento “‘Fv’ es un fragmento de anticuerpo que contiene un
reconocimiento al antigeno y un lugar de union completo. Esta region consiste de
un dimero de un dominio variable de cadena pesada y de cadena liviana en fuerte
asociacion, que puede ser covalente en naturaleza, por ejemplo en scFv. En esta
configuracion, los tres CDRs de cada dominio variable interactian para definir un
lugar de union al antigeno en la superficie del dimero V4—V.. De manera colectiva,
los seis CDRs o un subconjunto del mismo confieren especificidad de union al
antigeno al anticuerpo. Sin embargo, aiin un dominio variable Unico (o la mitad de
una Fv que comprende solo tres CDRs especificos para un antigeno) tiene la

habilidad de reconocer y unir al antigeno, a pesar de que sea generalmente con
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una afinidad menor que el lugar de unién entero.

Segun su utilizacién en la presente, “dominio variable del anticuerpo” hace
referencia a las porciones de las cadenas pesadas y livianas de moléculas de
anticuerpo que incluyen secuencias de amino acido de Regiones de
Determinacion de Complementariedad (CDRs; es decir, CDR1, CDR2 y CDR3), y
Regiones de Marcos (FRs). V4 hace referencia al dominio variable de la cadena
pesada. V| hace referencia al dominio variable de la cadena liviana. De acuerdo
con los métodos utilizados en la presente invencion, las posiciones de amino acido
asignadas a CDRs y FRs pueden definirse de acuerdo con Kabat (Sequences of
Proteins of Immunological Interest (Public Health Service, National Institutes of
Health, Md., 1987 y 1991)). La numeracién de amino acido de anticuerpos o
fragmentos de union al antigeno también es conforme a aquella de Kabat.

Segun su utilizacién en la presente, el término “Regiones de Determinacion
de Complementariedad” (CDRs; es decir, COR1, CDR2 y CDR3) hacen referencia
a los residuos de amino acido de un dominio variable de anticuerpo, la presencia
del cual es necesaria para la union al antigeno. Cada dominio variable tiene
tipicamente tres regiones CDR identificadas como CDR1, CDR2 y CDR3. Cada
regién de determinacion de complementariedad puede comprender residuos de
amino acidos de una “regién de determinacién de complementariedad” segun la
definicion de Kabat (es decir alrededor de residuos de 24-34 (L1), 50-56 (L2) y
89-97 (L3) en un dominio variable de cadena liviana y 31-35 (H1), 50-65 (H2) y
95-102 (H3) en el domino variable de cadena pesada; Kabat et al., Sequences of
Proteins of Immunological Interest, Public Health Service, National Institutes of
Health, Bethesda, MD. (1991)) y/o aquellos residuos de un “bucle hipervariable” -
(es decir, alrededor de residuos 26-32 (L1), 50-52 (L2) y 91-96 (L3) en el dominio
variable de cadena liviana y 26-32 (H1), 53-55 (H2) y 96-101 (H3) en el dominio
variable de cadena pesada; Chothia y Lesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)). En
algunas instancias, una region de determinacién de complementariedad puede
incluir amino acidos tanto de una region CDR definida de acuerdo con Kabat y un

bucle hipervariable. Por ejemplo, la CDRH1 de la cadena pesada del anticuerpo
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4D5 incluye 26 a 35 amino acidos.

“Regiones de marco” (en adelante, FR) son aquellos residuos de dominio
variable que no son los residuos CDR. Cada dominio variable tiene tipicamente 4
FRs identificadas como FR1, FR2, FR3 y FR4. Si las CDRs se definen de acuerdo
con Kabat, los residuos FR de cadena liviana se posicionan a alrededor de
residuos 1-23 (LCFR1), 3549 (LCFR2), 57-88 (LCFR3), y 98-107 (LCFR4) y los
residuos FR de cadena pesada se posicionan a alrededor de residuos 1-30
(HCFR1), 36—49 (HCFR2), 66-94 (HCFR3) y 103-113 (HCFR4) en los residuos
de cadena pesada. En caso de que las CDRs comprendan residuos amino &cidos
de bucles hipervariables, los residuos FR de la cadena liviana se posicionan a
alrededor de residuos 1-25 (LCFR1), 33—49 (LCFR2), 53-90 (LCFR3), y 97-107
(LCFR4) en la cadena liviana y los residuos FR de la cadena pesada se
posicionan a alrededor de residuos 1-25 (HCFR1), 33-52 (HCFR2), 56-95
(HCFR3) y 102-113 (HCFR4) en los residuos de cadena pesada. En algunas
instancias, cuando la CDR comprende amino acidos tantoAde CDR segun la
definicion de Kabat como aquellos de un bucle hipervariable, los residuos FR se
ajustaran adecuadamente. Por ejemplo, cuando CDRH1 incluye amino acidos
H26-H35, los residuos FR1 de la cadena pesada se encuentran en las posiciones
1-25y los residuos FR2 se encuentran en las posiciones 36—49.

El fragmento “Fab” contiene un dominio variable y constante de la cadena
liviana y el primer dominio constante (CH1) de la cadena pesada. Los fragmentoé
de los anticuerpos F(ab’); comprenden un par de fragmentos Fab que
generalmente se unen covalentemente cerca de la terminal carboxi mediante
cisteinas bisagras entre ellos. Otros acoplamientos quimicos de fragmentos de
anticuerpos son conocidos en la técnica.

Los fragmentos de anticuerpo “Cadena-unica Fv' o “scFv’ comprenden
dominios Vy y V| de anticuerpo, donde estos dominios se encuentran presentes en
una cadena de polipétidos Unica. Generalmente, el polipéptido Fv ademas
comprende un conector polipéptido entre los dominios Vy y Vi, que permite al scFv

formar la estructura deseada para la union al antigeno. Para la revision del scFv,

9%



40

ver Pluckthun en The Pharmacology of Monoclonal Antibodies, Vol 113,
Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, New York, pp. 269-315 (1994).

El término “diacuerpos” hace referencia a fragmentos de anticuerpos
pequenos con dos lugares de union al antigeno, cuyos fragmentos comprenden un
dominio variable de cadena pesada (Vy) conectado con un dominio variable de
cadena liviana (V) en la misma cadena de polipéptido (V4 y V.). Por medio del
uso de un conector que es demasiado corto para permitir la conexién entre los dos
dominios en la misma cadena, los dominios se fuerzan para compiementarse con
los dominios de complementariedad de otra cadena y crear dos lugares de unién
al antigeno. Los diacuerpos se describen mas completamente en, por ejemplo, EP
404,097; WO 93/11161; y Hollinger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90:6444-
6448 (1993).

La expresidn “anticuerpos lineales” hace referencia a los anticuerpos
descriptos en Zapata et al., Protein Eng., 8(10):1057-1062 (1995). Brevemente,
estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd tandem (Vy—Cp1-Vip~
Cu1) que, juntos con polipéptidos de cadena liviana complementarios, forman un
par de regiones de union al antigeno. Los anticuerpos lineales pueden
biespecificos 0 monoespecificos.

El modificador “monoclonal” indica el caracter del anticuerpo tal como se lo
obtiene de una poblacién sustancialmente homogénea de anticuerpos y no se
interpretara que se requerira una produccion de anticuerpos por cualquier método
en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se utilizaran de
conformidad con la presente invencion pueden ser utilizados por medio de una
variedad de técnicas, incluyendo, por ejemplo, el método de hibridoma (por
ejemplo, Kohler y Milstein, Naturaleza, 256:495-97 (1975); Hongo et al,
Hibridoma , 14 (3): 253-260 (1995), Harlow et al., Antibodies: A Laboratory
Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd ed. 1988); Hammerling et al.,
en: Monoclonal Antibodies and T-Cell Hibridoma s 563-681 (Elsevier, N.Y.,
198l1)), métodos de ADN recombinante (ver, por ejemplo, patente de Estados

Unidos numero 4.816.567), tecnologias de exposiciéon en fago (ver, por ejemplo,
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Clackson et al., Nature, 352: 624-628 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol. 222: 581-
597 (1992); Sidhu et al., J. Mol. Biol. 338(2): 299-310 (2004); Lee et al., J. Mol.
Biol. 340(5): 1073-1093 (2004); Fellouse, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101(34):
12467-12472 (2004); and Lee et al., J. Immunol. Methods 284(1-2). 119-
132(2004), y tecnologias para la produccion de anticuerpos humanos o parecidos
a los humanos en animales que tengan una parte o la totalidad de loci
inmunoglobulina humana o secuencias de inmunoglobulina humana de
codificacion de genes (ver, por ejemplo, WO 1998/24893; WO 1996/34096; WO
1996/33735; WO 1991/10741; Jakobovits et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:
2551 (1993); Jakobovits et al., Nature 362: 255-258 (1993); Bruggemann et al,
Year in Immunol. 7:33 (1993); Patentes de Estados Unidos N° 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; y 5.661.016; Marks et al,
Bio/Technology 10: 779-783 (1992); Lonberg et al., Nature 368: 856-859 (1994);
Morrison, Nature 368: 812—-813 (1994); Fishwild et al., Nature Biotechnol. 14: 845-
851 (1996); Neuberger, Nature Biotechnol. 14: 826 (1996); y Lonberg and Huszar,
Intern. Rev. Immunol. 13: 65-93 (1995).

Los anticuerpos monoclonales de la presente incluyen especificamente
anticuerpos "quiméricos" en los que una porcion de la cadena pesada y/o liviana
es idéntica u homologa con las secuencias correspondientes en anticuerpos
derivados de una especie particular o que pertenecen a una clase o una subclase
particular de anticuerpo, mientras que el resto de la(s) cadena(s) es identico u
homologo con las secuencias correspondientes en anticuerpos derivados de otra
especie o0 que pertenecen a una clase o una subclase particular de anticuerpo, asi
como también fragmentos de dichos anticuerpos, siempre que exhiban la actividad
biolégica deseada (ver, por ejemplo, Patente de Estados Unidos N° 4,816,567; y
Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851-6855 (1984)). Los anticuerpos
quiméricos incluyen anticuerpos PRIMATIZED® donde la regién de union al
antigeno del anticuerpo se deriva de un anticuerpo producido mediante, por
ejemplo, monos macacos inmunizados con el antigeno de interes.

Las formas “humanizadas’ de anticuerpos no—humanos (por ejemplo,
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murino) son anticuerpos quiméricos que contienen una secuencia minima derivada
de inmunoglobulina no humana. Para la mayor parte, los anticuerpos humanizados
son inmunoglobulinas humanas (anticuerpo receptor) en el que los residuos de
una region hipervariable del receptor son reemplazados por residuos de una
region hipervariable de una especie no humana (anticuerpo donante) tal como un
ratén, una rata, un conejo, o un primate no humano que tenga la especificidad,
afinidad y capacidad deseada. En algunas instancias, los residuos (FR) de la
region de marco Fv de la inmunoglobulina humana se reemplazan por los residuos
no humanos correspondientes. Ademas, los anticuerpos humanizados pueden
comprender residuos que no se encuentran en el anticuerpo receptor o en el
anticuerpo del donante. Estas modificaciones se realizan para refinar aun mas el
comportamiento del anticuerpo. En general, el anticuerpo humanizado
comprendera sustancialmente todas o al menos una y tipicamente dos dominios
variables, en los que todos o sustancialmente todos los bucles hipervariables
correspondan con aquéllos de una inmunoglobulina no humana y todas o
sustancialmente todas las regiones FR son aquellas de una secuencia de
inmunoglobulina humana. El anticuerpo humanizado opcionalmente tambiéen
comprendera al menos una porcion de una regién (Fc) constante de
inmunoglobulina, tipicamente aquella de una inmunoglobulina humana. Para mas
detalles, ver Jones et al., Nature 321:522-525 (1986); Riechmann et al., Nature
332:323-329 (1988); y Presta, Curr. Op. Struct. Biol. 2:593-596 (1992).

Un “anticuerpo humano” es aquél que posee una secuencia de amino acido
que corresponde con aquella de un anticuerpo producido por un humano y/o ha
sido realizado mediante el uso de toda técnica para realizar anticuerpos humanos
de '|a manera revelada en la presente. Esta definicién de un anticuerpo humano
excluye especificamente a todo anticuerpo humanizado que comprende residuos
de unién al antigeno no humanos. Los anticuerpos humanos pueden producirse
mediante el uso de varias técnicas conocidas en la técnica. En una realizacion, el
anticuerpo humano se selecciona de una libreria de fago, donde dicha libreria de

fago expresa anticuerpos humanos (Vaughan et al. Nature Biotechnology 14:309-
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314 (1996): Sheets et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 95:6157-6162 (1998));
Hoogenboom and Winter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991); Marks et al., J. Mol. Biol.,
222:581 (1991)). Los anticuerpos humanos también pueden realizarse mediante
la introduccién de loci de inmunoglobulina humana en los animales transgenicos,
por ejemplo, ratones en los que los genes de inmunoglobulina enddgena han sido
parcial o completamente inactivos. Al desafiarse, se observa la produccion de
anticuerpos humanos que se parece mucho a la vista en humanos en todos los
aspectos, incluyendo el reordenamiento, el ensamblaje y el repertorio de
anticuerpos. Se describe este enfoque, por ejemplo, en las patentes de Estados
Unidos N° 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425,; 5.661.016, y en
las siguientes publicaciones cientificas: Marks et al., Bio/Technology 10: 779-783
(1992); Lonberg et al., Nature 368: 856—859 (1994); Morrison, Nature 368:812—-13
(1994); Fishwild et al., Nature Biotechnology 14: 845-51 (1996); Neuberger,
Nature Biotechnology 14: 826 (1996); Lonberg y Huszar, Intern. Rev. Immunol.
13:65-93 (1995). Alternativamente, el anticuerpo humano puede estar preparado
via inmortalizacién de los linfocitos B humanos para la produccién de anticuerpo
direccionado contra el antigeno deseado (dichos linfocitos B pueden recuperarse
de una persona o pueden inmunizarse in vitro). Ver, por ejemplo, Cole et al.,
Monoclona! Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et
al., J. Immunol., 147 (1):86-95 (1991); y patente de los Estados Unidos N°
5.750.373.

Un “anticuerpo desnudo” es un anticuerpo que no esta conjugado con una
molécula heteréloga, tal como una porcién citotoxica o una radioetiquetada.

Un anticuerpo “de afinidad madura” es aquel que tiene una o mas
alteraciones en una o mas de las CDRs del mismo que resultan en una mejora en
la afinidad del anticuerpo para el antigeno, én comparacién con un anticuerpo
progenitor que no posee aquellas alteraciones. Los anticuerpos de afinidad
madura preferidos tendran afinidades nanomolares o incluso picomolares para el
antigeno deseado. Los anticuerpos de afinidad madura se producen por

procedimientos conocidos en la técnica. Marks et al. Bio/Technology 10:779-783
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(1992) describe la maduracién de la afinidad por medio del movimiento de dominio
VH y VL. La mutagénesis aleatoria de los residuos del marco y/o de la CDR se
describe en: Barbas et al. Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813 (1994); Schier
et al. Gene 169:147—-155 (1995); Yelton et al. J. Immunol. 155:1994-2004 (1995);
Jackson et al., J. Immunol. 154(7):3310-9 (1995); y Hawkins et al., J. Mol. Biol.
226:889-896 (1992).

Un anticuerpo que tiene una “caracteristica biolégica® de un anticuerpo
designado es aquél que posee uno o mas caracteristicas biolégicas de aqueél
anticuerpo que se distinguen de otros anticuerpos que se unen al mismo antigeno.

A los efectos de clasificar los anticuerpos que se unan a un epitope en un
antigeno unido por medio de un anticuerpo de interés; se puede llevar a cabo una
rutina de ensayo de bloqueo cruzado tal como la descripta en Antibodies, A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Ed Harlow y David Lane
(1988).

Para incrementar la vida media de los anticuerpos o polipéptido que
contienen las secuencias de amino acido de esta invencion, uno puede adjuntar
un epitope de unién al receptor salvaje (especialmente un fragmento del
anticuerpo), segun se describe, por ejemplo, en la patente de Estados Unidos
5.739.277. Por ejemplo, una molécula de acido nucleico que codifica al epitope de
unién al receptor salvaje puede unirse en el marco con un acido nucleico que
codifique una secuencia de polipéptido de esta invencion para que la proteina de
fusion expresada por la molécula de acido nucleico disefiada comprenda al
epitope de unién al receptor salvaje y una secuencia de polipéptido de la presente
invenciéon. Segun su utilizacion en la presente, el término “epitope de unién al
receptor salvaje” hace referencia a un epitope de la region Fc de una molécula IgG
(por ejemplo, 1gG1, 19G2, 1gG3, 0 1gG4) que sea responsable por el aumento de la
vida media del suero in vivo de la molécula IgG (por ejemplo, Ghetie et al., Ann.
Rev. Immunol. 18:739-766 (2000), Tabla 1). También se describen anticuerpos
con sustituciones en una regién Fc de la misma y las medias vidas aumentadas

del suero en WQ00/42072, WO 02/060919; Shields et al., J. Biol. Chem.
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276:6591-6604 (2001); Hinton, J. Biol. Chem. 279:6213-6216 (2004)). En otra
realizacion, la vida media del suero también puede aumentarse, por ejemplo, al
adjuntar otras secuencias de polipétidos. Por ejemplo, anticuerpos u otros
polipétidos Utiles en los métodos de la invenciéon se pueden adjuntar al albumina
en suero o a una porcién de albumina en suero que une con el receptor FcRn o a
un péptido de union al albumina en suero de modo tal que albumina en suero se
una al anticuerpo o al polipéptido, por ejemplo, dichas secuencias de polipétidos
se revelan en WO01/45746. En una realizacion preferida, el péptido de albumina
en suero a adjuntar comprende una secuencia de amino acido DICLPRWGCLW
(SEC ID N°:21). En otra realizacion, la vida media de Fab se aumenta por medio
de estos métodos. Ver también, Dennis et al. J. Biol. Chem. 277:35035-35043
(2002) de las secuencias de péptidos de unién albamina en suero.

Un polipéptido “aislado” o un anticuerpo “aislado” es aquél que ha sido
identificado y separado y/o recuperado de un componente de su ambiente natural.
Los componentes contaminantes de su ambiente natural son materiales que
interferirian con usos de diagnostico o terapéuticos del polipéptido o anticuerpo y
podria incluir enzimas, hormonas y otros solutos proteinadceas o no proteinaceas.
En las realizaciones preferidas, el polipéptido o el anticuerpo se purificaran (1) a
mas de 95% en peso de polipéptido o anticuerpo segun se determind por medio
del método Lowry y, mas preferentemente mas de 99% en peso, (2) a un grado
suficiente para obtener al menos 15 residuos de N-terminal o secuencia de amino
acido interna por medio del uso de un secuenciador de taza giratoria, o (3) a la
homogeneidad por medio de SDS-PAGE bajo condiciones reducidas o no
reducidas mediante el uso de azul de Coomassie o, preferentemente, tinte de
plata. Un polipéptido aislado o un anticuerpo incluye al polipéptido o al anticuerpo
in situ dentro de las células recombinantes dado que, al menos, un componente
del ambiente natural del polipéptido no estara presente. Comunmente, sin
embargo, se preparara un polipéptido aislado o un anticuerpo por, al menos, un
paso de purificacion.

Se entendera por “fragmento” una porcién de un polipéptido o molécula de
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acido nucleico que contiene, preferentemente, al menos 10%, 20%, 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, o mas de la longitud entera de la molécula de
acido nucleico de referencia o polipéptido. Un fragmento puede contener 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, o 100, 200, 300, 400, 500, 600, o mas nucledtidos o 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180, 190, 200 amino acidos o
mas.

“Tratamiento” hara referencia tanto al tratamiento terapéutico como a las
medidas profilacticas o preventivas. Aquéllos que necesiten un tratamiento
incluyen a aquellos que ya cuentan con un tumor benigno, precancerigeno o no
metastatico asi como también aquellos en los que la aparicién o recurrencia del
cancer se prevendra.

El término “cantidad efectiva terapéuticamente” hace referencia a una
cantidad de un agente terapéutico para el tratamiento o la prevencién de una
enfermedad o desorden en un mamifero. En el caso de los canceres, la cantidad
efectiva terapéuticamente del agente terapéutico podria reducir la cantidad de
células cancerigenas; reducir el tamafo del tumor primario; inhibir (es decir,
disminuir la velocidad hasta cierto punto y preferentemente parar) la infiltracion de
la célula cancerigena en o6rganos periféricos; inhibir (es decir, disminuir hasta
cierto punto y preferentemente parar) la rhetéstasis del tumor; inhibir, hasta cierto
punto, el crecimiento del tumor; y/o aliviar hasta cierto punto uno o mas de los
sintomas asociados con el trastorno. Hasta el punto en que la droga podria
prevenir el crecimiento y/o matar las células cancerigenas existentes, podria ser
citoestatico y/o citotoxico. Respecto de la terapia del cancer, la eficacia in vivo
puede, por ejemplo, medirse por medio de la evaluacion de la duracion de
supervivencia, del tiempo de progresion de la enfermedad (TTP), de la velocidad
de la respuesta (RR), duracién de la respuesta y/o calidad de vida.

Los términos “cancer’ y “cancerigeno” hacen referencia o describen la
afeccion fisiolégica en mamiferos que se caracteriza tipicamente por el
crecimiento celular irregular. Se incluyen en la definicion los canceres benignos y

malignos. “Cancer en una etapa temprana” o “tumor en una etapa temprana” hace
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referencia a un cancer que no sea invasivo o metastico o que se clasifique como
cancer en Estadio 0, |, o Il. Algunos ejemplos de cancer incluyen, sin limitacion,
carcinoma, linfoma, blastoma (incluyendo meduloblastoma y retinoblastoma),
sarcoma (incluyendo liposarcoma y sarcoma de células sinoviales), tumores
neuroendocrinos (incluyendo tumores carcinoides, gastrinoma y cancer de células
de los islotes), mesotelioma, schwannoma (incluyendo neuroma acustico),
meningioma, adenocarcinoma, melanoma y leucemia o afecciones malignas
linfoides. Se incluyen entre los ejemplos mas particulares de dichos canceres
cancer de célula escamosa (por ejemplo cancer de célula escamosa epitelial),
cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén de célula pequenia (SCLC),
cancer de pulmén de célula no pequefia (NSCLC), adenocarcinoma del pulmén y
carcinoma escamoso del pulmén, cancer del peritoneo, cancer hepatocelular,
cancer gastrico o de estomago incluyendo cancer gastrointestinal, cancer
pancreatico, glioblastoma, cancer cervical, cancer de ovario, cancer de higado,
cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama (incluyendo cancer de mama
metastico), cancer de colon, cancer rectal, cancer colorectal, carcinoma
endometrial o uterino, carcinoma de glandula salival, cancer de rifién o renal,
cancer de prostata, cancer de vulva, cancer de tiroides, carcinoma hepatico,
carcinoma anal, carcinoma peneano, cancer testicular, cancer de esdéfago,
tumores de tracto biliar, asi como también cancer de cabeza y cuello.

El término “pre—cancerigeno” hace referencia a una afeccion o a un
crecimiento que tipicamente precede o se vuelve un cancer. Un crecimiento “pre—
cancerigeno” contard con células que se caracterizan por la regulacion,
proliferacién o diferenciaciéon anormal del ciclo celular, que se puede determinar
por medio de marcadores de regulacion del ciclo celular, la proliferacion celular o
la diferenciacion.

Se entendera por “displasia” todo crecimiento anormal o desarrollo del
tejido, 6rgano, o células. Preferentemente, la displasia es un grado alto o
precancerigena.

Se entendera por “metastasis” la propagacion del cancer desde su lugar
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primario hacia otros lugares del cuerpo. Las células cancerigenas pueden
separarse del tumor primario, penetrar en los vasos sanguineos y linfaticos,
circular a través del flujo sanguineo y crecer en un foco distante (extenderse en
una metastasis) en tejidos normales en otras partes del cuerpo. La metastasis
puede ser local o distante. La metastasis es un proceso secuencial, contingente en
células del tumor que se separan del tumor primario, viajan a través del flujo
sanguineo y paran en un lugar distante. En el lugar nuevo, las células establecen
un suministro sanguineo y puede crecer hasta formar una masa con peligro para
la vida.

Tanto la via estimuladora molecular como la via inhibidora molecular en la
célula del tumor regulan este comportamiento y las interacciones entre la celula
del tumor y la célula huésped en el lugar diétante también son significativas.

Se entendera por “no metastico’ un cancer que sea benigno o que
permanezca en el lugar primario y no haya penetrado en el sistema de vasos
sanguineos o linfaticos o en otros tejidos diferentes a los del lugar primario.
Generalmente, un cancer no metastico es todo cancer de Estadio 0, I, o Il y,
ocasionalmente un cancer de Estadio IlI.

Se entendera por “tumor primario” o “cancer primario” el cancer original y no
una lesion metastica ubicada en otro tejido, 6rgano o parte del cuerpo del sujeto.

Se entendera por “tumor benigno” o “cancer benigno” un tumor que
permanezca ubicado en el lugar de origen y que no tenga la capacidad de
infiltrarse, invadir o hacer metastasis en un lugar distante.

Se entendera por “peso del tumor” la cantidad de células cancerigenas, el
tamafo de un cancer o la cantidad de cancer en el cuerpo. Tambien se hace
referencia al peso del tumor como la carga del tumor.

Se entendera por “nimero de tumor” la cantidad de tumores.

Se entendera por “sujeto” un mamifero, incluyendo, por ejemplo, un
mamifero humano o no humano, tal como un bovino, equino, canino, ovino o
felino. Preferentemente, el sujeto sera humano.

El término “terapia anti-cancer” hara referencia a una terapia util para el
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tratamiento del cancer. Se incluyen entre los ejemplos de agentes terapéuticos
anti cancer, limitados a por ejemplo, agentes quimioterapéuticos, agentes
inhibidores del crecimiento, agentes citotoxicos, agentes utilizados en la terapia de
rayos, agentes anti-angiogénesis, agentes apoptéticos, agentes anti—tubulinos y
otros agentes para el tratamiento del cancer , anticuerpos anti-CD20, plateletos
derivados inhibidores del factor de crecimiento (por ejemplo, Gleevec™ (Imatinib
Mesylate)), un inhibidor COX-2 (por ejemplo, celecoxib), interferonas, citoquinas,
antagonistas (por ejemplo, anticuerpos neutralizantes) que se unen con uno o mas
de los siguientes objetivos receptor(es)ErbB2, ErbB3, ErbB4, PDGFR-beta, BlyS,
APRIL, BCMA o VEGF, TRAIL/Apo2 y otros agentes quimicos organicos Yy
bioactivos, etc. También se incluyen combinaciones de los mismos en la
invencién.

El término “agente citotdxico”, segun su utilizaciéon en la presente, hace
referencia a una sustancia que inhibe o previene la funcion de células y/o causa la

destruccion de células. El término intenta incluir isétopos radioactivos (por
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ejemplo, 1 y Re'®®), agentes quimioterapéuticos y toxinas tales como
toxinas activas enzimaticamente de origen bacterial, de hongos, plantas o animal o
fragmentos de los mismos.

Un “agenté quimioterapéutico” es un compuesto quimico atil en el
tratamiento del cancer. Se incluyen entre los ejemplos de agentes
quimioterapéuticos compuestos quimicos Utiles en el tratamiento del cancer. Se
incluyen entre los ejemplos de agentes quimioterapéuticos agentes alquilantes
tales como la tiotepa y CITOXAN® ciclosfosfamida; alquil sulfonatos tales como
busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carboquona,
meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas incluyen altretamina,
trietilenemelamina, trietilenofosforamida, trietilenotiofosforamida y
trimetiloimelamina; acetogeninas (especialmente bulatacin y bulatacinona.); una
camptotecina (incluyendo la topotecan analoga sintética); briostatina; calistatina;

CC-1065 (incluyendo su adozelesina, carzelesina y bizelesina analogas

sintéticas); criptoficinas (particularmente criptoficina | y criptoficina 8); dolastatina;
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duocarmicina (incluyendo los analogos sintéticos, KW-2189 y CB1-TM1);
eleuterobina; pancratistatina; una sarcodictina; espongistatina; mostazas de
nitrogeno tales como clorambucil, clornafazina, colofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, hidrocloruro de 6éxido mecloretamina, melfalan,
novembichin, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracil;
nitrosureas tales como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimustina; antibidticos tales como antibiéticos de enedina (por
ejemplo, calicheamicin, especialmente calicheamicin gamall y calicheamicin
omegall (ver, por ejemplo, Agnew, Chem Intl. Ed. Engl., 33: 183—-186 (1994));
dinemicina, incluyendo dinemicina A; bisfosfonatos, tales como clodronato; una
esperamicina; asi como también cromoforo neocarzinostatin y cromoforos de
antibidticos de enedina de cromoproteina relacionados), aclacinomisinas,
actinomicin, authramycin, azaserina, bleomicinas, cactinomicina, carabicina,
carminomicina, carzinofilina, cromomicinas, dactinomicina, daunorubicina,
detorubicina,  6-diazo—5-oxo-L-norleucina, = ADRIAMYCIN®  doxorubicina
(incluyendo morfolino—doxorubicina, cianomorfolino—doxorubicina, 2-pirrolino—
doxorubicina 'y deoxidoxorubicina), epirubicina, esorubicina, idarubicina,
marcelomicina, mitomicinas tales como mitomicina C, acido micofendlico,
nogalamicina, olivomicina, peplomicina, potfiromicina, puromicina, quelamicina,
rodorubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina,
zorubicina; anti-metabolitos tales como metotrexato y 5—fluorouracil (5—-FU); acido
félico analogos tales como denopterina, metotrexato, pteropterina, trimetrexato;
purina analoga tal como fludarabina, 6—mercaptopurina, tiamiprina, tioguanina;
analogos de pirimidina tal como ancitabina, azacitidina, 6—azauridina, carmofur,
citarabina, dideoxiuridina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina; andrégenos tales
como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol, mepitiostano,
testolactona; anti-glandula suprarrenal tal como aminoglutetimida, mitotana,
trilostana; rellenador con &cido folico tal como acido frolinico, aceglatona;
glucésido de aldofosfamida; acido aminolevulinico, eniluracil, amsacrina;

bestrabucil: bisantreno: edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona,
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elfornitina; acetato de eliptinium; una epotilona; etoglucida; nitrato de galio;
hidroxiurea; lentinan; lonidainina, maytansinoides tales como maytansina vy
ansamitocinas; mitoguazona; mitoxantrona; mopidanmol; nitraerina; pentostatin;
fenamet; pirarubicina; losoxantrona; acido podofilinico; 2- etilhidrazida;
procarbazina; complejo polisacarido PSK® (JHS Natural Products, Eugene, O);
razoxana; rizoxina; sizofiran; espirogermanium; acido tenuazénico; triazicuona,
2,2' 2"-triclorotrietilamina; tricotecenes (es.pecialmente toxina T-2, verracurin A,
roridin A y anguidina); uretan; vindesina; dacarbazina; manomustina; mitobronitol;
mitolactol; pipobroman; gacitosina; arabinosida (“Ara—C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, por ejemplo, paclitaxel TAXOL® (Bristol- Myers Squibb Oncologia,
Princeton, N.J.), libre de Cremofor ABRAXANE™, formulacion de nanoparticulas
de albumina de ingenieria de paclitaxel (American Pharmaceutical Partners,
Schaumberg, lllinois), y TAXOTERE® doxetaxel (Rhéne— Poulenc Rorer, Antony,
France): cloranbucil; gemcitabina GEMZAR®; 6-tioguanina; mercaptopuring;
metotrexato; analogos de platino tales como cisplatina y carboplatina; vinblastina;
platino; etoposida (VP-16); ifosfamida; mitoxantrona; vincristina; vinorelbina
NAVELBINE®; novantrona; teniposida; edatrexato; daunomicina; aminopterina;
xeloda; ibandronato; irinotecan (Camptosar, CPT—11) (incluyendo el régimen de
tratamiento de irinotecan con 5-FU y leucovorina); inhibidor topoisomerasa RFS
2000; difluorometlilornitina (DMFQ); retinoides tales como el acido retinoico;
capecitabina; combretastatina; leucovorina (LV); oxaliplatino, incluyendo el
régimen de tratamiento oxaliplatino (FOLFOX); inhibidores de PKC-alfa, Raf, H-
Ras, EGFR (por ejemplo, erlotinib (Tarceva™)) y VEGF-A que reduce la
proliferaciéon celular y las sales, los acidos o los derivados de todo lo que antecede
gue sean farmacéuticamente aceptables.

También se incluyen en la presente definicion son agentes anti-hormonales
que actuan para regular o inhibir la accién de la hormona en tumores tales como
los anti—estrégenos y los moduladores selectivos de los receptores de estrogenos
(SERMs), incluyendo, por ejemplo, tamoxifeno (incluyendo tamoxifen

NOLVADEX®), raloxifeno, droloxifeno, 4—hodroxtamoxifen, trioxifeno, keoxifeno,
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LY117018, onapristona, toremifeno FARESTON, inhibidores de aromatasa que
inhiben la enzima aromatasa, que regula la produccién de estrégenos en las
glandulas adrenales, tales como, por ejemplo, 4(5)—imidazoles, aminoglutetimida,
megestrol acetato MEGASE®, exemestano AROMASIN®, formestanio, fadrozol,
vorozol RIVISOR®, letrozol FEMARA® y anastrozol ARIMIDEX®; y anti—
androgenos tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelin;
asi como también troxacitabina (un analogo 1,3-dioxolano nucleésido citosina);
olinucledtidos antisentido, particularmente aquellos que inhiben la expresion de los
genes en los vias de sefalizacion implicados en la proliferacién de células
aberrante, tales como , por ejemplo, PKC—-alfa, Raf y H-Ras; ribozimas tales como
un inhibidor de expresién VEGF (por ejemplo, ribozima ANGIOZYME®) y un
inhibidor de expresién HER2; vacunas tales como las vacunas de terapia de
genes, por ejemplo, vacuna ALLOVECTIN®, vacuna LEUVECTIN® y vacuna
VAXID®; PROLEUKIN® rlL-2; inhibidor 1 topoisomerasa LURTOTECAN®;
ABARELIX® rmRH; Vinorelbina y Esperamicinas (ver patente de Estados Unidos
N° 4.675.187) y las sales, los acidos o los derivados de todos los mencionados
mas arriba aceptados farmacéuticamente.

El término “prodroga”, segun su utilizacién en la presente solicitud, hace
referencia a una forma precursora o derivada de una sustancia activa
farmacéuticamente que resulta menos citotdxica a las células del tumor en
comparacién con la droga progenitora y es capaz de activarse enzimaticamente o
convertirse en una forma progenitora mas activa. Ver, por ejemplo, Wilman,
“Prodrugs in Cancer Chemotherapy” Biochemical Society Transactions, 14, pp.
375-382, 615th Meeting Belfast (1986) and Stella et al., “Prodrugs: A Chemical
Approach to Targeted Drug Delivery,” Directed Drug Delivery, Borchardt et al,
(ed.), pp. 247-267, Humana Press (1985). Las prodrogas de la invencion
incluyen, sin limitacién, prodrogas que contengan fosfato, prodrogés que
contengan tiofosfato, prodrogas que contengan sulfato, prodrogas que contengan
péptidos, prodrogas modificadas por acido D-—amino, prodrogas glicosiladas,

prodrogas que contengan B lactam, prodrogas que contengan fenoxiacetamida

éo?
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opcionalmente  sustituida o prodrogas que contengan fenilacetamida
opcionalmente sustituida, 5—fluorocitosina y otras prodrogas 5-fluorouridina que
puedan convertirse en las drogas citotoxicas libres mas activas. Se incluyen entre
algunos ejemplos de drogas citotoxicas que se pueden derivar en una forma de
prodroga para el uso en esta invencion, sin limitacion, aquellos agentes
quimioterapéuticos descriptos mas arriba.

Se entendera por ‘terapia de rayos” el uso de rayos gama o beta
direccionados a la induccién de suficiente dafio a la célula a los efectos de limitar
su habilidad de funcionar normalmente o de destruir totaimente la célula. Se
apreciara la existencia de varias formas conocidas en la técnica para determinar la
dosificacién y la duracion del tratamiento. Se dan tratamientos tipicos como una
administracion de una sola vez y las dosis varian entre 10 y 200 unidades (Grays)
por dia.

Agentes terapéuticos

Las presente invenciéon caracteriza el uso de antagonistas de c-met y
antagonistas de EGFR en la terapia de combinaciéon para tratar una afeccion
patoldgica, tal como un tumor, en un sujeto.

Antagonistas de C-met

Se incluyen entre los antagonistas de c-met que resultan utiles en los
métodos de la invencion los polipétidos que unen especificamente a c—met,
anticuerpos anti— c-met, moléculas pequefias c-met, moléculas receptoras y
derivados que unen especificamente al c-met y proteinas de fusiones. Se incluyen
entre los antagonistas de c-met variantes antagonisticas de polipétidos c-met,
RNA aptameros y cuerpos peptidicos contra c-met y HGF. También se incluyen
entre los antagonistas de c-met que son utiles en el método de la invencion
anticuerpos anti-HGF, polipétidos anti-HGF, moléculas receptoras c-met y
derivativas que unen especificamente a HGF. Se describen mas abajo ejemplos
de cada uno de éstos.

Los anticuerpos anti-c—-met que son Utiles en los métodos de la invencion

incluyen a todo anticuerpo que se une con suficiente afinidad y especificidad al c—

a
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met y pueden reducir o inhibir la actividad de c-met. El anticuerpo seleccionado
normalmente contara con una afinidad de unién suficientemente fuerte para c—
met, por ejemplo, el anticuerpo puede unir al c—-met humano con un valor Kd de
entre 100 nM—1 pM. Las afinidades del anticuerpo puedén ser determinadas por
un ensayo basado en una resonancia de plasmén superficial (tales como un
ensayo BlAcore tal como se describe en la Publicacién de la Solicitud PCT N°
WO02005/012359); ensayo inmunoabsorbente de ligado a enzima (ELISA); y
ensayos de competencia (por ejemplo RIA's). Preferentemente, en anticuerpo
anti-c-met de la invencién puede ser utilizado como una agente terapéutico en la
busqueda e interferencia con enfermedades o afecciones en donde se involucre la
actividad c-met/HGF. Asimismo, el anticuerpo puede someterse a otros ensayos
de actividad bioldgica, por ejemplo, a los efectos de evaluar su efectividad
terapéutica. Tales ensayos son conocidos en la técnica y dependen del antigeno
objetivo y el uso deseado para el anticuerpo.

Los anticuerpos anti— c—-met son conocidos en la técnica (ver, por ejemplo,
Martens, T, et al (2006) Clin Cancer Res 12(20 Pt 1):6144; US 6.468.529;
WO02006/015371; W02007/063816; US7,408,043; WQ02009/007427,
WO02005/016382: W02007/126799. En una realizacion, el anticuerpo anti—c—met
combrende un dominio variable de cadena pesada que comprende uno o mas de
la secuencia de CDR1-HC, CDR2-HC y CDR3-HC que se muestra en la Figura 7
(SEC ID N°: 13-15). En algunas realizaciones, the anticuerpo comprende un
dominio variable de cadena liviana que comprende una o mas secuencias de
CDR1-LC, CDR2-LC y CDR3-LC que se muestran en la Figura 7 (SEC ID N° 5~
7). En algunas realizaciones, el dominio variable de cadena pesada comprende
las secuencias de FR1-HC, FR2-HC, FR3-HC y FR4-HC que se muestran en la
Figura 7 (SEC ID N° 9-12). En algunas realizaciones, el dominio variable de
cadena liviana comprende una secuencia de FR1-LC, FR2-LC, FR3-LC y FR4-
LC que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 1-4). En algunas realizaciones, el
'anticuerpo anti-c—-met es monovalente y comprende una regién Fc. En algunas

realizaciones, el anticuerpo comprende una secuencia Fc que se muestra en la
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Figura 7 (SEC ID N°: 17).

En algunas realizaciones, el anticuerpo es monovalente y comprende una
region Fc, donde la regién Fc comprende un primer y un segundo polipéptido, en
donde el primer polipéptido comprende la secuencia Fc que se muestra en la
Figura 7 (SEC ID N°; 17) y el segundo polipéptido comprende la secuencia Fc que
se muestra en la Figura 8 (SEC ID N°: 18).

En una realizacién, el anticuerpo anti-c—-met comprende (a) un primer
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada tiene la
siguiente secuencia:
QVQLQQSGPELVRPGASVKMSCRASGYTFTSYWLHWVKQRPGQGLEWIGMIDPSNSDTRF
NPNFKDKATLNVDRSSNTAYMLLSSLTSADSAVYYCATYGSYVSPLDYWGQGTSVTVSS
(SEC ID N°:19), la secuencia CH1 que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 16),
y la secuencia Fc que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 17); y (b) un segundo
polipéptido que comprende un dominio variable de cadena liviana que tiene la
siguiente secuencia:
DIMMSQSPSSLTVSVGEKVTVSCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYWASTRE
SGVPDRFTGSGSGTDFTLTITSVKADDLAVYYCQQYYAYPWTFGGGTKLEIK (SEC ID
N°:20), y una secuencia CL1 que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 8); y (c)
un tercer polipéptido que comprende la secuencia Fc que se muestra en la Figura
8 (SEC ID N°: 18).

En otras realizaciones, el anticuerpo anti-c—-met es un anticuerpo monoclonal
producido por la linea de células hibridoma depositada bajo el Nimero de Acceso a la
Coleccién de Cultivos Tipo Americana ATCC HB-11894 (hibridoma 1A3.3.13) o HB-
11895 (hibridoma 5D5.11.6). En otras realizaciones, el anticuerpo comprende una o
mas secuencias de CDR del anticuerpo monoclonal producido por la linea de células
hibridoma depositadas bajo Numero de Acceso a la Coleccion de Cultivos Tipo
Americana ATCC HB-11894 (hibridoma 1A3.3.13) o HB-11895 (hibridoma
5D5.11.6).

En otras realizaciones, un anticuerpo c-met de la invencion

especificamente une al menos una porcion del dominio c—met Sema de una
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variante del mismo. En un ejemplo, un anticuerpo antagonista de la invencion
especificamente une al menos una de las secuencias seleccionadas del grupo que
consiste de LDAQT (SEC ID N°:22) (por ejemplo, residuos 269-273 de c—-met),
LTEKRKKRS (SEC ID N°:23) (por ejemplo, residuos 300-308 de c-met),
KPDSAEPM (SEC ID N°:24) (por ejemplo, residuos 350-357 de c—met) y
NVRCLQHF (SEC ID N°:25) (por ejemplo, residuos 381-388 de c—-met). En una
realizacion, un anticuerpo antagonista de la invencién une especificamente a un
epitope conformacional formado por una parte o la totalidad de al menos las
secuencias seleccionadas del grupo que consiste de LDAQT (SEC ID N°: 22) (por
ejemplo, residuos 269-273 de c—-met), LTEKRKKRS (SEC ID N°: 23) (por ejemplo,
residuos 300-308 de c-met), KPDSAEPM (SEC ID N°: 24) (por ejemplo, residuos
350-357 de c-met) y NVRCLQHF (SEC ID N°: 25) (por ejemplo, residuos 381-388
de c-met). En una realizacién, un anticuerpo antagonista de la invencion une
especificamente a una secuencia de amino acido que cuenta con al menos 50%,
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 98% de identidad o similaridad de secuencia con la
secuencia LDAQT (SEC ID N°: 22), LTEKRKKRS (SEC ID N°: 23), KPDSAEPM
(SEC ID N°: 24), y/o NVRCLQHF (SEC ID N°: 25).

Los anticuerpos anti-HGF son conocidos en la técnica. Ver, por ejemplo,
Kim KJ, et al. Clin Cancer Res. (2006) 12(4):1292-8; WO2007/115049;
W02009/002521; W02007/143098, WO02007/017107; WO02005/017107; L2G7,
AMG-102.

Las moléculas receptoras de c—met o los fragmentos de las mismas que
especificamente se unen a HGF pueden utilizarse en los métodos de la invencion,
por ejemplo, para unir y secuestrar la proteina HGF, y de ese modo prevenir su
sefalizacién. Preferentemente, la molécula receptora de c—met o el fragmento de
unién a HGF de la misma es una forma soluble. En algunas realizaciones, una
forma soluble del receptor ejerce un efecto inhibidor sobre la actividad biologica de
la proteina de c-met mediante la unién al HGF, y de ese modo previene que se
una a sus receptores naturales que se encuentran presente en la superficie de las

células objetivo. También se incluyen proteinas de fusién de receptor c-met; se

24
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describen a continuacién ejemplos de los mismos.

Una proteina receptora soluble c-met o las proteinas receptoras quimericas
c—met de la presente invencion incluyen proteinas receptoras c-met que no se
encuentran fijas en la superficie de las células por medio de un dominio de
transmembrana. Como tal, las formas solubles del receptor de c—met, incluyendo
las proteinas receptoras quiméricas, mientras sean capaces de unirse a vy
desactivar HGF, no comprenden un dominio de transmembrana y de ese modo,
generalmente no se asociaran con la membrana celular en la que se expresa la
membrana. Ver, por ejemplo, Kong—Beltran, M et al Cancer Cell (2004) 6(1): 75—
84.

Las moléculas HGF o los fragmentos de los mismos que se unen
especificamente a c-met y bloquean o reducen la activaciéon de c-met, y de ese
modo previenen su sefalizacion, pueden utilizarse en los métodos de la invencion.

Los aptameros son moléculas de acido nucleico que forma estructuras
terciarias que se unen especificamente a una molécula objetivo, tal como un
polipéptido HGF. La generacion y la utilizacion terapéutica de los aptameros se
encuentran bien establecidas en la técnica. Ver, por ejemplo, patente de los
Estados Unidos N° 5.475.096. Un aptamero HGF es un oligonucleétido modificado
pegilado, que adopta una conformacién tridimensional que permite que se una a
HGF extracelular. Se puede encontrar informacion adicional sobre aptameros en la
Publicaciéon de Solicitud de Patente de Estados Unidos N° 20060148748.

Un cuerpo peptidico es una secuencia péptida ligada a una secuencia de
amino acido que codifica un fragmento o porcién de una molécula de
inmunoglobulina. Los polipétidos pueden derivar de secuencias aleatorias
seleccionadas por medio de todo método para unién especifica, incluyendo por
ejemplo, tecnologia de exposicion en fago. En una realizacion preferida, el
polipéptido seleccionado puede ligarse a una secuencia de amino acido que
codifica la porcién Fc de una inmunoglobulina. Los cuerpos peptidicos que se
unan especificamente a y antagonicen HGF o c—-met son también utiles en los

métodos de la invencion.
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Antagonistas de c-met incluyen moléculas pequefias tales como
compuestos descritos en US 5.792.783; US 5.834.504; US 5.880.141; US
6.297.238; US 6.599.902; US 6.790.852; US 2003/0125370; US 2004/0242603,;
US 2004/0198750; US 2004/0110758; US 2005/0009845; US 2005/0009840; US
2005/0245547; US 2005/0148574; US 2005/0101650; US 2005/0075340; US
2006/0009453; US 2006/0009493; WO 98/007695; WO 2003/000660; WO
2003/087026; WO 2003/097641;, WO 2004/076412; WO 2005/004808; WO
2005/121 125; WO 2005/030140; WO 2005/070891; WO 2005/080393; WO
2006/014325; WO 2006/021886;, WO 2006/021881, WO 2007/103308). PHA-
665752 es una molécula pequeia, ATP—competitiva, inhibidora activa de lugar de
la actividad catalitica de c-Met, asi como también de crecimiento celular, motilidad
celular, invasion y morfologia de una variedad de células del tumor (Ma et al
(2005) Clin. Cancer Res. 11:2312-2319; Christensen et al (2003) Cancer Res.
63:7345-7355).

Antagonistas EGFR

Antagonistas EGFR incluyen anticuerpos tales como el anticuerpo
monoclonal humanizado conocido como nimotuzumab (YM Biosciences),
totalmente humano ABX—-EGF (panitumumab, Abgenix Inc.) asi como también
anticuerpos totalmente humanos conocidos como E1.1, E2.4, E2.5, E6.2, E6.4,
E2.11, E6. 3 y E7.6. 3 y descriptos en US 6.235.883; MDX-447 (Medarex Inc).
Pertuzumab (2C4) es un anticuerpo humanizado que se une directamente con
HER?2 pero que interfiere con la dimerizacion HER2-EGFR y de ese modo inhiben
la sefializacién de EGFR. Otros ejemplos de anticuerpos que se unen con EGFR
incluyen MAb 579 (ATCC CRL HB 8506), MAb 455 (ATCC CRL HB8507), MAb
225 (ATCC CRL 8508), MAb 528 (ATCC CRL 8509) (ver, Patente de Estados
Unidos nimero 4.943.533, Mendelsohn et al.) y sus variantes, tales como 225
quimerizado (C225 o Cetuximab; ERBUTIX®) y 225 humano reformado (H225)
(ver, WO 96/40210, Imclone Systems Inc.); IMC—11F8, un anticuerpo cuyo objetivo
es EGFR totalmente humano (Imclone); anticuerpos que unen a EGFR mutante

del tipo Il (Patente de Estados Unidos numero 5.212.290); los anticuerpos
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humanizados y quiméricos que unen a EGFR segun lo describe la patente de
Estados Unidos numero 5.891.996; y anticuerpos humanos que unen a EGFR, |
tales como ABX-EGF (ver WO98/50433, Abgenix); EMD 55900 (Stragliotto et al.
Eur. J. Cancer 32A:636-640 (1996)); EMD7200 (matuzumab) un anticuerpo EGFR
humanizado direccionado contra que compite tanto con EGF como con TGF-alfa
por la uniéon a EGFR; y mAb 806 o mAb 806 humanizado (Johns et al., J. Biol.
Chem. 279(29):30375-30384 (2004)). El anticuerpo anti-EGFR podria conjugarse
con un agente citotoxico, generando de ese modo un inmunoconjugado (ver, por
ejemplo, EP659,439A2, Merck Patent GmbH).

Los anticuerpos anti-EGFR que son Utiles en los métodos de la invencion
incluyen a todo anticuerpo que se une con afinidad y especificidad suficiente a
EGFR y puede reducir o inhibir la actividad EGFR. El anticuerpo seleccionado
normalmente tendra una afinidad de unién suficientemente fuerte para EGFR, por
ejemplo, el anticuerpo puede unir al c—-met humano con un valor Kd de entre 100
nM-1 pM. Las afinidades del anticuerpo pueden determinarse por medio de un
ensayo basado en la resonancia plasmén de superficie (tal como el ensayo
BlAcore tal como se describe en la Publicacion de Solicitud PCT N°.
W02005/012359); ensayo inmunoabsorbente ligado a la enzima (ELISA), vy
ensayos de competicion (por ejemplo RIA’s). Preferentemente, el anticuerpo anti—
c—met de la invencidn puede utilizarse como un agente terapéutico en la busqueda
e interferencia con enfermedades o afecciones en donde la actividad de ligando
EGFR/EGFR se encuentra involucrado. Asimismo, el anticuerpo puede someterse
a otros ensayos de actividad bioldgica, por ejemplo, a los efectos de evaluar su
efectividad terapéutica. Tales ensayos son conocidos en la téchica y dependen del
antigeno objetivo y del uso que se quiera dar al anticuerpo.

Los anticuerpos biespecificos son anticuerpos que tienen especificidades
de unién para, al menos, dos epitopes diferentes. Los ejemplos de anticuerpos
biespecificos pueden unirse a EGFR y a c-met. En otro ejemplo, un ejemplo de
anticuerpo biespecifico puede unirse a dos epitopes diferentes de la misma

proteina, por ejemplo, proteina c-met. Alternativamente, un brazo c-met o EGFR
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puede combinarse con un brazo que se una a una molécula que accione a un
leucocito tal como una molécula receptora de célula T (por ejemplo CD2 o CD3), o
receptores Fc de IgG (FcyR), tales como FcyRI (CD64), FcyRIl (CD32) y FeyRlil
(CD16) para focalizar los mecanismos de defensa celulares a las células de
expresion c—-met o EGFR. Los anticuerpos biespecificos también pueden utilizarse
para localizar agentes citotéxicos en células que expresan EGFR o c—met. Estos
anticuerpos poseen un brazo de unién EGFR o c-met y un brazo que une al
agente citotdxico (por ejemplo saporina, anti—interferon—a, vinca alcaloide, ricina
cadena A, metotrexato o hapteno isétopo radioactivo). Los anticuerpos
biespecificos pueden prepararse como anticuerpos de longitud total o fragmentos
de anticuerpos (por ejemplo F(ab'), anticuerpos biespecificos).

Antagonistas de EGFR también incluyen moléculas pequefas tales como
los compuéstos descritos en US5616582, US5457105, US5475001, US5654307,
US5679683, US6084095, US6265410, US6455534, US6521620, US6596726,
US6713484, US5770599, US6140332, US5866572, US6399602, US6344459,
US6602863, US6391874, W0O9814451, W09850038, WO9909016, W09924037,
W09935146, WO0132651, US6344455, US5760041, US6002008, US5747498.
Se incluyen entre los antagonistas de EGFR particulares de moléculas pequefias
OSI-774 (CP-358774, erlotinib, OSI| Pharmaceuticals); PD 183805 (Cl 1033, 2—
propenamida, N-[4-[(3—cloro—4—fluorofenil)amino]-7—[3—(4—morfolinil)propoxi}-6—
quinazolinil]-, dihidrocloruro, Pfizer Inc.); Iressa® (ZD1839, gefitinib, AstraZeneca);
ZM 105180 ((6—amino—4—(3—metilfenil-amino)—quinazolina, Zeneca); BIBX-1382
(N8—(3—cloro—4—fluoro—fenil)-N2—(1—metil-piperidin—4—il)—pirimido[5,4—
d]pirimidina—2,8—diamina, Boehringer Ingelheim); PKI-166 ((R)—4-[4-[(1-
feniletil)amino]-1H—pirrolo[2,3—d]pirimidin—6-il}-fenol);  (R)-6—(4-hydroxifenil)—4—
[(1—feniletil)amino]-7H-pirrolo[2,3—d]pirimidina); CL-387785 (N-[4-[(3~
bromofenil)amino]-6—quinazolinill-2—butinamida); EKB-569 (N-[{4—[(3—cloro—4-
fluorofenil)amino]-3—ciano—7-etoxi—6—quinolinill-4—(dimetilamino)-2—butenamidaj,
lapatinib (Tykerb, GlaxoSmithKline); ZD6474 (Zactima, AstraZeneca);, CUDC-101
(Curis); canertinib (C1-1033); AEE788 (6-[4—[(4—etil-1-piperazinil)metillfenil]-N-
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[(1R)—1-feniletil]~7H-pirrolo[2,3—d]pirimidin~4-amina, WO2003013541, Novartis) y
PKI166 4—[4—{[(1R)-1—feniletil]Jamino]-7H-pirrolo[2,3—d]pirimidin—6—il]-fenol,
WO9702266 Novartis).

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR tiene la férmula

Z
) J—(Rs)n
AN S ¢

R4

general I

~ de conformidad con US 5.757.498, incorporado a la presente por referencia,
donde:

mes 1,2, 03;

cada R’ es seleccionado independientemente del grupo que consiste de
hidrégeno, halo, hidroxi, hidroxiamino, carboxi, nitro, guanidino, ureido, ciano,
trifluorometil, y —(alquileno C4 —C4)-W—(fenilo) en donde W es un enlace simple, O,
S o NH;

o cada R' es seleccionado independientemente de R® y alquilo C1-Cq
sustituido con ciano, en donde R® es seleccionado del grupo que consiste de R®, -
OR®, -NR® R®, —_C(O)R’, -NHOR?®, ~OC(O)R®, ciano, A y —-YR®; R® es alquilo C1—
C.: R® es independientemente hidrégeno o R% R” es R, ~OR® 0 -NR°R® ; A se
selecciona de piperidino, morfolino, pirrolidino, 4-R°—piperazin—1-ilo, imidazol-1-
ilo, 4—piridon—1-ilo, —(alquileno C; —C4)(CO2H), fenoxi, fenilo, fenilsulfanilo,
alquenilo Co—Cs, y —(alquileno C1—C4)C(O)NR®R®; y Y es S, SO, o SOy; en donde
las porciones de alquilo en R5, —OR® y -NR°R® se sustituyen opcionalmente con
uno a tres sustituyentes halo y las porciones de alquilo en R®, —OR® y —-NR°R® se
sustituyen opcionalmente con 1 o 2 grupos R® y en donde las porciones de alquilo
de dichos sustituyentes opcionales se sustituyen opcionalmente con halo o R®, con

la condicién que dos heteroatomos no estén unidos al mismo atomo de carbono;

A
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o cada R' es independientemente seleccionado de -NHSO,R?®, ftalimido—
alquilsulfonilamino—(C1—C4), benzamido, bencensulfonilamino, 3—fenilureido, 2-
oxopirrolidin—1—ilo, 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo y R'-alcanoilamino—(C,~C4) en
donde R'® se selecciona de halo, ~OR®, alcanoiloxi Co—~C4, —C(O)R” y —-NR°RS; y
en donde dicho —-NHSO,R?, ftalimido—(alquilsulfonilamino—C1—C4, benzamido,
bencensulfonilamino, 3—fenilureido, 2—oxopirrolidin—1—ilo, 2,5—dioxopirrolidin—1-ilo,
y grupos R'-alcanoilamino—(C,—C4) R' son opcionalmente sustituidos con 1 o 2
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alquilo C4—Ca, ciano,
metansulfonilo y alcoxi C1—Cy;

o dos grupos R' se toman juntos con los carbonos a los que estan unidos
para formar un anillo de 5 a 8 miembros que incluye 1 o 2 heteroatomos
seleccionados de O, Sy N;

R? es hidrégeno o alquilo C{—Cs opcionalmente sustituido con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionado de halo, alcoxi C1—Ca, -NR®R®, y
-SO.R?;

nes 102y cada R’ es independientemente seleccionado de hidrogeno,
~ halo, hidroxi, alquilo C4~Cs, ~NRER®, y alcoxi C1—C4, en donde las porciones de
alquilo de dichos grupos R® estan opcionalmente sustituidas con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alcoxi C1—Cs, -NR°R® y
-SOzR; y

R* es azido o —(etinilo)-R'" en donde R'' es hidrégeno o alquilo C1—Cs
opcionalmente sustituido con hidroxi, —OR®, o -NR®R®.

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR es un compuesto de
acuerdo con |a. formula | seleccionada del grupo que consiste de:

(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)—amina; (6,7-
dimetoxiqu.inazolin—4—i|)—[3—(3'—hidroxipropin—1—iI)feniI]—- amina; [3—(2'-
(aminometil)~etinil)fenil]—(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)-amina;  (3—etinilfenil)—(6—
nitroquinazolin—4—il)~amina;  (6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(4—etinilfenil)—amina;
(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinil-2—metilfenil)-amina; (6—aminoquinazolin—-

4—il)—(3—etinilfenil)-amina;  (3—etinilfenil)-(6—metansulfonilaminoquinazolin—4-il)—
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amina, (3—etinilfenil)—(6,7-metilendioxiquinazolin—4—il)-amina; (6,7-
dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinil-6—metilfenil)-amina; (3—etinilfenil)—(7—

nitroquinazolin—4—il)-amina; (3—etinilfenil)-[6—(4'-toluensulfonilamino)quinazolin-
4—ill-amina; (3—etinilfenil)—{6—[2'-ftalimido—et—1'-il- sulfonilamino]quinazolin-4—
il}—-amina; (3—etinilfenil)—(6—guanidinoquinazolin—4—il)-amina; (7—aminoquinazolin—
4—il)—(3—etinilfenil)-amina; (3—etinilfeniI)—(7—metoxiquinazolinf4—il)—amina; (6~

carbometoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;  (7—carbometoxiquinazolin—4—

il)—(3—etinilfenil)-amina; [6,7-bis(2—metoxietoxi)quinazolin—4—il]-(3—etinilfenil)—
amina; (3—azidofenil)-(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)-amina; (3—azido-5-
clorofenil)—(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)-amina; (4—azidofenil)—~(6,7-

dimetoxiquinazolin—4—il)-amina; (3—etinilfenil)—(6—metansulfonil-quinazolin—4—il)—
amina;  (6-etansulfanil-quinazolin—4-il)-(3—etinilfenil)—amina;  (6,7-dimetoxi-
quinazolin—4—il)—(3—etinil-4—fluoro—fenil)— amina; (6,7—dimetoxi—quinazolin—4-il)—
[3—(propin—1'-il)~fenil]-amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]—(5-
etinil-2—metil-fenil)-amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il}—(3—etinil—
4—fluoro—fenil)—amina; [6,7-bis—(2—cloro—etoxi)—quinazolin—4-il]-(3—etinil-fenil)—
amina; [6—(2—-cloro—etoxi)—7—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]—(3— etinil-fenil)-
"amina; [6,7-bis—(2—acetoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3—etinil-fenil)}— amina; 2-[4-
(3—etinil-fenilamino)-7—(2—hidroxi—etoxi)—quinazolin—-6— iloxi]-etanol; [6—(2-
acetoxi—etoxi)—7—(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3- etinil-fenil)-amina; [7—(2-
cloro—etoxi)—6—(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3— etinil-fenil)-amina; [7—(2—
acetoxi—etoxi)—6—(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3— etinilfenil)-amina; 2-[4—
(3~etinil-fenilamino)—6—(2-hidroxi—etoxi)—quinazolin—-7— iloxil-etanol;,  2-[4—(3—
etinil-fenilamino)-7—(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin—6— iloxi]-etanol; 2-[{4—(3—etinil-
fenilamino)—-6—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—7— iloxi]-etanol; [6—(2—acetoxi—etoxi)—
7—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(3- etinil-fenil}-amina; (3—etinil-fenil)—{6—(2—
metoxi—etoxi)~7—[2—(4-metil- piperazin— 1-il)—etoxi]-quinazolin—4—il}-amina; (3—
etinil-fenil)—{7—(2-metoxi—etoxi)—6—(2—morfolin—4—il)— etoxi)—quinazolin—4-il]-
amina; (6,7—dietoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)-amina; (6,7-dibutoxiquinazolin—

1-il)—-(3—etinilfenil)~amina; (6,7—-diisopropoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)-amina;

N\
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(6,7—dietoxiquinazolin—1-il)-(3—etinil-2—-metil-fenil)-amina;  [6,7-bis—(2—metoxi—
etoxi)—quinazolin—1-il]-(3~etinil-2—metil-  fenil)-amina; (3—etinilfenil)-[6—(2—
hidroxi—etoxi)—7—(2—metoxi—etoxi)— quinazolin—1—il]l-amina; [6,7-bis~(2—hidroxi—
etoxi)—quinazolin—1-il]-(3—etinilfenil)- amina; 2-[4—(3—etinil-fenilamino)-6—(2—-
metoxi—etoxi)—quinazolin—-7— iloxil-etanol;  (6,7—dipropoxi—quinazolin—4—il)—(3—
etinil-fenil)-amina; (6,7—dietoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-5—fluoro—fenil)—amina;
(6,7—dietoxi-quinazolin—4—il)—(3—etinil-4—fluoro—fenil)—amina; (86,7—dietoxi—
quinazolin—4—il)—(5—etinil~2-metil-fenil)-amina; (6,7—dietoxi-quinazolin—4—il)—(3-
etinil-4—metil-fenil)-amina;  (6—aminometil-7—metoxi-quinazolin—4-il)—(3—etinil-
fenil)- amina; (6—aminometil-7-metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)- amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—-metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)—amina,;
(6—aminocarboniletil-7—metoxi—quinazolin—4—il)—-(3—etinilfenil)—amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—etoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)—amina;
(6—aminocarboniletil-7—etoxi—quinazolin—4—il)-(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—isopropoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—propoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—-aminocarbonilmetil-7-metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarboniletil-7—isopropoxi—quinazolin—4—il)~(3— etinilfenil)-amina; y
(6—aminocarboniletil-7—propoxi—quinazolin—4—-il)—(3— etinilfenil)-amina;  (6,7—
dietoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil}-amina; (3—etinilfenil)—{6—(2-hidroxi—etoxi)—7-

(2—metoxi—etoxi)- quinazolin—1-ill-amina; [6,7-bis—(2—hidroxi—etoxi)—quinazolin—

1—-il]—(3—etinilfenil)-  amina, [6,7—bis—(2—-metoxi—etoxi)—quinazolin—1-il]—(3-
etinilfenil)- amina; (6,7—-dimetoxiquinazolin-1-il)—(3—etinilfenil)-amina;  (3—
etinilfenil)—(6—metansulfonilamino—quinazolin—1-il)-amina; and (6—amino—

quinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)—amina.

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR de formula | es
N—(3—etinilfenil)-6,7—bis(2—metoxietoxi)-4—quinazolinamina. En una realizaciéon
particular, el antagonista de EGFR N-(3—etinilfenil)-6,7-bis(2—metoxietoxi)—4—
quinazolinamina es en forma de sal HCl. En ofra realizacion particular, el

antagonista de EGFR N—(3-etinilfenil)—6,7-bis(2-metoxietoxi)-4—quinazolinamina
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es una forma polimorfa cristalina sustancialmente homogénea (descripta como un
polimorfo B en WO 01/34.574) que exhibe un patrén de difraccion de rayos X en
polvo que tiene picos caracteristicos expresados en grados 2-theta a
aproximadamente 6,26, 12,48, 13,39, 16,96, 20,20, 21,10, 22,98, 24,46, 25,14 y
26,91. Se hace referencia a dicha forma polimorfa de N—(3—etinilfenil)-6,7-bis(2—
metoxietoxi)—4—quinazolinamina como Tarceva'™ asi como también OSI-774, CP—
358774 y erlotinib.

Los compuestos de la férmula 1, las sales y las prodrogas de las mismas
aceptables farmacéuticamente (en adelante, los compuestos activos) pueden
prepararse mediante un proceso conocido por ser aplicable a la preparacion de
compuestos relacionados quimicamente. En general, los compuestos activos
pueden realizarse de la quinazolina sustituida apropiadamente mediante el uso de
la amina sustituida apropiadamente como se muestra en el esquema general |

revelado en US 5.747.498:

Esquema |
X
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Tal como se muestra en el Esquema | la quinazolina 2 4 -sustituida
apropiada donde X es un grupo de partida adecuado desplazable tal como halo,
ariloxi, alquilsulfinilo, alquilsulfonilo tales como trifluorometansulfoniloxi, arilsulfinilo,
arilsulfonilo, siloxi, ciano, pirazolo, triazolo o tetrazolo, preferentemente una 4-
cloroquinazolina, se reacciona con la amina o hidrocloruro de amina 4 o 5
apropiada, en donde R* tal como se describe arriba y Y es Br, I, o
trifluorometano—sulfoniloxi en un solvente tal como un alcohoi (C4—Cg),
dimetilformamida (DMF), N-metilpirrolidin—2—ona, cloroformo, acetonitrilo,
tetrahidrofurano (THF), 1-4 dioxano, piridina u otro solvente aprético. La reaccion
puede efectuarse en presencia de una base, preferentemente un carbonato de
metal alcalinotérreo o alcalino o hidréoxido o una base de amina terciaria, tales
como piridina, 2,6-lutidina, colidina, N- metil- morfolina, trietilamina, 4-
dimetilamino—piridina o N,N—dimetilanilina. Se hara referencia a estas bases en
adelante como bases adecuadas. La mezcla de reaccidbn se mantiene a una
temperatura aproximadamente ambiente a aproximadamente la temperatura de
reflujo del solvente, preferentemente desde alrededor de 35°C hasta alrededor de
reflujo, hasta que no se pueda detectar sustancialmente el resto de 4-
haloquinazolina, tipicamente alrededor de 2 a alrededor de 24 horas.

Preferentemente, la reaccion se realiza bajo una atmésfera inerte tal como el
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nitrégeno seco.

Generalmente, los reactivos se combinan estoiquiométricamente. Cuando
se utiliza una base de amina para aquellos compuestos donde se utiliza una sal
(tipicamente la sal HCI) de una amina 4 o 5, es preferible utilizar el exceso de la
base de amina, generalmente una equivalente extra de base amina.
(Alternativamente, si una base de amina no se utiliza, se puede utilizar el exceso
de amina 4 0 5).

Para aquellos compuestos donde se utiliza un amina 4 inhibido
estéricamente (tal como un 2-alquil-3—etinilanilina) o una 4-haloquinazolina muy
reactiva, es preferible utilizar alcohol t-butilo o un solvente aprético polar tal como
DMF o N-metilpirrolidin—2—ona como el solvente.

Alternativamente, una quinazolina 2 4—sustituida en donde X es hidroxil u
oxo (y el 2—-nitrogeno es hidrogenado) se reacciona con tetracloruro de carbono y
una triarilfosfina opcionalmente sustituida que es portada opcionalmente en un
polimero inerte (por ejemplo trifenilfosfina, polimero suportado, Aldrich Cat. N°
36.645-5, que es un divinilbenceno 2% ligado cruzadamente a un poliestireno que
contiene 3 mmol de fosforo por gramo de resina) en un solvente tal como
tetracloruro de carbono, cloroformo, dicloroetano, tetrahidrofurano, acetonitrilo u
otros solventes aproicos o mezclas de los mismos. La mezcla de reaccion se
mantiene a una temperatura de entre alrededor de ambiente a reflujo,
preferentemente desde alrededor de 35°C a reflujo, durante 2 a 24 horas. La
mezcla se reacciona con la amina apropiada o con el hidrocloruro de amina 4 0 5
ya sea directamente o luego de la remocién del solvente, por ejemplo mediante
evaporacion al vacio y la adicién de un solvente alternativo adecuado tal como un
alcohol (C1—Cs), DMF, N—metilpirrolidin—2—ona, piridina o 1—4 dioxano. Luego, la
mezcla de reacciéon se mantiene a temperatura desde alrededor a ambiente hasta
a temperatura de reflujo del solvente preferentemente desde alrededor de 35°C
hasta alrededor de reflujo, hasta que se alcance la formacion sustancialmente
completa del producto, tipicamente desde alrededor de 2 hasta alrededor de 24

horas. Preferentemente la reaccién se lleva a cabo bajo una atmosfera inerte tal
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como nitrégeno seco.

Cuando se utilice el compuesto 4, en donde Y es Br, I, o
trifluorometansuifoniloxi, como el material de partida en la reaccidbn con
quinazolina 2, se forma un compuesto formula 3 en donde R, R?, R® y Y son tal
como se los describe mas arriba. El compuesto 3 se convierte en compuestos de
formula 1 en donde R* es R etinilo y R"" es tal como se lo describe mas arriba,
mediante reaccion con un reactivo de paladio adecuado tal como
tetrakis(trifenilfosfina)paladio o dicloruro de bis(trifenilfosfina)paladio en presencia
de un acido Lewis adecuado tal como cloruro de cobre y un alquino adecuado tal
como trimetilsililacetileno, alcohol propargilo o 3—(N,N- dimetilamino)—propino en
un solvente tal como dietilamina o trietilamina. Los compuestos 3, en donde Y es
NH,, pueden convertirse en compuestos 1 en donde R* es azido mediante el
tratamiento del compuesto 3 con un agente diazotizante, tales como un acido y un
nitrito (por ejemplo, acido acético y NaNO;) seguido de un tratamiento del
producto resultante con una azida, tal como NaNs.

Para la produccién de dichos compuestos de Férmula | en donde un R'es
un amino o grupo hidroxiamino, se emplea la reduccién del compuesto de Formula
| correspondiente en donde R’ es nitro.

La reduccion se puede llevar a cabo convenientemente mediante todo
procedimiento conocido para dichas transformaciones. La reduccién puede
realizarse, por ejemplo, por la hidrogenacién del compuesto nitro en un solvente
de reaccion inerte en presencia de un catalizador de metal adecuado tales como
paladio, platino o niquel. Otro agente de reduccién adecuado es, por ejemplo, un
metal activado tal como el hierro activado (producido por el lavado del polvo de
hierro con una solucién diluida de un acido tal como el acido hidroclérico). De ese
modo, por ejemplo, la reduccion puede realizarse mediante el calentamiento de
una mezcla del compuesto nitro y el metal activado con acido hidroclorico
concentrado en un solvente tal como una mezcla de agua y un alcohol, por
ejemplo, metanol o etanol, una temperatura que varie entre, por ejemplo, 50° y

150° C., convenientemente a los 70°C o cerca de los 70°C. Otra clase de agente
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de reduccién adecuados son los ditionitos de metal alcalino, tales como el ditionito
de sodio, que puede utilizarse en acidos alcanoicos(C1—C4), alcanoles(C1—Ce),
agua o mezclas de ellos.

Para la produccion de dichos compuestos de Formula | en donde R? o R®
incorpora una porciéon de amino primaria o secundaria (diferente al grupo amino se
intenta reéccionar con la quinazolina), dicho grupo amino libre se protege
preferentemente con anterioridad a la reacciéon descripta mas arriba seguida de
desproteccion, seguido de la reaccion con 4—(sustituido)quinazolina 2 descrita
arriba.

Diferentes grupos de proteccion de nitrégeno conocidos pueden utilizarse.
Dichos grupos incluyen alcoxicarbonilo(C1—Cg), benziloxicarbonilo opcionalmente
sustituido, ariloxicarbonilo, tritilo, viniloxicarbonilo, O~ nitrofenilsulfonilo,
difenilfosfinilo, p—toluensulfonilo, y benzilo. La adicion del grupo protector de
nitrogeno puede realizarse en un solvente hidrocarbonado clorinado tal como
cloruro de metileno o 1,2—dicloroetano o un solvente etéreo tal como glime, diglime
o THF, en presencia o ausencia de una base amina terciaria tal como la
trietilamina, diisopropiletilamina o piridina, preferentemente trietlamina, a una
temperatura de alrededor de 0°C a alrededor de 50°C, preferentemente alrededor
de temperatura ambiente. Alternativamente, los grupos protectores se adjuntan
convenientemente mediante el uso de condiciones Schotten—Baumann.

Con posterioridad a la reaccion de acoplamiento de los compuestos 2 y 5
descrita arriba, el grupo protector puede removerse mediante métodos
desprotectores conocidos para aquellos versados en la técnica tales como el
tratamiento con acido trifluoroacético en cloruro de metileno para los productos
protegidos terc—butoxicarbonilo.

Para una descripcion de los grupos protectores y su uso, ver T. W. Greene
y P. G. M. Wuts, "Protective Groups in Organic Synthesis" Second Ed., John Wiley
& Sons, New York, 1991.

Para la produccion de compuestos de Formula | en donde R' o R? es

hidroxi, se prefiere la escisiéon de un compuesto de una Férmula | en donde R'o
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RZes alcoxi(C1—Ca).

La reaccién de escisién puede realizarse convenientemente mediante todo
procedimiento conocido para dicha transformacién. El tratamiento de la formula |
derivada protegida con molten hidrocloruro de piridina (20-30 eq.) a 150° hasta
175°C puede emplearse para O-dealquilaciones. Alternativamente, la reaccién de
escision puede realizarse, por ejemplo, mediante el tratamiento de la quinazolina
protegida derivada con un metal alcalino alquilsulfuro(C1—Cy4), tal como sodio
etanotiolato o mediante tratamiento con un diarilfosfuro de metal alcalino tal como
difenilffosfuro de litio. La reaccion de escision también puede,
convenenientemente, realizarse mediante el tratamiento de la quinazolina derivada
protegida con un trihaluro de boro o aluminio tales como al tribromuro de boro.
Dichas reacciones se realizan preferentemente en la presencia de un solvente
inerte a la reaccion a una temperatura adecuada.

Los compuestos de férmula |, en donde R' o R? es un grupo de
alquilsulfinilo (C4+~C,) o alquilsulfonilo (C+—C,) estan preferentemente preparados
mediante oxidacion de un compuesto de formula | en donde R' o R? es un grupo
alquilsulfanilo (C1—C,). Los agentes oxidantes adecuados conocidos en la técnica
para la oxidacion de sulfanilo a sulfinilo y/o sulfonilo, por ejemplo, peréxido de
hidrogeno, un peracido (tal como 3-cloroperoxibenzéico o acido peroxiacético), un
peroxisulfato de metal alcalino (tal como el peroximonosulfato de potasio), cromo
trioxido u oxigeno gaseoso en la presencia de platino. La oxidacién generalmente
se realiza bajo las condiciones tan moderadas como fuera posible mediante el uso
de una cantidad estoiquiométricas de agente oxidante a los efectos de reducir el
riesgo de sobreexidacion y dafio a otros grupog funcionales. En general, la
reaccion se realiza én un solvente adecuado tal como cloruro de metileno,
cloroformo, acetona, tetrahidrofurano o terc—butil metil éter y a una temperatura
que varie entre alrededor de -25° a 50°C, preferentemente a temperatura
ambiente o alrededor de una temperatura ambiente, es decir, dentro del rango de
15° a 35°C. Cuando se desee un compuesto que lleve un grupo de sulfinilo, se

deberian utilizar agentes de oxidacion mas moderados tales como metaperiodato
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de sodio o potasio, convenientemente en un solvente polar tal como acido acético
o etanol. Los compuestos de formula | que contienen un grupo alquilsulfonilo(C1—
C4) pueden obtenerse por oxidacion del compuesto alquilsulfinilo (C4~C4)
correspondiente  asi como también del compuesto alquilsulfanilo(C1—C,)
correspondiente.

Los compuestos de féormula | en donde R' es alcanoilamino (C,—C.)
opcionalmente sustituido, ureido, 3—fenilureido, benzamido o sulfonamido pueden
prepararse mediante acilacién o sulfonilacién del compuesto correspondiente en
donde R' es amino. Los agentes de acilacion correspbndientes son todos los
agentes conocidos en la técnica para la acilacion de amino a acilamino, por
ejemplo, haluros acilo, por ejemplo, un cloruro o bromuro de alcanoilo(C,—C4) 0 un
cloruro o bromuro de benzoilo, anhidridos de acido alcanédico o anhidridos mixtos
(por ejemplo, anhidrido acético o el anhidro mixto formado por la reaccion de un
acido alcandico y un haluro de alcoxicarbonilo(C1—C,), por ejemplo cloruro de
alcoxicarbonilo(C1—Cy), en la presencia de una base adecuada. Para la produccién
de aquellos compuestos de Férmula | en donde R' es ureido o 3—fenilureido, un
agente acilante adecuado es, por ejemplo, un cianato, por ejemplo, un cianato de
metal alcalino tal como cianato de sodio o un isocianato tal como isocianato de
fenilo. Las n-sulfonilaciones pueden efectuarse con haluros de sulfonilo
adecuados o sulfonilanhidridos en la presencia de una base de amina terciaria. En
general, la acilacion o sulfonilacién se realiza en un solvente de reaccion inerte y a
una temperatura que varie entre alrededor de —30° y 120°C, convenientemente a o
alrededor de la temperatura ambiente. .

Los compuestos de Formula | en donde R' sea alcoxi(C—Cs) o alcoxi(C1—
C4) sustituido o R' sea alquilamino(C1—C4) 0 (C1—Cs)alquilamino mono-N- o di-
N,N sustituido, se preparan por la alquilacién, preferentemente en la presencia de
una base adecuada, de un compuesto correspondiente en donde R' sea hidroxi o
amino, respectivamente. Se incluyen entre los agentes alquilantes adecuados
alquilo o haluros de alquilo sustituidos, por ejemplo, un cloruro de alquilo (C1—Cy)

opcionaimente sustituido, bromuro o yoduro, en la presencia de una base
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adecuada en un solvente de reaccion inerte y a una temperatura que varie entre
alrededor de 10° y 140°C, convenientemente a o alrededor de la temperatura
ambiente.

Para la produccién de aquellos compuestos de Férmula | en donde R’ es
un sustituyente alquilo(C4—C4) amino—, oxi— o ciano— sustituido, un compuesto
correspondiente en donde R’ es un sustituyente alquilo (C1—C4) con un grupo que
sea desplazable por un grupo de amino—, alcoxi—, 0 ciano se reacciona con una
amina, un alcohol o un cianuro apropiado, preferentemente en la presencia de una
base adecuada. La reaccion se efectua preferentemente en un solvente de
reaccion inerte o en un diluente y a una temperatura que varie entre alrededor de
10° y 100°C, preferentemente a o alrededor de la temperatura ambiente.

Los compuestos de Férmula |, en donde R' sea un sustituyente de carboxi
o un sustituyente que incluya un grupo de carboxi se preparan mediante hidrolisis
de un compuesto correspondiente donde R sea un sustituyente de alcoxicarbonilo
(C4—Cs)o un sustituyente que incluya un grupo alcoxicarbonilo (C4-C4). La
hidrolisis puede realizarse convenientemente, por ejemplo, bajo condiciones
basicas, por ejemplo, en la presencia de hidréxido de metal alcalino.

Los compuestos de Férmula | en donde R' es amino, (C1—Cg)alquilamino,
di—[(C1—Cy)alquillamino, pirrolidin—1-il, piperidino, morfolino, piperazin—1-il, 4—(C4—
Cy)alquilpiperazin—1-il o alquisulfanilo(C1—C4), pueden prepararse mediante la
reacciéon, en la presencia de una base adecuada de un compuesto
correspondiente en donde R' sea un grupo desplazable de amina o tiol con una
amina o tiol apropiado. La reaccion se realiza preferentemente en un solvente de
reaccion inerte o en un diluente y a una temperatura que varie entre alrededor de
10° y 180°C, convenientemente que varie entre 100° y 150°C.

Los compuestos de la Formula | en donde R' es 2—oxopirrolidin—1-il 0 2—
oxopiperidin—1-il son preparados por la ciclizaciéon, en presencia de una base
adecuada, de un compuesto correspondiente en donde R' es un grupo halo-
alcanoilamino(C,—C,). La reaccién se realiza preferentemente en un solvente o

diluyente inerte a reacciones y a temperatura en el rango de 10° a 100°C,
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convenientemente a temperatura ambiente o alrededor de esa temperatura.

Para la produccion de compuestos de la Férmula | en donde R' es
carbamoilo, carbamoilo sustituido, alcanoiloxi o alcanoiloxi sustituido, es
conveniente la carbamoilacion o acilacidn de un compuesto correspondiente en
donde R' es hidroxi.

Los agentes de acilacion adecuados conocidos en la técnica para la
acilacién de porciones de hidroxiarilo a grupos de alcanoiloxiarilo incluyen, por
ejemplo, haluros de alcanoilo (C,—-C,), anhidridos de alcanoilo (C2~Cs) vy
anhidridos mixtos, como se describe mas arriba, y se pueden emplear sus
derivados sustituidos adecuados, tipicamente en presencia de una base
adecuada. Alternativamente, acidos alcanoicos (C~Cs4) o sus derivados
sustituidos adecuadamente pueden unirse a un compuesto de la Férmula | en
donde R’ es hidroxi con la ayuda de un agente condensador como por ejemplo
carbodiimida. Para la produccion de los compuestos de la Formula | en donde R’
es carbamoilo o carbamoilo sustuido, los agentes carbamoilantes adecuados son,
por ejemplo, cianatos o alquilo o arilisocianatos, tipicamente en presencia a una
base adecuada. Alternativamente, pueden ser generados intermediarios
adecuados -como cloroformato o derivado de carbonilimidazolilo de un compuesto
de la Formula | en donde R' es hidroxi, por ejemplo, por tratamiento de dicho
derivado con fosgeno (o un equivalente de fosgeno) o carbonidiimidazol. El
intermediario resultante puede hacerse reaccionar posteriormente con una amina
apropiado o amina sustituida para producir los derivados de carbamoilo
deseados.

Los compuestos de la formula | en donde R' es aminocarbonilo o
aminocarbonilo sustituido puede ser preparado por amindlisis de un intermediario
adecuado en donde R’ es carboxi. |

La activaciéon y acoplamiento de compuestos de la formula | en donde R'es
carboxi pueden ser realizados por distintos métodos conocidos por los versados
en la técnica. Los métodos adecuados incluyen activacién del carboxilo como un

acido haluro, azido, anhidrido simétrico o mixto, o éster activo de una reactividad
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apropiada para su acoplamiento con una amina deseado. Pueden hallarse en
forma extensiva ejemplos de este tipo de intermediarios y su produccién y uso en
acoplamientos con aminas en la literatura, por ejemplo: M. Bodansky y A.
Bodansky, "The Practice of Peptide Synthesis”, Springer—Verlag, Nueva York,
1984. Los compuestos de la féormula | resultantes pueden ser aislados y
purificados por métodos estandar, como por ejemplo, extracciéon con solvente y
recristalizacion o cromatografia.

Los materiales de partida el esquema de reaccion | descrito (por ej.,
aminas, quinazolinas y grupos protectores de amina) estan disponibles o pueden
ser sintetizados facilmente por los versados en la técnica utilizando métodos
convencioanles de sintesis organica. Por ejemplo, la preparacion de 2,3—dihidro—
1,4—derivados de benzoxazina se describen en R. C. Elderfield, W. H. Todd, S.
Gerber, Cap. 12 en "Heterocyclic Compounds"”, Vol. 6, R. C. Elderfield ed., John
Wiley and Sons, Inc., N.Y., 1957. Los compuestos de 2,3—dihidrobenzotiazinilo
sustituido se describen por R. C. Elderfield y E. E. Harris el el Cap. 13 del Volumen
6 del libro de Elderfield, "Heterocyclic Compounds".

En otra realizaciéon particular, el antagonista de EGFR tiene una férmula

general Il como se describe en US 5.457.105, incorporado aqui a modod de

referencia:
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en donde:

mes1,203y

cada R' es independientemente 6— hidroxi, 7-hidroxi, amino, carboxi,
carbamoilo, ureido, alcoxicarbonilo(1—4C), N-alquilcarbamoilo(1—-4C), N,N-di—
[alquil(1—4C)]carbamoilo, hidroxiamino, alcoxiamino(1—4C), alcanoiloxiamino(2—

4C), trifluorometoxi, alquilo(1—-4C), 6-alcoxi(1-4C), 7—-alcoxi(1-4C),
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alquilendioxi(1-3C), alquilamino(1—4C), di-lfalquil(1-4C)]amino, pirrolidin—1- ilo,
piperidino, morfolino, piperazin—1-ilo, 4-alquilpiperazin—1-ilo(1—4C), alquiltio(1-
4C), alquilsulfinilo(1—4C), alquilsulfonilo(1—4C), bromometilo, dibromometilo,
hidroxi—alquilo(1-4C), alcanoiloxi(2—4C)- alquilo(1—4C), alcoxi(1-4C)- alquilo(1—
4C), carboxi-alquilo(1-4C), alcoxicarbonilo(1—4C)- alquilo(1—-4C), carbamoilo—
alquilo(1—4C), N-alquilcarbamoilo(14C)- alquilo(1-4C), N, N-di—[alquil(1-
4C)]carbamoilo—alquilo(1—-4C),  amino—alquilo(1-4C), alquilamino(1—-  4C)-
alquilo(1-4C), di-[alquil(1- 4C)Jamino-alquilo(1—4C), piperidino— alquilo(1—4C),
morfolino—alquilo(1—4C), piperazin—1-il- alquilo(1—4C), 4-alquilpiperazin—1-ilo(1-
4C)- alquilo(1-4C), hidroxi—alcoxi(2—4C)- alquilo(1-4C), aicoxi(1—4C)- alcoxi(2—
4C)- alquilo(1-4C), hidroxi—alquilamino(2—4C)- alquilo(1—4C), alcoxi(1—-4C)-
alquilamino(2—4C)- alquilo(1-4C), alquiltio(1—-4C)- alquilo(1—4C), hidroxi—
alquiltio(2—4C)- alquilo(1—4C)v, alcoxi(1—4C)— alquilotio(2-4C)— alquilo(1—4C),
fenoxi—alquilo(1—4C),  anilino—alquilo(1—4C), feniltio—alquilo(1—4C), ciano—
alquilo(1—4C), haldgeno—alcoxi(2—4C), hidroxi—-alcoxi(2-4C), alcanoiloxi(2—4C)—-
alcoxi(2—4C), alcoxi(1-4C)- alcoxi(2—4C), carboxi—alcoxi(1— 4C),
alcoxicarbonilo(1—4C)— alcoxi, carbamoilo(1-4C)-— alcoxi(1-4C), N-—
alquilcarbamoilo(1—-4C)- alcoxi(1-4C), N, N-di-[alquilo(1-4C)]carbamoilo—
alcoxi(1—= 4C), amino-alcoxi(2-4C), alquilamino(1-4C)- alcoxi(2—4C), di-
[alquilo(1—4C)Jamino—alcoxi(2—4C), alcanoiloxi(2— 4C), hidroxi—alcanoiloxi(2—4C),
alcoxi(1-4C)- alcanoiloxi(2—4C), fenil-alcoxi(1—4C), fenoxi—alcoxi(2—4C), anilino—
alcoxi(2—4C), feniltio—alcoxi(2—4C), piperidino—alcoxi(2—4C), morfolino—alcoxi(2—
4C), piperazin—1-il-alcoxi(2—4C), 4-alquilopiperazin—1-il(1—4C)— alcoxi(2—4C),
halogeno-alquiloamino(2— 4C), hidroxi—alquiloamino(2—4C), alcanoiloxi(2— 4C)-
alquiloamino(2—4C), alcoxi(1—40)- alquiloamino(2-4C), carboxi-alquiloamino(1—
4C), alcoxicarbonilo(1-4C)- alquiloamino(1—4C), carbamoilo—alquiloamino(1- 4C),
N-alquilcarbamoilo(1—-4C)- alquiloamino(1-4C), N,N—di-[alquilo(1-
4C)]carbamoilo—alquiloamino(1-4C), amino-alquiloamino(2—4C), alquiloamino(1-
4C)- alquiloamino(2—4C), di-{alquilo(1—4C)]amino-alquiloamino(2—4C), fenil-

alquiloamino(1-4C),  fenoxi—alquiloamino(2—4C),  anilino—alquiloamino(2—4C),
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feniltio—alquiloamino(2-4C), alcanoilamino(2-4C), alcoxicarbonilamino(1— 4C),
alquilosulfonilamino(1—4C), benzamido, benzensulfonamido, 3—fenilureido, 2-
oxopirrolidin—1-ilo, 2,5- dioxopirrolidin—1-ilo, haldégeno—alcanoilamino(2—4C),
hidroxi—(2—- 4C)alcanoilamino, alcoxi(1—-4C)— alcanoilamino(2-4C), carboxi-
alcanoilamino(2— 4C), alcoxicarbonilo(1—4C)~ alcanoilamino(2-4C), carbamoilo-
alcanoilamino(2—4C), N-alquilocarbamoil(1—4C)— alcanoilamino(2—4C), N,N-di-
[alquilo(1—  4C)]carbamoilo—alcanoilamino(2—4C), amino—alcanoilamino(2—-4C),
alquiloamino(1—4C)- alcanoilamino(2—4C) o} di-[alquil(1-4C)]amino—
alcanoilamino(2—4C), y en donde dicho sustituyente benzamido o
benzensulfonamido o cualquier grupo anilino, fenoxi o fenilo en un sustituyente R’
puede opcionalmente llevar uno o dos halégenos, sustituyentes alquilo(1-4C) o
alkoxi(14C);

nes1o2y

cada R? es independientemente hidrogeno, hidroxi, halégeno,
trifluorometilo, amino, nitro, ciano, alquilo(1—4C), alcoxi(1—4C), alquiloamino(1-
4C), di-[alquilo(1—4C)Jamino, alquilotio(1-4C),  alquilosulfinilo(1-4C) o
alquilosulfonilo(1—4C); o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, excepto
que se excluyen 4—(4'- hidroxianilino)-6—metoxiquinazolino, 4—(4,—hidroxianilino)—
6,7— metilenedioxiquinazolino, 6—amino—4-—(4'—aminoanilin’o)quinazolino, 4-
anilino~6-metilquinazolino o la sal hidroclorada del mismo y 4- anilino—6,7—
dimetoxiquinazolino o la sal hidroclorada del mismo.

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR es un compuesto
segun la férmula Il seleccionada de un grupo que consiste de: 4—(3'—cloro—4'—
fluoroanilino)-6,7—dimetoxiquinazolina; 4—(3',4'—dicloroanilino)-6,7-
dimetoxiquinazolina; 6,7—dimetoxi—4—(3'-nitroanilino)—quinazolina; 6,7—-dietoxi—4—

(3'-metilanilino)—quinazolina; 6-metoxi—4—(3'-metilanilino)—quinazolina; 4—(3'-

cloroanilino)-6—metoxiquinazolina; 6,7—e¢tilenedioxi—4—(3'-metilanilino)—
quinazolina; 6—amino-7—-metoxi—4—(3'—metilanilino)—quinazolina; 4—(3'-
metilanilino)-6-ureidoquinazolina; 6—(2—metoxietoximetil)}—-4—(3'-metilanilino)—

quinazolina,; 6,7—di—(2—metoxietoxi)—4—(3'-metilanilino)—quinazolina; 6—



77

dimetilamino—4—(3'-metilanilino)quinazolina; 6-benzamido—4—(3'-
metilanilino)quinazolina; 6,7—dimetoxi—4—(3'trifluorometilanilino)—quinazolina; 6-
hidroxi—7—metoxi—4—(3'~metilanilino)—quinazolina; 7-hidroxi—6-metoxi—4—(3'-
metilanilino)-quinazolina; 7-amino—4—(3'—metilanilino)-quinazolina; 6-amino—4-
(3’'—-metilanilino)quinazolina; 6—amino—4—(3'—cloroanilino)—-quinazolina; 6—
acetamido—4—(3'-metilanilino)—quinazolina; 6—(2—-metoxietilamino)—4—(3'-
metilanilino)—quinazolina; 7—(2-metoxiacetamido)—4—(3'-metilanilino)—quinazolina,

7—(2-hidroxietoxi)—-6—metoxi—4—(3'-metilanilino)—quinazolina; 7—(2—metoxietoxi)—

6—metoxi—4—(3'-metilanilino)—quinazolina; 6—amino—4—(3'—metilanilino)—
quinazolina.
Un derivado de quinazolina de la féormula 1l, o una sal del mismo

farmacéuticamente acceptable, puede ser preparado con cualquier proceso
applicable para la preparacion de compuestos relacionados quimicamente. Un
proceso adecuado es, por ejemplo, ilustrado con el utilizado en US 4.322.420. Los
materiales necesarios de partida pueden estar disponibles comercialmente o
pueden obtenerse por procedimientos estandar de quimica organica.

(a) La reaccién, convenientemente en presencia de una base adecuada, de

quinazolina (i), en donde Z en un grupo desplazable, con una anilina (ii).
z

)N\ —(R1) | J\/j\ R2),

) (i)

Un grupo Z desplazable adecuado es, por ejemplo, un grupo halégeno,
alcoxi, ariloxi o sulfoniloxi, por ejemplo, un grupo -cloro, bromo, metoxi, fenoxi,
metansulfoniloxi or tolueno—p—sulfoniloxi. |

Una base adecuada es, por ejemplo, una base de amina organica como,
por ejemplo, piridina, 2,6-lutidina, colidina, 4—dimetilaminopiridina, trietilamina,
morfolina, N-metilmorfolina o diazabiciclo[5.4.0Jundec-7—ene, o por ejemplo,
carbonato‘o hidréxido de metal alcalino o alcalinotérreo, por ejemplo, carbonato de

sodio, carbonato de potasio, carbonato de calcio, hidroxido de sodio o hidréxido de
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potasio.

La reaccion se lleva a cabo preferentemente en presencia a un solvente o
diluyente inerte adecuado, por ejemplo, un alcanol o éster como metanol, etanol,
isopropanol o acetato de etilo, un solvente halogenado como cloruro de metileno,
cloroformo o tetracloruro de carbono, un eter como tetrahidrofurano o 1,4-dioxano,
un solvente aromatico como tolueno, o un solvente aprético dipolar como N,N—
dimetilformamida, N,N—dimetilacetamida, N-metilpirrolidin—2—ona o]
dimetilsulfoxido. La reaccién se realiza convenientemente en una temperatura del
rango de, por ejemplo, 10° a 150°C, preferentemente en el rango de 20° a 80°C.

El derivado de quinazolina de la férmula Il puede ser obtenido de este
proceso en la forma de una base libre o alternativamente puede ser obtenido en
forma de sal con el acido de la férmula H-Z en donde Z tiene el sentido
mencionado mas arriba. Cuando se desea obtener una base libre de la sal, la sal
puede ser tratada con una base adecuada tal como se define mas arriba con el
procedimiento convencional.

(b) Para la produccién de los compuestos de la férmula Il en donde R'o R?
es hidroxi, la escisién de un derivado de quinazolina de la férmula 1l en donde R’ o
R? es alcoxi (1-4C).

La reaccion de escisibn puede ser realizada convenientemente con
cualquiera de los procedimientos conocidos para dicha transformacion. La
reaccidon puede realizarse, por ejemplo, por tratamiento del derivado de
quinazolina con un metal alcalino alquilsulfido(1-4C) como etanetiolato de sodio
o, por ejemplo, por tratamiento con un metal alcalino diarifosfuro como
difenilfosfuro de litio. Alternativamente, la reaccion de escisidn puede realizarse
convenientemente, por ejemplo, por tratamiento del derivado de quinazolina con
trihaluro de boro o aluminio como tribromuro de boron. Dichas reacciones se
realizan preferentemente en presencia de un solvente o diluyente inerte adecuado
tal como se define anteriormente y a una temperatura adecuada.

(¢) Para la produccion de aquellos compuestos de la formula Il en donde R’

o R% es un grupo alquilsulfinilo(1—4C) o alquilsulfonilo(1— 4C), la oxidacién de un
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derivado de quinazolina de la formula Il en donde R' 0 R? es un grupo alquiltio(1-
4C).

Un agente oxidante adecuado es por ejemplo cualquier agente conocido en
la técnica para la oxidacion de tio a sulfinil y/o sulfonil, por ejemplo, peroxido de
hidrégeno, peracido (como por ejemplo acido 3—cloroperoxibenzoico o
peroxiacético), peroxisulfato de metal alcalino (como por ejemplo,
peroximonosulfato de potasio), trioxido de cromo u oxigeno gaseoso en presencia
de platino. La oxidacién generalmente se realiza en condiciones de la mayor
moderacion con la cantidad estequiométrica requerida de agente oxidizante a fin
de reducir el riesgo de sobreoxidacién y dafo a otros grupos funcionales. En
general, la reaccion se realiza en un solvente o diluyente adecuado como cloruro
de metileno, cloroformo, acetona, tetrahidrofurano o éter terc—butil metilo y a una
temperatura, por ejemplo, de —-25° a 50°C, convenientemente a temperatura
ambiente o cerca de esa temperatura, esto es, en el rango de 15° a 35°C. Cuando
un compuesto que transporta un grupo sulfinilo requiere un agente oxidante mas
leve también puede utilizarse por ejemplo, metaperiodato de sodio o potasio,
convenientemente en un solvente polar como por ejemplo acido acético o etanol.
Se apreciara que cuando se requiera un compuesto de la férmula |l que contenga
un grupo alquilsulfonilo(1-4C), se puede obtener por oxidacién del
correspondiente compuesto alquilsulfinilo(1—4C) asi como del correspondiente
compuesto alquiltio(1-4C).

(d) Para la produccion de aquellos compuestos de la férmula Il en donde R
es amino, la reduccién de un derivado de quinazolina de la formula | en donde R’
es nitro.

La reduccidn se realizard convenientemente con cualquiera de los
procedimientos conocidos para dicha transformacién. La reduccién puede
realizarse por ejemplo por hidrogenaciéon de una solucién del compuesto nitro en
un solvente o diluyente inerte tal como se define mas arriba en presencia de un
catalizador de metal adecuado como paladio o platinb. Otro agente reductor

adecuado es, por ejemplo, un metal activado como por ejemplo hierro activado
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(producido por el lavado de polvo de hierro con una solucién diluyente de un acido,
por ejemplo, acido hidroclérico). Asi, por ejemplo, la reduccidén puede llevarse a
cabo al calentar una mezcla de compuestos nitro con el metal activado en un
solvente o diluyente adecuado, por ejemplo, una mezcla de agua y alcohol, como
metanol o etanol a una temperatura del rango de, por ejemplo, 50° a 150°C,
convenientemente a 70°C o cerca de esa temperatura.

(e) Para la produccion de aquellos compuestos de la formula |l en donde R’
es alcanoilamino(2-4C) o alcanoilamino(2—4C) sustituido, ureido, 3—fenilureido o
benzamido, o R? es acetamido o benzamido, la acilacibn de un derivado de
quinazolina de la férmula Il en donde R' 0 R? es amino.

Un agente acilante adecuado es por ejemplo cualquier agente conocido en
la técnica para la acilacién de amino o acilamino, por ejemplo haluro de acilo o
cloruro o bromuro de alcanoilo(2—4C) o cloruro o bromuro de benzoilo,
convenientemente en presencia de una base adecuada como se define mas
arriba, un acido anhidrido alcanoico o anhidrido mixto, por ejemplo acido anhidrido
alcanoico(2-4C) como anhidrido acético o anhidrido mixto formado por la reaccion
de un acido alcanoico y haluro de alcoxicarbonilo(1—4C), por ejemplo cloruro de
alcoxicarbonilo(1—4C), en presencia de una base adecuada tal como se define
mas arriba. Para la produccién de aquellos compuestos de la férmula Il en donde
R" es ureido o 3-fenilureido, agente de acilacidbn adecuado es, por ejemplo,
cianato, por ejemplo, cianato de metal alcalino como cianato de sodio o un
isocianato como por ejemplo - isocianato de fenilo. En general, la acilacién se
realiza en un solvente o diluyente inerte como se define mas arriba y a
temperatura del rango de -30° a 120°C, preferentemente a temperatura ambiente
o cerca de esa temperatura.

(f) Para la produccién de aquellos compuestos de la férmula Il en donde R’
es alcoxi(1-4C) o alcoxi(1—4C) sustitudo o R' es alquilamino(1—<4C) o
alquilamino(1-4C) sustituido, la alquilacion, preferentemente en presencia de una
base adecuada como se define mas arriba de un derivado de quinazolina de la

formula Il en donde R’ es hidroxi o amino segln sea apropiado.
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Un agente alquilante adecuado es por ejemplo cualquier agente conocido
en la técnica para la alquilacién de hidroxi a alcoxi o alcoxi sustituido o para la
alquilacién de amino a alquilamino o alquilamino sustituido, por ejemplo alquilo o
haluro de alquilo sustituido, por ejemplo cloruro de alquilo(1—4C), bromuro o
yoduro o cloruro , bromuro o yoduro de alquilo(1-4C) sustituido, en presencia de
una base adecuada como se define mas arriba en un diluyente o solvente inerte
adecuado como se define mas arriba a una temperatura en el rango de los 10° a
140°C, convenientemente a temperatura ambiente o cerca de esa temperatura.

(g) Para la produccién de aquellos compuestos de la formula Il en donde R’
es un sustjtuyente de carboxi o un sustituyente que incluye un grupo carboxi, la
hidrélisis de un derivado de quinazolina de la formula Il en dohde R' es un
sustituyente de alcoxicarbonilo(1—4C) o un sustituyente que incluya un grupo
alcoxicarbonilo(1—4C).

Es conveniente que la hidrélisis se realice, por ejemplo, en condiciones
basicas.

(h) Para la produccién de aquellos compuestos de la formula Il en donde R’
es un sustituyente alquilo(1—-4C) amino—-, oxi—, tio— o ciano— sustituido, la reaccién,
preferentemente en presencia de una base adecuada como se define mas arriba
de un derivado de quinazolina de la formula Il en donde R’ es un sustituyente
alquilo(1—4C) con un grupo desplazable como se define mas arriba con un amina,
alcohol, tiol o cianuro apropiado.

La reaccion se realiza preferentemente en un solvente o diluyente inerte
como se define mas arriba y a temperatura en el rango de 10° a 100°C,
preferentemente en temperatura ambiente o cerca de esa temperatura.

Cuando se require una sal farmacéuticamente aceptable de un derivado de
quinazolina de la férmula Il, ésta puede ser obtenida, por ejemplo, por la reaccién
de dicho compuesto con, por ejemplo, un acido adecuado, mediante un

procedimiento convencional.
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En una realizacion particular, el antagonista de EGFR es un compuesto de
conformidad con la férmula II' como se describe en US 5.770.599, incorporado

aqui a modo de referencia:

Z |
(R
HN EN
.

Y
kN/ R3
1
en donde:
nes1,203;

cada R? es independientemente halégeno o trifluorometilo

R® es alcoxi(1—-4C) y

R' es di—[alquilo(1-4C)]amino-alcoxi(2—4C), pirrolidin—1—il-alcoxi(2—4C),
piperidino—alcoxi(2-4C), morfolino—alcoxi(2—4C), piperazin—1—il-alcoxi(2—4C), 4—
(1-4C)alquilopiperazin—1—il-alcoxi(2- 4C), imidazol-1-il-alcoxi(2—4C), di—
[alcoxi(1—4C)— alquilo(2—4C)]amino—alcoxi(2—4C), tiamorfolino—alcoxi(2—4C), 1-
oxotiamorfolino—alcoxi(2—4C) o 1,1-dioxotiamorfolino—alcoxi(2—4C), y en donde
cualquiera de los sustituyentes R' mencionados mas arriba comprendan un grupo
CH; (metileno) que no esté unido a atomos N u O opcionalmente carga en dicho
grupo CH; un sustituyente de hidroxi;

o una sal farmaceuticamente aceptable de los mismos.

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR es un compuesto

segun la formula II' seleccionada de un grupo que consiste de: 4—(3'—cloro—4'-

fluoroanilino)—7-metoxi—-6—(2—pirrolidin—1—iletoxi)—quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-
fluoroanilino)—7—metoxi—-6—(2—morfolinoetoxi)-quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-
fluoroanilino)—6—(3—dietilaminopropoxi)-7—metoxiquinazolina; 4—(3'—cloro—4'-

fluoroanilino)-7-metoxi—6—(3—pirrolidin~1—ilpropoxi)-quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-
fluoroanilino)—6—(3—dimetilaminopropoxi)-7—metoxiquinazolina; 4—(3',4'-
difluoroanilino)-7—metoxi—6—(3—morfolinopropoxi)—quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-

fluoroanilino)-7-metoxi-6—(3—piperidinopropoxi)-quinazolina; 4—(3'—cloro—4'—
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fluoroanilino)—7-metoxi~6—(3—morfolinopropoxi)—quinazolina; 4—(3'—cloro—4'~
fluoroanilino)-6—(2—dimetilaminoetoxi)-7-metoxiquinazolina; 4—-(2'4-
difluoroanilino)—6—(3—dimetilaminopropoxi)-7-metoxiquinazolina; 4—(2',4'-
difluoroanilino)-7-metoxi—6—(3—~morfolinopropoxi)—quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-
fluoroanilino)-6—(2—imidazol-1-iletoxi)—~7-metoxiquinazolina; 4—-(3'-cloro—4'-

fluoroanilino)-6—(3—imidazol—1-ilpropoxi)-7—-metoxiquinazolina; 4—(3'-cloro—4'-

fluoroanilino)—G—(Z—dimetilaminoetoxi)—?—metoxiquinazolina; 4—(2' 4'-
difluoroanilino)-6—(3—dimetilaminopropoxi)-7—-metoxiquinazolina; 4—(2' 4'-
difluoroanilino)-7—-metoxi—6—(3—~morfolinopropoxi)—-quinazolina; 4—(3'—cloro—4'-

fluoroanilino)-6—(2—imidazol-1—iletoxi)-7— metoxiquinazolina; y 4—(3'—cloro—4'-
fluoroanilino)-6—(3-imidazol-1-ilpropoxi)-7—-metoxiquinazolina.

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR es un compuesto
segun la férmula 1I' que es 4—(3'—cloro—4'—fluoroanilino)-7—metoxi—6—(3—
morfolinopropoxi)-quinazolina, alternativamente referido como ZD 1839, gefitinib e
Iressa®.

Un derivado de quinazolina de la formula II', o una sal farmaceuticamente
aceptable del mismo, puede ser preparado con cualquier proceso applicable para
la preparacion de compuestos relacionados quimicamente. Los procesos
adecuados incluyen por ejemplo, los ilustrados en US5616582, US 5580870, US
5475001 y US5569658. A menos que se especifique de otra manera, n, R?, R® y
R' poseen cualquiera de los significados otorgados mas arriba para derivado de
quinazolina de la férmula II' Los materiales necesarios de partida estan
disponibles comercialmente o se obtienen por métodos estandar de quimica
organica.

(a) La reaccidn, convenientemente en presencia de una base adecuada, de

quinazolina (iii), en donde Z en un grupo desplazable, con un anilina (iv)

R! 7
NT X /():—(R%n
L Z HoN ~

(iii) (iv)
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Un grupo Z desplazable adecuado es, por ejemplo, un grupo haldégeno,
alcoxi, ariloxi o sulfoniloxi, por ejemplo, un grupo cloro, bromo, metoxi, fenoxi,
metansulfoniloxi or tolueno—4—sulfoniloxi.

Una base adecuada es, por ejemplo, una base de amina organica como por
ejemplo piridina, 2,6-lutidina, colidina, 4—dimetilaminopiridina, trietilamina,
morfolina, N-metilmorfolina o diazabiciclo[5.4.0Jundec-7—ene, o por ejemplo,
carbonato o hidroxido de metal alcalinoterreo o alcalino, por ejemplo, carbonato de
sodio, carbonato de potasio, carbonato de calcio, hidroxido de sodio o hidréxido de
potasio. Alternativamente, una base adecuada es por ejemplo, metal alcalino o
amida de metal alcalinotérreo, por ejemplo amida de sodio o amida bis(trimetilsilil)
de sodio.

La reaccién se lleva a cabo preferentemente en presencia a un solvente o
diluyente inerte adecuado, por ejemplo, un alcanol o éster como metanol, etanol,
isopropanol o acetato de etilo, un solvente halogenado como cloruro de metileno,
cloroformo o tetracloruro de carbono, un éter como tetrahidrofurano o 1,4—dioxano,
un solvente aromatico como tolueno, o un solvente aprético dipolar como N,N—
dimetilformamida, .N,N—dimetilacetamida, N—metilpirrolidina—2—mono o
dimetilsulfoxido. La reaccién se realiza convenientemente en una temperatura en
el rango de, por ejemplo, 10° a 150°C, preferentemente en el rango de 20° a 80°C.

El derivado de quinazolina de la férmula II' puede ser obtenido con este
proceso en la forma de una base libre o alternativamente puede ser obtenido en
forma de sal con el acido de la férmula H-Z en donde Z tiene el sentido
mencionado mas arriba. Cuando se desea obtener una base libre de la sal, la sal
puede ser tratada con una base adecuada tal como se define mas arriba con el
procedimiento convencional.

(b) Para la produccion de aquellos compuestos de la férmula II' en donde
R' es un grupo alcoxi(2—4C) sustituido con amino, la alquilacién,
convenientemente en presencia de una base adecuada tal como se define mas
arriba de un derivado de quinazolina de la férmula II' en donde R' es un grupo

hidroxi.

C.('L
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Un agente alquilante adecuado es por ejemplo, cualquier agente conocido
en la técnica para la alquilacion de hidroxi a alcoxi amino sustituido, por ejemplo
haluro de alquilo amino sustituitdo, o cloruro, bromuro o yoduro de alquilo(2—4C)
amino sustituido, en presencia de una base adecuada tal como se define mas
arriba en un solvente o diluyente inerte adecuado como se define mas arriba y a
una temperatura en el rango de, por ejemplo, 10° a 140°C, convenientemente a
80°C o cerca de esa temperatura:

(b) Para la produccién de aquellos compuestos de la féormula II' en donde
R'es un grupo alcoxi (2—4C) sustituido con amino, la reaccion, convenientemente
en presencia de una base adecuada tal como se define mas arriba, de un
compuesto de la formula II' en donde R’ es un grupo hidroxi—alcoxi(2—4C), o un
derivado reactivo del mismo, con una amina adecuada.

Un derivado reactivo adecuado de un compuesto de la formula II' en donde
R' es un grupo hidroxi-alcoxi(2—4C) es, por ejemplo, un grupo halégeno o
sulfoniloxi— alcoxi(2—4C) como grupo bromo— o metanosulfoniloxi—alcoxi(2—4C).

La reacciéon se realiza preferentemente en presencia de un solvente o
diluyente inerte como se define mas arriba y a temperatura en el rango de 10° a
150°C, preferentemente a 50°C o cerca de esa temperatura.

(d) Para la produccion de aquellos compuestos de la férmula II' en donde
R" es un grupo hidroxi—amino— alcoxi(2—4C), la reaccion de un compuesto de la
formula I’ en donde R' es un grupo 2,3—epoxipropoxi 0 un grupo 3,4— epoxibutoxi
con una amina apropiada.

La reaccion se realiza preferentemente en presencia de un solvente o
diluyente inerte como se define mas arriba y a temperatura en el rango de, por
ejemplo, 10° a 150°C, convenientemente a 70°C o cerca de esa temperatura.

Cuando una sal farmacéuticamente aceptable de un derivado de
quinazolina de la férmula II' sea necesario, por ejemplo, una sal de adiciéon de
acido mono— o di—- de un derivado de quinazolina de la férmula I, puede
obtenerse, por ejemplo, por la reaccioén de dicho compuesto con, por ejemplo, un

acido adecuado utilizando un método convencional.

9
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En una realizacién particular, el antagonista de EGFR es un compuesto
segun la férmula lll como se describe en W09935146, incorporado aqui a modo

de referencia:

U

HN/

Y
J A
/ N/ H

0 una sal o solvato de la misma; en donde

Xes No CH;

YesCR'yVesN;

oYesNyVesCR"

oYesCR'yVesCR%

oYesCR?*yVesCR"

R' representa un grupo CH3;SO,CH,CH;NHCH,—-Ar—, en donde Ar se
selecciona de fenilo, furano, tiofeno, pirrol y tiazol, cada uno de ellos puede
estar sustituido opcionalmente con uno o dos halo, alquiloC,4 o grupos alcoxiC,-
4,

R? se selecciona del grupo de conforman hidrogeno, halo, hidroxi,
alquiloC,, alcoxiC1-4, alquilaminoC, 4 y di[alquilC1_s]Jamino;

U representa un grupo fenilo, piridilo, 3H-imidazolilo, indolilo, isoindolilo,
indolinilo, isoindolinilo,  1H-indazolilo, 2,3-dihidro-~1H—indazolilo, 1H-
benzimidazolilo, 2,3—dihidro—1H-benzimidazolilo o un grupo 1H-benzotriazolilo,
sustituido con un grupo R® y opcionalmente sustituido con al menos un grupo R*
seleccionado independientemente;

R® se selecciona del grupo que comprende benzilo, halo—, dihalo— vy
trihalobenzilo, benzoilo, piridiimetilo, piridiimetoxi, fenoxi, benziloxi, halo—,
dihalo— y trihaoobenziloxi y benzenosulfonilo; o R® representa trihalometilbenzilo
o trihalometilbenziloxi;

o R? representa un grupo de férmula

1Y



87

/

—N —T— (R,

\

en donde cada R® es independientemente seleccionado de haldgeno,
alquiloCi4 y alcoxiCi4; ynes O a 3;y

cada R* es independientemente  hidroxi, halégeno, alquiloC,
alqueniloC,-4, alquiniloC2—4, alcoxiCs4, amino, alquilaminoCi4, di[alquilC;_
aJamino, alquiltio C1-4, alquilsulfiniloC1-4, alquilsulfoniloC4_4, alquilcarboniloC1_
4, carboxi, carbamoilo, alcoxicarboniloCs, alcanoilaminoCq, N—(alquilC;-
a)carbamoilo, N,N—di(alquilC+_s)carbamoilo, ciano, nitro y trifluorometilo.

En una realizacion particular, los antagonistas de EGFR de la férmula 1lI
excluyen: (1-Benzil-1H-indazol-5-il)—(6—(5—((2—metanosulfonil-etilamino)—
metil)—furan—2—-il)-pirrido[3,4—d]pirimidin—4—il-amina; (4—Benziloxi—fenil)—(6—
(5—((2-metanosulfonil-etilamino)-metil)—furan—2—il)—pirido[3,4—d]pirimidin—4—il—
amina; (1-Benzil-1H-indazol-5-il)—(6—(5—((2—metanosulfonil-etilamino)~metil)—
furan—2-il)-quinazolin—4—il-amina: (1-Benzil H—indazol-5-il)—(7—(5—((2—
metanosulfonil-etilamino)-metil)—furan-2-il)-quinazolin-4—il~amina; 'y (1-
Benzil-1H-indazol-5-il)—(6—(5—((2-metanosulfonil-etilamino)-metil)— 1—-metil—
pirrol-2—il)—quinazolin—4—il-amina.

En una realizacion particular, los antagonistas de EGFR de la formula Ili
se seleccionan de un grupo que consiste de: 4—(4—-Fluorobenziloxi)—fenil)—(6—
(5=((2—metansulfonil—etilamino)metil)—furan~2—il)—pirrido[3,4—d]pirimidin—4—il)—
amina; (4—(3—Fluorobenziloxi)-fenil)—(6—(5—((2—metansulfonil—
etilamino)metil)furan—2—il)—pirido[3,4—d]pirimidin—4—il)-amina; (4-
Benzenosulfonil—fenil)—(6—(5—((2-metansulfonil-etilamino)-metil)—furan—2—il)—
pirido[3,4~d] pirimidin—4-il)-amina; (4—Benziloxi—fenil)—(6—(3—((2—metansulfonil—
etilamino)—metil)—fenil)—pirido[3,4—d]pirimidin—4—il)-amina; (4—-Benziloxi—fenil)—
(6—(5—((2-metansulfonil-etilamino)—metil)-furan—2—il)quinazolin—4—il)—amina;

(4—(3-Fluorobenziloxi-fenil)—(6—(4—((2-metansulfonil-etilamino)-metil)—
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furan—2-il)—pirrido[3,4—d]pirimidin—<4—il)-amina;  (4—-Benziloxi-fenil)—(6-(2—
((2-metansulfoniletilamino)~metil)-tiazol—-4—il)quinazolin—4—il)-amina; N—{4-[(3—
Fluorobenzil)oxilfenil}-6—[5—({[2—(metansulfonil)etilJamino}metil)—2—furil]—4—
quinazolinamina; N—{4—[(3—Fluorobenzil)oxi]-3—metoxifenil}-6—[5—-({[2—
(metansulfonil)etillamino}metil)-2—furill-4—quinazolinamina; N-[4-
(Benziloxi)fenil]-7—-metoxi—6-[5—({[2—(metansulfonil)etilJamino}metil)—2—furil]-4—
quinazolinamina; N-[4—(Benziloxi)fenil]-6—-[4—({[2—
(metansulfonil)etilJamino}metil)-2—furil]|-4—quinazolinamina; N—{4-[(3-
Fluorobenzil)oxi]-3—metoxifenil}-6—[2—({[2—(metansulfonil)etilJamino}metil)—1,3—
tiazol—4-ill-4—quinazolinamina; N—{4—-[(3—Bromobenzil)oxilfenil}-6—[2—({[2—
(metansulfonil)etillamino}metil)-1,3-tiazol4—ill-4—quinazolinamina; N—{4-[(3—
Fluorobenzil)oxilfenil)-6-[2—({[2—(metansulfonil)etil]amino}metil) 1,3-tiazol—4—il]-
4—quinazolinamina; N—{4—(Benziloxi)-3-fluorofeni—I]-6—-[2—({[2—
(metansulfonil)etillamino)metil)-1,3-tiazol-4—il]-4—quinazolinamina; N—(I-
Benzil-IH—-indazol-5-il)-7-metoxi—-6—[5—({[2—-(metansulfonil)etillamino)metil)—2—
furill-4—quinazolinamina; 6—{5—({[2—(Metanosulfonil)etillamino)metil}~2—furil]-N-
(4—{[3—(trifluorometil)benzilloxi)fenil)-4—quinazolinamina; = N—{3~Fluoro—4—[(3—
fluorobenzil)oxilfenil}-6-[5—({[2—(metansulfonil)etiljamino)metil)-2—furil]-4—
quinazolinamina; N—{4-[(3-Bromobenzil)oxilfenil)-6-[5—({[2—
(metansulfonil)etillamino)metil)—2—furill-4—quinazolinamina; N-[4—
(Benziloxi)fenil|-6—[3—({[2—(metansulfonil)etillamino}metil)—2—furil]-4—
quinazolinamina; N—[l-(3—Fluorobenzil)~IH—-indazol-5-il|-6—{2—({[2—
(metansulfonil)etillamino}metil)—1,3-tiazol-4—il]l-4—quinazolinamina; 6-[5—({[2—
(Metansulfonil)etillamino)metil)—2—furil[-N-[4—(benzensulfonil)fenil]—4—
quinazolinamina; 6-[2—({[2—(MetansuIfonil)etil]aminb)metil)—1,3—tiazol—4—il]—N—
[4—(benzensulfonil)fenill-4—quinazolinamina; 6—-[2—-({[2—
(Metanosulfonil)etillamino}metil)—1,3-tiazol—4—il]-N—(4—{[3—
(trifluorometil)benzilloxi)fenil)—4—quinazolinamina; N—{3—fluoro—4—[(3—
fluorobenzil)oxilfenil)-6—{2—({[2—(metansulfonil)etillamino}metil)—1,3-tiazol4-

ill-4—quinazolinamina; N—(I-Benzil-IH-indazol-5-il)-6—-[2—({[2-

C(Q
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(metansulfonil)etilJamino)metil)—1,3—tiazol-4—ill-4—quinazolinamina; N—(3—-
Fluoro—4-benziloxifenil)-6-[2—({[2—(metansulfonil)etillamino)metil)—1,3—tiazol—
4—ill-4—-quinazolinamina; - N—(3-Cloro—4—benziloxifenil)-6-[2—({[2—
(metansulfonil)etilJamino)metil)-1,3~tiazol—4—il]-4—quinazolinamina; N—{3—
Cloro—4—[(3-fluorobenzil)oxilfenil}-6—{5—({[2—(metansulfonil)etilJamino)metil)—2—
furill-4—quinazolinamina;  6-[5-({[2—(Metansulfonil)etilJamino)metil)—2—furil]-7—~
metoxi—N—(4-benzensulfonil)fenil-4—quinazolinamina; N—{4—(Benziloxi)fenil]-7—
fluoro—6—[5—({[2—(metansulfonil)etillamino)metil)~2—furill-4—quinazolinamina;
N—(1-Benzil-1H-indazol-5-il)-7-fluoro—6—{5—({[2~
(metansulfonil)etillamino}metil)-2~furill-4—quinazolinamina; N-[4-
(Benzensulfonil)fenil]-7-fluoro—6—{5—({[2—(metansulfonil)etillamino}metil)—2—
furill-4—quinazolinamina; N—(3-Trifluorometil-4—-benziloxifenil)—6—[5—({[2—
(metansulfonil)etillamino)metil)-4—furil4—quinazolinamina; y sus sales vy
solvatos.

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR es: N-[3—cloro—4—
[(3—fluorofenil) metoxi] fenil]-6-[5—[[[2—(metilsulfonil)etilJamino]metil}-2—furanil]—
4- quinazolinamina sal de ditosilato (lapatinib).

En una realizacion particular, el antagonista de EGFR es un compuesto
de conformidad con la férmula IV como se describe en WO0132651,

incorporado aqui a modo de referencia:

/ |
R
CH, v N
o) Ny
R2x1 N/l
v
en donde:

m es un entero de 1 a 3;
R' representa halégeno o alquiloC1_3;

X' representa —0—;
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R? se selecciona de uno de los siguientes tres grupos:

1) alquiloC4_sR> (en donde R* es piperidin—4—ilo que puede tener uno o dos
sustituyentes seleccionados de hidroxi, halégeno, alquiloC,_s, hidroxialquiloCi_4 y
alcoxiCiy;

2) alqueniloC,-sR* (en donde R® es como se define aqui);-

3) alquiniloC,-s R (en donde R® es como se define aqui);

y en donde cualquier grupo alquilo, alquenilo o alquinilo puede tener uno o
mas sustituyentes seleccionados de hidroxi, halégeno y amino; o una sal del
mismo.

En una realizacién particular, los antagonistas de EGFR se seleccionan de
un grupo que consiste de: 4—(4—cloro-2~fluoroanilino)—6-metoxi—7—(1-
metilpiperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(2—fluoro—4-metilanilino)-6—metoxi—7—(1—
metilpiperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(4-bromo—2—fluoroanilino)-6-metoxi—7—
(1-metilpiperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(4—cloro—-2,6—difluoroanilino)-6—
metoxi—7—(1-metilpiperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(4—bromo-2,6—
difluoroanilino)-6—-metoxi—7—(1-metilpiperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(4—cloro—
2-fluoroanilino)-6-metoxi—7—(piperidin—4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(2—fluoro—4—
metilanilino)-6—metoxi—7—(piperidin—~<4—ilmetoxi)quinazolina; 4—(4-bromo-2—
fluoroanilino)-6—metoxi—7—(piperidin~4—ilmetoxi)  quinazolina; 4—(4—cloro—-2,6-
difluoroanilino)-6—metoxi—7—(piperidin—<4—ilmetoxi) quinazolina;  4—(4—bromo-
2,6—difluoroanilino)-6-metoxi—7—(piperidin—~4—ilmetoxi) quinazolina; y sales vy
solvatos del mismo farmacéuticamente aceptables.

En una realizacién particular, el antagonista de EGFR es 4—(4—bromo—2—
fluoroanilino)—-6—metoxi—7—(l-metilpiperidin<4—ilmetoxi) quinazolina (Zactima) vy
sales del mismo.

Terapias de combinacion

La presente invencién presenta el uso combinatorio de un antagonista de
c—met y un antagonista de EGFR como parte de un régimen de tratamiento
especifico que posee la intencién de proporcionar un efecto beneficioso de Ila

actividad combinada de estos agentes terapéuticos. El efecto beneficioso de la



91

combinacion incluye, sin limitacién, la accién conjunta farmacocinética o
farmacodinamica resultante de la combinacion de agentes terapéuticos. La
presente invencién es particularmente Util en el tratamiento de cancer de varios
tipos en varios estadios.

El término cancer conlleva un agrupamiento de trastornos proliferativos,
entre ellos, crecimientos precancerigenos, tumores benignos y malignos. Los
tumores benignos permanecen ubicados en el lugar de origen y no poseen la
capacidad de infiltrar, invadir o hacer metastasis en lugares lejanos. Los tumores
malignos invadiran y dafiaran otros tejidos que se encuentren a su alrededor.
También pueden lograr tener la capacidad de traspasar el lugar donde se
originaron para esparcirse a otras partes del cuerpo (hacer metastasis)
generalmente a través del flujo sanguineo o por el sistema linfatico, donde se
ubican los nddulos linfaticos. Los tumores primarios se clasifican por el tipo de
tejido en que se originan, los tumores metastasicos se clasifican por el tipo de
tejido del cual las células cancerigenas se derivan. Con el paso del tiempo, las
células de un tumor maligno se convierten en cada vez mas anormales y su
aspecto es cada vez menos parecido al de células normales. Este cambio en la
apariencia de células cancerigenas se denomina el grado del tumor y dichas
células se describen como células bien diferenciadas (grado bajo),
moderadamente diferenciadas, debilmente diferenciadas o indiferenciadas (grado
alto). Las células bien diferenciadas son de aspecto bastante normal y son de
similar aspecto a las células normales de las que se originaron. Las células
indiferenciadas son aquellas que se han convertido en tan anormales que ya no es
posible determinar el origen de las células.

Los sistemas de estadios del cancer describen cuan lejos se ha esparcido
el cancer anatdomicamente e intenta colocar a los pacientes en prognédsis y
tratamientos similares en el mismo estadio. Se pueden llevar a cabo varios
estudios para determinar el estadio del cancer, entre ellos, biopsias o estudios de
imagenes como placa radiografica de térax, mamografias, exploraciones oseas,

tomografias computarizadas y resonancias magnéticas. Los analisis de sangre y

S
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la evaluacién clinica también se utilizan para evaluar la salud general del paciente
a fin de detectar si el cancer ha hecho metastasis a ciertos 6rganos.

Para determinar el estadio de cancer, el Comité Unido Americano sobre
Cancer [American Joint Committee on Cancer] ubica en primer lugar el cancer,
particularmente tumores sélidos, en una categoria por letra segun el sistema de
clasificacion TNM. A cada tipo de cancer se le asigna la letra T (tamafio del
tumor), N (n6dulos palpables), y/o M (metastasis). T1, T2, T3, y T4 describen el
tamafio de la lesion primaria en forma creciente; NO, N1, N2, N3 indica el avance
progresivo de involucramiento del nédulo; y MO y M1 reflejan la ausencia o
presencia de metastasis distante.

En el segundo método de estadios, conocido como Agrupamiento por
estadio o estadificacion por nimeros romanos, el cancer se divide en las estadios
0 a IV, e incorpora el tamafio de las lesiones primarias asi como la presencia de
esparcimiento en los nédulos y metastasis distantes. Dentro de este sistema, los
casos se agrupan en cuatro etapas determinadas por los numeros romanos | a IV,
o se clasifican como “recurrentes”. En el caso de algunos canceres, el estadio 0
se refiere como “in situ” o “Tis,” como el carcinoma ductal in situ o el carcinoma
lobular in situ en el caso de cancer de mama. Los adenomas de grado alto
también pueden ser clasificados como estadio 0. En general, el cancer en estadio |
representa al cancer pequefio que generalmente tiene cura, mientras que el
estadio IV generalmente representa al cancer inoperable o metastasico. El cancer
en los estadios Il y Ill estd generalmente avanzado en la zona de origen y/o
presenta involucramiento de nddulos linfaticos locales. En general, los nameros
de estadio mas altos indican una enfermedad mas avanzada, con tumores de
mayor tamafo y/o metastasis a nédulos linfaticos cercanos y/o a érganos
cercanos al tumor principal. Estos estadios se definen precisamente, pero la
definicion es diferente para cada tipo de cancer y es conocida por quienes estén
versados en la técnica. |

Muchos registros del tema, incluido el programa NCI's Surveillance,

Epidemiology, and End Results Program (SEER), utilizan este tipo de clasificacion.

JoQ
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Este sistema se utiliza para todos los tipos de cancer. Agrupa al cancer en cinco
categorias principales:

In situ es el cancer en estadio temprano que se encuentra presente solo en
la capa de células en las que se origind.

Localizado es el cancer limitado al érgano en que se originod, sin evidencia
de expansion.

Regional es aquel cancer que se ha esparcido mas alla de su lugar original
(primario) a nddulos linfaticos cercanos u érganos y tejidos.

Distante es cancer que se ha esparcido de su lugar primaria hacia érganos
o nédulos linfaticos distantes.

Desconocido se utiliza para describir casos para los que no hay suficiente
informacion para indicar un estadio.

Ademas, es comun que el cancer reaparezca meses o afos después de la
extraccion del tumor primario. EI cancer que vuelve a aparecer luego de la
erradicacién de todo tumor visible es denominado enfermedad recurrente. La
enfermedad que es recurrente en el area del tumor primario es localmente
recurrente y la enfermedad que es recurrente en forma de metastasis se denomina
recurrencia distante.

El tumor puede ser un tumor sélido, no sélido o de tejido blando. Dentro de
los ejemplos de tumores de tejido blando se pueden mencionar leucemia (por
ejemplo, leucemia mielégena cronica, leucemia mielégena aguda, leucemia
linfoblastica aguda en adultos, leucemia mielégena aguda, leucemia linfoblastica
aguda de células B maduras, leucemia linfocitica crénica, leucemia polinfocitica o
leucemia de células pilosas) o linfoma (por ejemplo, linfoma no Hodgkin, linfoma
cutdneo de células T o enfermedad de Hodgkin). Un tumor sélido incluye
cualquier cancer de tejidos aparte de la sangre, médula o sistema linfatico. Los
tumores sdlidos pueden dividirse a su vez en aquellos de origen en células
epiteliares y de origen en células no epiteliares. Dentro de los ejemplos de
tumores soélidos de células epiteliares podemos encontrar tumores del tracto

gastrointestinal, colon, mama, proéstata, pulmén, riidén, higado, pancreas, ovario,
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cabeza y cuello, cavidad oral, estomago, duodeno, intestino delgado, intestino
grueso, ano, vesicula biliar, labio, nasofaringe, piel, Utero, érganos genitales
masculinos, 6rganos urinarios vejiga y piel. Los tumores sélidos de origen no
epiteliar incluyen sarcomas, tumores cerebrales y éseos.

En algunas realizaciones, el paciente se somete a una prueba de
diagnéstico, por ejemplo, antes y/o durante y/o luego de la terapia. Generalmente,
si una prueba de diagndstico se lleva adelante, una muestra puede ser obtenida
de un paciente que necesite terapia. En los casos en que el individuo tiene
cancer, la muestra puede ser del tumor u otra muestra bioldgica como por ejemplo
de fluido biolégico, entre ellas, sin limitacidn, sangre, orina, saliva, liquido ascitico
o derivados como suero o plasma sanguineo, y similares.

La muestra biologica aqui puede ser una muestra fija, por ejemplo, una
muestra fija en formalina embebida en parafina (FFPE) o congelada.

Varios métodos para determinar la expresion de mRNA o proteina incluye,
sin limitacién, perfil de expression de genes, reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) incluidos calculos en tiempo real de PCR (qRT—PCR), analisis de
micromatriz, analisis serial de expresién de genes (SAGE), MassARRAY, andlisis
de expresion de genes por secuenciacién de firma paralela masiva (MPSS),
proteémica, inmunohistoquimica (IHC), etc. Preferentemente se cuantifica el
mRNA. Dicho analisis de mRNA se realiza preferentemente utilizando la técnica
de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR), o por analisis de micromatriz.
Cuando se emplea PCR, una forma preferida de PCR es cuantitativa en tiempo
real de PCR (qRT-PCR). En una realizacion, la expression de uno o mas de los
genes descriptos anteriormente se considera expresion positiva si estad en la
mediana o por encima de ella, por ejemplo, comparada con otras muestras dei
mismo tipo de tumor. El nivel de expresion de la mediana puede ser determinado
esencialmente contemporaneamente con medicion de expresion de genes o
puede haber sido determinada con anterioridad.

Los pasos de un protocolo representativo para expresion de perfiles de

expresion de genes utilizando tejidos fijos, embebidos en parafina como fuente de

ot
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RNA incluyen aislacion de mRNA, purificacion, extension de cebador y
amplificacion que se presentan en varios articulos publicados (por ejemplo:
Godfrey et al. J. Molec. Diagnostics 2: 84—-91 (2000); Specht et al., Am. J. Pathol.
158: 419-29 (2001)). Brevemente, un proceso representativo se inicia con el corte
de aproximadamente secciones de 10 microgramos de espesor de muestras de
tejido de tumor embebido en parafina. Posteriormente, se extrae el RNA y se
elimina la proteina y el ADN. Luego del analisis de la concentracion de RNA, los
pasos de amplificacién y/o reparacion de RNA se pueden incluir, se fuere
necesario, y el RNA se transcribe en reversa utilizando promotores de genes
especificos seguidos de PCR. Finalmente, la informacién se analiza para
identificar las mejores opciones (u opcion) para el tratamiento disponibles para el
paciente sobre la base de las caracteristicas del patron de expresién de gene
identificado en la muestra del tumor examinada.

La deteccién de expresion de gen o proteina puede realizarse en forma
directa o indirecta.

Uno puede determinar la expresién o amplificacion de c—-met y/o EGFR en
el cancer (directa o indirectamente). Varios ensayos de diagnosis/prognosis estan
disponibles a tal efecto. En una realizacién, la sobreexpresién de c—-met y/o EGFR
puede ser analizada por IHC. Las secciones obtenidas de tejido embebido en
parafina con la biopsia de un tumor pueden estar sujetas al ensayo IHC y segin
criterios de intensidad de coloracion de proteina de c—-met y/o EGFR segun la
siguiente clasificacion:

Puntaje 0 no se observa coloracion o coloracién de membrana en menos
del 10% de las células del tumor.

Puntaje 1+ se detecta coloracion leve, sutiimente perceptible en la
membrana de mas del 10% de las células del tumor. Las células presentan
coloracién solo en parte de su membrana.

Puntaje 2+ se observa coloracién ligera a moderada en toda la membrana

de mas del 10% de las células del tumor.
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Puntaje 3+ se observa coloracién moderada a fuerte en toda la membrana
de mas del 10% de las células del tumor.

En algunas realizaciones, los tumores con puntaje 0 o 1+ para evaluacion
de sobreexpresion de c-met y/o EGFR pueden caracterizarse como sin
sobreexpresion de c-met y/o EGFR, mientras que aquellos tumores con puntaje
de 2+ o 3+ pueden tener sobreexpresion de c—-met y/o EGFR.

En algunas realizaciones, los tumores que presentan sobreexpresion de c—
met y/o EGFR pueden tener un puntaje immunohistoquimico correspondiente al
numero de copias de moléculas de c-met y/o EGFR expresadas por célula y
pueden ser determinadas bioquimicamente:

0 = 0-10.000 copias/célula,

1+ = como minimo alrededor de 200.000 copias/célula,

2+ = como minimo alrededor de 500.000 copias/célula,

3+ = como minimo alrededor de 2.000.000 copias/célula.

Alternativamente o adicionalmente, se pueden llevar a cabo ensayos FISH
en tejido de un tumor fijado en formalina, embebido en parafina para determinar el
alcance (si existiese) de amplificacién de c—met y/o EGFR en el tumor.

La activacion de c-met o0 EGFR puede estar determinada directamente (por
ejemplo, por analisis fosfo—ELISA, u otro medio de deteccion de receptor
fosforilado) o indirectamente (por ejemplo, por deteccion de componentes vias de
sefalicacion corriente abajo activados, deteccion de dimeros de recepcion (por
ejemplo, homodimeros, heterodimeros), detecc'ién de perfiles de expresion de gen
y similares.

Similarmente, la activacion constitutiva de c-met o EGFR o presencia de
EGFR independiente de ligando o c—-met puede ser detectado directa o
indirectamente (por ejemplo, por deteccion de mutaciones de receptor
correlacionadas con actividad constitutiva, por deteccion de amplificacion de
receptor correlacionada con actividad constitutiva y similares).

Los métodos para la deteccién de mutaciones de acido nucleico son bien

conocidos en la técnica. A menudo, si bien no es necesario, un acido nucleico
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objetivo en una muestra se amplifica para proporcionar la cantidad deseada de
material a fin de determinar si hay mutacién presente. Los técnicas de
amplificacién son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, el producto
amplificado puede contener o no toda la secuencia de acido nucleico que codifica
la proteina de interés, siempre que el producto amplificado comprenda la posicién
en la secuencia del acido nucleico/ aminoacido particular donde se sospecha que
existe una mutacion.

En un ejemplo, la presencia de una mutacién puede ser determinada por
contacto del acido nucleico de una muestra con una sonda de acido nucleico capaz
de hibridizar especificamente acido nucleico que codifique acido nucleico mutado y
detectar dicha hibridacién. En una realizacion, la sonda esta marcada en forma
que pueda ser detectada, por ejemplo con un radioisotopo (°*H, *2P, 3P etc), un
agente fluorescente (rodamina, fluoresceno etc.) o un agente cromogénico. En
algunas realizaciones, la sonda es oligdmero antisentido por ejemplo, PNA,
morfolino—fosforamidatos, LNA o 2'-alcoxialcoxi. La sonda puede ser de
aproximadamente 8 a aproximadamente 100 nucleétidos, o de aproximadamente
10 a aproximadamente 75, o de aproximadamente 15 a aproximadamente 50, o de
aproximadamente 20 a aproximadamente 30. En otro aspecto, las sondas de acido
nucleico de la invencién se ‘proporcionan en un kit de identificacién de mutaciones
de c-met en una muestra, dicho kit comprende un oligonucleétido que hibrida
especificamente a un sitio de mutacion o adyacente de él en el acido nucleico que
codifica c-met. Este kit también puede comprender instrucciones para tratar
pacientes con tumores que contienen mutaciones de c—-met con un antagonista de
c—met basado en el resultado de una prueba de hibridacion utilizando el kit.

Las mufaciones también pueden ser detectadas por la comparaciéon de
movilidad electroforética de 4acido nucleico amplificado a la movilidad
electroforética de acido nucleico correspondiente que codifica c-met de tipo
salvaje. Una diferencia en la movilidad indica la presencia de una mutacién en la
secuencia de acido nucleico amplificada. La movilidad electroforética puede ser

determinada por cualquier técnica de separacién molecular, por ejemplo, con gel
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de poliacrilamida.

Los acidos nucleicos también pueden ser analizados para deteccion de
mutaciones utilizando Deteccion de Mutaccion Enzimatica (EMD, por sus siglas en
inglés) (Del Tito et al, Clinical Chemistry 44:731-739, 1998). EMD utiliza
bacteridfagas resolvasa T4 endonucleares VI, que revisan ADN bicatenario hasta
detectar y escindir distorsiones estructurales causadas por discordancias en pares
base resultantes de alteraciones en el acido nucleico como mutaciones en puntos,
inserciones y eliminaciones. La deteccion de dos fragmentos cortos formados por
escision de resolvasa, por ejemplo, por electroforesis de gel, indica la presencia de
una mutacion. Los beneficios del método EMD son un protocolo Unico para
identificar mutaciones en puntos, eliminaciones e inserciones ensayadas
directamente de reacciones de amplificaciones, eliminando la necesidad de
purificacion de la muestra, acortando el tiempo de hibridacion y aumentando la
relacion sefal/ruido. Pueden evaluarse las mezclas de muestras contienen un
exceso de hasta 20 veces los acidos nucleicos normales y fragmentos de hasta 4
kb de tamafio. Sin embargo, el control de EMD no identifica cambios particulares
de base que ocurran en las muestras de mutacién positivas, por lo tanto, se
requieren procedimientos de secuenciacion adicional para identificar la mutacion
especifica si fuere necesario. La enzima CEL | puede ser utilizada en forma
similar para resolvasa T4 endonucleasa VI, como se demuestra en la Patente de
Estados Unidos N° 5.869.245.

Otro kit simple para la deteccion de mutaciones es una prueba de
hibridacién inversa similar a Haemochromatosis StripAssay'™ (Viennalabs
http://www.bamburghmarrsh.com/pdf/4220.pdf) para detecciéon de mutaciones
multiples en genes HFE, TFR2 y FPN1 que causan hemocromatosis. Dicho
ensayo se basa en una secuencia especifica de hibridacion seguida de
amplificacion por PCR. Para ensayos de mutaciéon uUnica, se puede aplicar un
sistema de deteccion con microbandejas mientras que para ensayos de mutacion
multiple se utilizan pruebas como “macromatrices”. Los kits pueden incluir

reactivos listos para utilizar para preparacion de muestra, amplificaciéon y deteccién
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de mutaciéon. Los protocolos de amplificacion Multiplex son convenientes vy
permiten prueba de muestras con volimenes muy limitados. Con el formato
directo de StripAssay, las pruebas para veinte 0 mas mutaciones estar completas
en menos de cinco horas sin necesidad de tener equipamiento costoso. El ADN
se aisla de una muestra y el acido nucleico objetivo se amplifica in vitro (por
ejemplo, con PCR) y se etiqueta generalmente en una reacciéon de amplificacion
unica (“multiplex”). Los productos de amplificacion luego se hibridan
selectivamente a sondas oligonucleétidas (de tipo salvaje y especifico mutante)
inmovilizadas en un soporte sélido como una tira de prueba en la que se
inmovilizan las sondas en linea paralela o en bandas. Se detectan amplicones
biotinilados unidos con fosfatasa estreptavidina alcalina y sustratos de color.
Dicho ensayo puede detectar todos o parte de subgrupos de mutaciones de la
invenciéon. Con respecto a una banda de sonda fnutante particular, uno de tres
patrones de sefializacion es posible: (i) una banda sélo para sonda tipo salvaje
que indique una secuencia de acido nucleico normal; (ii) bandas tanto para tipo
salvaje como para mutanté que indique genotipo heterocigoético; y (iii) una banda
solamente para sonda mutante que indique genotipo mutante homocigotico.
Concordantemente, en un aspecto, la invenciéon proporciona un método de
deteccion de mutaciones de la invencién que comprende la aislacion y/o
amplificacion de una secuencia de acido nucleico de c—met objetivo de una
muestra, de forma que el producto de la amplificacién comprende un ligando,
contactando el producto de la amplificacion con una sonda que comprende una
molécula de enlace detectable al ligando y la sonda es capaz de hibridar
especificamente a una mutacion y luego detectar la hibridacion de dicha sonda a
dicho producto de la amplificacion. En una realizacién, el ligando es biotina y la
molécula de enlace es avidina o estreptavidina. En una realizacién, el enlace
comprende esteptavidina alcalina que es detectable con sustratos de color. En
una realizacién, las sondas se inmovilizan por ejemplo en una tira de prueba en
donde las sondas complementarias a las diferentes mutaciones se separan entre

si. Alternativamente, el acido nucleico amplificado se etiqueta con un radioisotopo
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y en tal caso la sonda no debe comprender una etiqueta detectable.

Las alteraciones de un gen de tipo salvaje comprenden todas las formas de
mutaciones como inserciones, inversiones, eliminaciones y/o mutaciones por
puntos. En una realizacion, las mutaciones son somaticas. Las mutaciones
somaticas ‘son aquellas que ocurren solamente en ciertos tejidos, por ejemplo, en
tejidos de tumores y no se encuentran en la linea germinal. Las mutaciones de la
linea germinal pueden hallarse en cualquiera de los tejidos del cuerpo.

Una muestra que comprende acido nucleico objetivo puede obtenerse por
métodos conocidos en la técnica, y que son apropiados para el tipo particular y
ubicacion del tumor. Lé biopsia de tejido se utiliza frecuentemente para obtener
una porcidn representativa de tejido de tumor. Alternativamente, las células del
tumor pueden ser obtenidas indirectamente en la forma de tejidos o fluidos que se
sabe o se supone que contienen células del tumor de interés. Por ejemplo,
pueden obtenerse muestras de lesiones de cancer de pulmoén con reseccion,
broncoscopia, aspiracién con aguja fina, cepillado bronquial o de esputo, fluido
pleural o sangre. Los genes mutantes o productos de gen pueden ser detectados
de un tumor o de otras muestras del cuerpo como orina, esputo o suero. Las
mismas técnicas que se explican mas arriba para deteccién de genes mutantes
objetivo o productos de genes en muestras de tumor pueden aplicarse a otras
muestras del cuerpo. Las células cancerigenas se separan de los tumores y
aparecen en dichas muestras del cuerpo. Al revisar dichas muestras, se puede
lograr un simple diagnostico temprano para enfermedades como el cancer.
Ademas, el progreso de la terapia se puede controlar mas faciimente al hacer
pruebas en dichas muestras para genes mutantes objetivo o productos de gen.

Los medios para enriquecer la preparaciéh de un tejido para células
cancerigenas son bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, el tejido puede ser
aislado de secciones de parafina o criostaticas. Las células cancerigenas también
pueden ser separadas de las células normales por citometria de flujo o
microdiseccion con captura de laser. Estas y otras técnicas de separacion de

células cancerigenas de normales son bien conocidas en la técnica. Si el tejido de
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un tumor se encuentra altamente contaminado con células normales, la deteccion
de mutaciones puede ser mas dificil, si bien las técnicas para minimizar la
contaminacion y/o falsos resultados positivos/negativos se conocen, algunos de
ellas se describen mas abajo. Por ejemplo, una muestra también puede ser
evaluada para la presencia de un biomarcador (incluida una mutacién) conocida
por su asociacion con células de un tumor de interés pero no poseen una células
normal correspondiente 0 viceversa.

La deteccion de mutacion por puntos en acido nucleico objetivo puede
realizarse por clonacion molecular de acido nucleico objetivo y secuenciacién de
acido nucleico con métodos conocidos en la técnica. Alternativamente, las
técnicas de amplificacion como reaccién de cadena de la polimerasa (PCR)
pueden ser utilizados para amplificar secuencias de acido nucleico objetivo
directamente de la preparacion de ADN gendémico del tejido del tumor. La
secuencia de acido nucleico de las secuencias amplificadaas pueden
posteriormente ser determinadas y las mutaciones seran identificadas. Las
tecnicas de amplificacion son conocidas en la técnica, por ejemplo, reaccién en
cadena de la polimerasa segun se describe en Saiki et al., Science 239:487, 1988;
Pat. U.S. N°4.683.203 y 4.683.195.

Debe destacarse que el disefio y la selecciéon de cebadores apropiados son
metodos bien conocidos en la técnica.

La reaccion en cadena ligasa, que es conocida en la técnica, también
puede ser utilizada para amplificar secuencias objetivo de acido nucleico. Ver, por
ejemplo, Wu et al., Genomics, Vol. 4, pp. 560-569 (1989). Ademas, también se
puede utilizar una técnica conocida como PCR especifica de alelo. Ver, por
ejemplo, Ruano y Kidd, Nucleic Acids Research, Vol. 17, p. 8392, 1989. Segun
esta tecnica, se utilizan los cebadores que hibridan a sus extremos 3'a una
mutacion de acido nucleico objetivo particular. Si la mutacién particular no esta
presente, no se observa amplificacion del producto. También se puede utilizar la
técnica de sistema de mutacién refractaria de amplificacion (ARMS, por sus siglas

en inglés), segun se describe en la Publicaciéon de Solicitud de Patente Europea N°
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0332435, y en Newton et al., Nucleic Acids Research, Vol. 17, p.7, 1989. Las
inserciones y eliminaciones de genes también pueden detectarse por clonacién,
secuenciamiento y amplificacion. Ademas, las sondas de polimorfismos en la
longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP) para el gen o genes marcadores
circundantes pueden ser utilizadas para marcar las alteraciones de un alelo o una
insercion en un fragmento polimérfico. El analisis de polimorfismos de
conformacién de ADN monocatenario (SSCP, en inglés) también puede utilizarse
para detectar variantes de cambio de un alelo. Véase, por ejemplo, Orita et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA Vol. 86, pp. 2766-2770, 1989, y Genomics, Vol. 5, pp.
874-879, 1989. También pueden utilizarse otras técnicas para detectar
inserciones y eliminaciones conocidas en la técnica.

También se puede detectar la alteracién de genes de tipo salvaje sobre la
base de la alteracion del producto de la expresion de tipo salvaje de un gen.
Dichas expresiones de productos incluyen tanto el mMRNA como el producto de la
proteina. Las mutaciones por puntos pueden detectarse al amplificar y secuenciar
el mRNA o por clonacién molecular de ADNc del mRNA. La secuencia del ADNc
clonado puede ser determinada con técnicas de secuenciacién de ADN conocidas
en la técnica. El ADNc también puede ser secuenciado por reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR).

Las discordancias son duplicaciones hibridadas de acido nucleico que no
son 100% complementarias. La falta total de complementariedad puede deberse
a eliminaciones, inserciones, inversiones, sustituciones o mutaciones fuera de
marco. La deteccion de discordancias puede utilizarse para detectar mutaciones
por puntos en un acido nucleotico objetivo. Si bien estas técnicas pueden ser
menos sensibles que la secuenciacion, son mas simples para realizar en grandes
cantidades de muestras de tejido. Un ejemplo de técnica de escision de
discordancias es el métodos de proteccion RNasa, que se describe en detalle en
Winter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 82, p. 7575, 1985, y Meyers et al.,
Science, Vol. 230, p. 1242, 1985. Por ejemplo, un método de la invencion puede

involucrar el uso de una ribosonda etiquetada complementaria al acido nucleico
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objetivo tipo salvaje humano. La ribosonda y el acido nucleico derivado de una
muestra de tejido se aparean (hibridan) y luego se digieren con la enzima RNasa
A que es capaz de detectar algunas discordancias en estructuras de RNA dobles.
Si una discordancia es detectada por RNasa A, se escinde en el sitio de la
discordancia. Por lo tanto, cuando la preparacion de RNA apareada se separa en
una matriz de gel electroforético, si una discordancia ha sido detectada y escindida
por RNasa A, un producto de RNA se vera mas pequefio que el RNA total
duplicado para la ribosonda y el mRNA o ADN. La ribosonda no debera ser del
largo total del 4cido nucleico objetivo mRNA o gen, pero puede ser una porcién del
acido nucleico objetivo siempre que acomparie la posicion donde se espera una
mutacion. Si la ribosonda comprende sélo un segmento del mRNA &cido nucleico
objetivo o gen es deseable usar una cantidad de estas sondas para controlar toda
la secuencia de acido nucleico objetivo para encontrar discordancias, si se desea.

En forma similar, las sondas de ADN pueden utilizarse para detectar
discordancias, por ejemplo, por escisién enzimatica o quimica. Ver, por ejemplo,
Cotton et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 85, 4397, 1988; y Shenk et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 72, p. 989, 1975. Alternativamente, las discordancias
pueden ser detectadas por cambios en la movilidad electroforética de
discordancias dobles relativas a concordancias dobles. Ver, por ejemplo, Cariello,
Human Genetics, Vol. 42, p. 726, 1988. Con cada ribosonda o sonda de ADN, el
acido nucleico objetivo mMRNA o ADN que pueda contener una mutacion puede
ser ampliada antes de la hibridacion. Los cambios en el ADN del acido nucleico
objetivo pueden ser utilizados con hibridacién Southern, especialmente si los
cambios son de reordenamiento importante como eliminaciones o inserciones.

Las secuencias de ADN de 4&cido nucleico objetivo que han sido
amplificadas pueden ser controladas con sondas especificas de alelos. Estas
sondas son oligémeros de acido nucleico, y cada una de ellas contiene una region
de gen de acido nucleotico objetivo que contiene una mutacion conocida. Por
ejemplo, un oligbmero puede ser de cerca de 30 nucledtidos de extension,

correspondiente a una porcién de secuencia de genes objetivo. Por el uso de una
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serie de sondas especificas de alelos, los productos de la amplificacion de acido
nucleico objetivo pueden ser controlados para identificar la presencia de una
mutacion previamente identificada en el gen objetivo. La hibridacion de sondas
especificas de alelos con secuencias de acido nucleico objetivo amplificado puede
llevarse adelante por ejemplo en un filtro de nylon. La hibridacién a unaksonda
particular en condiciones de estricta hibridacion indica la presencia de la misma
mutacion en el tejido del tumor asi como en la sonda especifica de alelo.

La alteracion de genes objetivo de tipo salvaje también puede ser detectada
por control de alteracién de la correspondiente proteina de tipo natural. Por
ejemplo, los anticuerpos monoclonales inmunoreactivos con un producto de gen
objetivo se pueden utilizar para controlar un tejido por ejemplo un anticuerpo que
es conocido por unirse a una posicion mutada particular del producto del gen
(proteina). Por ejemplo, un anticuerpo que se usa puede ser uno que se une a un
exon eliminado (pore ejemplo, exdn 14) o que se une a un epitopo conformacional
que comprende una porcién eliminada de la proteina objetivo. La falta de un
antigeno cognado indicaria mutaciéon. Los anticuerpos especificos para productos
de alelos mutantes podrian utilizarse también para detectar productos de gen
mutante. Los anticuerpos pueden estar identificados por bibliotecas de expresién
en fago. Dichos ensayos inmunolégicos pueden realizarse en cualquier formato
conveniente conocido en la técnica. Estos incluyen técnica Western blot, ensayos
inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Cualquier medio para la deteccion de una
proteina alterada puede ser utilizado para detectar alteracién de genes objetivo de
tipo salvaje.

Los pares de cebador son utiles para la determinacion de secuencia de
nucleitido de acido nucleico objetivo con técnicas de amplificacion de acido
nucleico como reaccién en cadena de la polimerasa. Los pares de cebadores de
ADN monocatenario pueden aparearse en secuencias interiores o circundantes a
la secuencia de acido nucleico objetivo a fin de cebar la amplificacion a la
secuencia objetivo. También se pueden utilizar cebadores especificos de alelos.

Dichos cebadores se aparean solamente para una secuencia objetivo mutante
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particular y entonces, sélo amplificara un producto en presencia de una secuencia
de objetivo mutante como plantilla. A fin de facilitar la subsiguiente clonacién de
secuencias amplificadas los cebadores pueden tener restriccion enzimatica
secuencial en sus extremos. Dichas enzimas y lugares son conocidos en la
técnica. Los mismos cebadores pueden sintetizarse con métodos conocidos en la
técnica. Generalmente, los cebadores pueden realizarse con maquinas
sintetizadoras de oligonucledtidos disponibles comercialmente. El disefio de
cebadores particulares es conocido en la técnica.

Las sondas de acido nucleico son Utiles para una variedad de propdsitos.
Pueden utilizarse en hibridacion Southern de ADN gendémico y en el método de
proteccion de RNasa para detectar mutaciones por puntos ya discutido més arriba.
Las sondas pueden utilizarse para detectar productos de amplificacion de acido
nucleico objetivo. También pueden utilizarse para detectar discordancias con el
gen de tipo salvaje o mRNA con otras técnicas. Las discordancias se pueden
detectar con enzimas (por ej, S1 nucleasa), quimicos (por ej hidroxilamina o
tetroxido de osmio y piperidina) o cambios en movilidad electroforética de
discordancias de hibridos en comparacion con hibridos de concordancia total.
Estos métodos son conocidos en la técnica. Ver Novack et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, Vol. 83, p. 586, 1986. Generalmente, las sondas son complementarias a
secuencias fuera del dominio de la quinasa. Una serie entera de sondas de acido
nucleico puede ser utilizada para preparar un kit para deteccién de mutaciones en
acidos nucleicos objetivo. El kit permite la hibridacion de una gran region de
secuencia objetivo de interés. Las sondas pueden superponerse entre si o ser
continuas.

Si una ribosonda se utiliza para detectar discordancias con mRNA, es
generalmente complementaria al mRNA del gen objetivo. La ribosonda es
entonces, una sonda antisentido, ya que no codifica el producto de gen
correspondiente ya que es complementaria a la cadena de sentido. La ribosonda
en general puede etiquetarse con material radioactivo, colorimetrico o

fluorometrico, logrado por cualquier método en la técnica. Si una ribosonda se usa
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para detectar discordancias con ADN puede ser de polaridad, sentido o
antisentido. En forma similar, las sondas de ADN también se pueden usar para
detectar discordancias.

En algunos casos, el cancer genera sobreexpresion o no en el receptor c—
met y/o EGFR. La sobreexpresién del receptor puede estar determinada en un
ensayo de diagnostico o prognostico al evaluar niveles de proteina del receptor
presentes en la superficie de una célula (por ej., mediante ensayo
inmunohistoquimico, IHC). Alternativamente, o adicionalmente, uno puede medir
los niveles de acido nucleico que efectua la codificacion del receptor en la célula,
por ejemplo, mediante hibridacion fluorescente in situ (FISH; ver WO98/45479
publicado en octubre de 1998), por método Southern blot, o por reaccidén de la
cadena de la polimerasa (PCR), como célculo de PCR en tiempo real (RT-PCR).
Ademas de los ensayos descriptos mas arriba, varios ensayos in vivo estan
disponibles para los familiarizados en la técnica. Por ejemplo, uno puede exponer
células dentro del cuerpo de un paciente a un anticuerpo que esta etiquetado
opcionalmente con una etiqueta detectable, por ejemplo, un isotopo radiactivo, y
unir al anticuerpo las células del paciente para evaluacién, por ejemplo, por control
externo de radioactividad o por el analisis de una biopsia tomada de un paciente
previamente expuesto al anticuerpo.

Agentes Quimoterapéuticos

La terapia de combinacion de la invencion puede comprender ademas uno
0 mas agentes quimoterapéuticos. La administracion combinada incluye la
coadministracién o administraciéon concurrente, con formulas separadas o una sola
formulacién farmacéutica, y la administracion consecutiva en cualquier orden en
donde preferentemente hay un periodo de tiempo donde ambos (o todos) los
agentes reactivos ejerzan sus funciones biolégicas simultdneamente.

Si se administra el agente quimoterapéutico, se efectia en dosis conocidas
para el mismo u opcionalmente se reducen debido a la accién combinatoria de las
drogas o efectos negativos atribuibles a la administracion de agentes

quimoterapéuticos antimetabolitos. Los cronogramas de preparacion y dosis para
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dichos agentes pueden utilizarse segun las instrucciones del fabricante o segtn se
determine empiricamente por el técnico versado para tal procedimiento.

Varios agentes quimoterapéuticos que pueden combinarse se describen
mas arriba. Los agentes quimoterapéuticos preferidos para combinaciéon se
seleccionan de un grupo que comprende un taxoide (incluidos docetaxel vy
paclitaxel), vinca (como vinorelbina o vinblastina), compuesto de platino (como
carboplatino o cisplatino), inhibidor de aromatasa (como letrozola, anastrazola, o
exemestana), anti-estrégeno (fulvestrante o tamoxifeno), etoposido, tiotepa,
ciclofosfamida, metotrexate, doxorrubicina liposomal, doxorrubicina liposomal
pegilada, capecitabina, gemcitabina, inhibidor de COX-2 (por ejemplo, celecoxib),
o inhibidor proteosomatico (por ej. PS342).

Formulaciones, dosis y administracién

Los agentes terapéuticos utilizados en la invencién seran formulados,
dosificados y administrados de modo consistente con las buenas practicas de la
medicina. Los factores a considerar en este contexto incluyen el trastorno
particular que se trate, el paciente particular que se trate, la condicién clinica del
paciente individual, la causa del trastorno, el lugar de administracion del agente, el
método de administracion, el cronograma de administracién, la interaccién droga—
droga de los agentes que se combinardn y otros factores conocidos para los
meédicos.

Las formulaciones terapéuticas se preparan segin métodos estandar
conocidos en la técnica por mezcla de ingrediente activo con el grado deseado de
pureza con portadores fisiolbgicamente aceptables opcionales, excipientes o
estabilizadores (Remington’s Pharmaceutical Sciences (20° edicién), ed. A.
Gennaro, 2000, Lippincott, Williams & Wilkins, Filadelfia, PA). Los portadores
aceptables pueden ser salinos o buffers como fosfato, citrato y otros acidos
organicos; antioxidantes como acido ascorbico; peso molecular bajo (menos de
cerca de 10 residuos) polipéptidos; proteinas, como albumina de cera, gelatina o
immunoglobulinas; polimeros hidrofilicos como polivinilpirrolidona, aminoacidos

como glicina, glutamina, asparaginas, arginina or lisina; monosacaridas,
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disacaridas, y otros carbohidratos como glucosa, mannosa, o dextrinas: agentes
quelantes como EDTA; alcoholes de azlcar como manitol o sorbitol; contraiones
formadores de sal como el sodio; y/o sufractantes no iénicos como TWEEN™
PLURONICS™, o PEG.

Opcionalmente, pero preferentemente, la formulacién contiene una sal
farmacéuticamente  aceptable, preferentemente cloruro de sodio, vy
preferentemente  en  concentraciones fisioldgicas. Opcionalmente, las
formulaciones de la invencion pueden contener un conservante aceptable
farmacéuticamente. En algunas realizaciones los rangos de concentracion de
consewahte son de 0,1 a 2,0%, tipicamente v/v. Los conservantes adecuados
incluyen aquellos conocidos en la técnica farmacéutica. Alcohol de benzil, fenol,
m—cresol, metilparabeno y propilparabeno son los conservantes preferidos.
Opcionamente, las formulaciones de la invencién pueden incluir un sufractante
farmacéuticamente aceptable en una concentracioén de 0,005 a 0,02%.

La formulacién aqui también puede contener mas de un compuesto activo
segun fuere necesario para la indicacion particular que se trate, preferentemente
aquellos con actividades complementarias que no se afectan en forma adversa
entre si. Dichas moléculas estan presentes adecuadamente en combinacién en
cantidades efectivas para el fin propuesto.

Los ingredientes activos también pueden conservarse en microcapsulas
preparadas, por ejemplo, por técnicas de coacervacién o por polimerizacion
interfacial, por ejemplo, hidroximetilcelulosa o microcapsula de gelatina y
microcapsula de poli—-(metilmetacilato), respectivamente, en sistemas de entrega
de droga coloidal (por ejemplo, liposomas, microesferas de albimina,
microemulsiones, nano-particulas y nanocapsulas) o en macroemulsiones.
Dichas técnicas se muestran en Remington’s Pharmaceutical Sciences, supra.

Se pueden hacer preparaciones de liberacion sostenida. Son ejemplos
adecuados de preparaciones de liberaciéon sostenida matrices semipermeables de
polimeros hidrofébicos sélidos que contienen el anticuerpo, en matrices con forma,

por ejemplo, films o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacién
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sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietil—
metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilacteos (Patente de los Estados Unidos N°
3.773.919), copolimeros de acido L—glutamico y y etil-L—glutamato, etileno vinil
acetato no degradable, copolimeros de acido glicdlico y acido lactico degradable
como LUPRON DEPOT™ (microesferas inyectables compuestas por copolimeros
de éacido lactico y acido glicolico y acetato de leuprolida), y poli-D—(=)-3-acido
hidroxibutirico. Los polimeros como etileno vinil acetato, acido lactico y acido
glicolico permiten la liberacion de moléculas por mas de 100 dias, mientras que
ciertos hidrogeles liberan proteinas por periodos mas cortos. Cuando los
anticuerpos encapsulados permanecen en el cuerpo por un tiempo prolongado,
pueden desnaturalizarse o agregarse como resultado de su exposicién a la
humedad a 37°C, lo que resulta en la pérdida de actividad biolégica y cambios
posibles en la inmunogenética. Pueden pensarse estrategias racionales para la
estabilizacion segun el mecanismo involucrado. Por ejemplo, si en el mecanismo
de agregacién se descubre que aparece una formacién de enlace S-S
intermolecular en el intercambio tio—disulfuro, la estabilizacién puede lograrse al
modificar los residuos de sulfidrilo, liofilizando soluciones de acido, controlando el
contenido de humedad, utilizando aditivos apropiados y desarrollando
composiciones de matrices de polimeros especificos.

Los agentes terapéuticos de la invenciéon se administran a un paciente
humano segin metodos conocidos, por ejemplo, administracion intravenosa como
bolo" o por infusion continua en un periodo de tiempo por via intramuscular,
intraperitoneal, intracerobrospinal, subcutanea, intra—articular, intrasinovial,
intratecal, oral, tdpica, o por inhalacién. En el caso de antagonistas de VEGF, la
administraciéon local es particularmente deseable si se asocian efectos
secundarios extensivos o toxicidad con el antagonismo de VEGF. Una estrategia
ex vivo también puede utilizarse para aplicaciones terapéuticas. Las estrategias
ex vivo comprenden transfectacion o transduccién de células obtenidas del sujeto
con polinucledtido que codifica un antagonista de c—-met o EGFR. Las células

transfectadas o transducidas se devuelven luego al sujeto. Puede tratarse de
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cualquier célula dentro de un rango variado de tipos incluidos a modo enumerativo
células hemopoyéticas (por ejemplo, células de la medula, macréfagos, monocitos
celulas denditricas, células T o células B), fibroblastos, células epiteliales, células
endoteliales, queratinocitos y células musculares. |

Por ejemplo, si el antagonista de c—-met o EGFR es un anticuerpo, el
anticuerpo se administra por cualquier medio adecuado, incluido el parenteral,
subcutaneo, intraperitoneal, intrapulmonar e intranasal, y si se desea para el
tratamiento local inmusupresor, administracion intralesional. Las infusiones
parenterales incluyen administracion intramuscular, intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, o subcutanea. Ademas, el anticuerpo se administra
adecuadamente por infusion por pulso, particularmente con dosis decrecientes de
anticuerpo. Preferentemente, la dosis se administra con inyecciones,
preferentemente intravenosa o subcutdnea, dependiendo en parte del tipo de
administracion, breve o crénica.

En otro ejemplo, el compuesto antagonista de c—-met 0 EGFR se administra
localmente, por ejemplo, por inyeccion directa cuando el trastorno o ubicacion del
tumor lo permita y puede repetirse la aplicacion de inyecciones periédicamente.
Este antagonista de c—-met o EGFR también puede ser entregado sistémicamente
al sujeto o directamente a las células del tumor, por ejemplo, o el lecho de un
tumor luego de extraccién quirdrgica del tumor a fin de prevenir o reducir
recurrencia local o metastasis.

La administracion de los agentes terapéuticos en combinacién tipicamente
se realiza en un periodo de tiempo definido (generalmente minutos, horas, dias o
semana segun la combinacion seleccionada). La terapia combinatoria intenta
apoyar la administracién de estos agentes terapéuticos en forma secuencial, es
decir, en donde cada agente terapéutico se administra en un momento diferente
asi como la administracién de dichos agentes terapéuticos o al menos dos de ellos
en forma simultanea. |

El agente terapéutico puede ser administrado por la misma via o por vias

distintas. Por ejemplo, el antagonista de EGFR o c—met en la combinacién puede
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ser administrado por inyeccién intravenosa mientras que el inhibidor de proteina
quinasa en la combinacion puede administrarse por via oral. Alternativamente, por
ejemplo, ambos agentes terapéuticos pueden administrarse por via oral o por
inyeccién intravenosa segun el agente terapéutico especifico. La secuencia en la
que los agentes terapéuticos se administran también varia segin los agentes
especificos.

Segun el tipo y severidad de la enfermedad, aproximadamente 1 ug/kg a
100 mg/kg (por ej., 0,1-20 mg/kg) de cada agente terapéutico es una dosis inicial
propuesta para la administracion al paciente ya sea que se trate por ejemplo, de
una o mas administraciones separadas o por infusién continua. Una dosis tipica
diaria puede variar entre aproximadamente 1 ug/kg a 100 mg/kg o mas, segun los
factores mencionados anteriormente. Para el caso de administraciones repetidas
a lo largo de varios dias 0 mas, segun la condicion, el tratamiento se sostiene
hasta que se trate el cancer, segin mediciones descriptas anteriormente. Sin
embargo, otros regimenes de dosis pueden ser (tiles. En un ejemplo, si el
antagonista de cmet o EGFR es un anticuerpo, el anticuerpo de la invencion se
administra cada dos a tres semanas, en un rango de dosis que varia entre
aproximadamente 5 mg/kg a 15 mg/kg. Si el antagonista de c—-met o0 EGFR es un
compuesto molecular oral pequerio, la droga se administra diariamente dentro de
un rango de dosis de aproximadamente 25 mg/kg a aproximadamente 50 mg/kg.
Ademas, el compuesto oral de la invencién puede ser administrado ya sea por el
regimen tradicional intermitente de alta dosis o por dosis mas bajas y frecuentes
sin descansos programados (esta terapia recibe el nombre de “metronémica”).
Cuando se usa un régimen intermitente, por ejemplo, la droga puede administrarse
diariamente por dos a tres semanas seguidas de una semana de descanso, o en
forma diaria por cuatro semanas seguidas de un descanso de dos semanas,
segun la dosis diaria y la indicacién de cada caso en particular. El progreso de la
terapia de la invencidon se controla facilmente por técnicas y ensayos

convencionales.

1A
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La presente solicitud comtempla la administraciéon del antagonista de met
y/o EGFR por terapia de genes. Ver por ejemplo, WO96/07321 publicada el 14 de
marzo de 1996 sobre el uso de terapia de gen para generar anticuerpos
intracelulares.

Hay dos grandes enfoques para el acercamiento de acido nucleico
(optionalmente contenidos en un vector) en las células del paciente; in vivo y ex
vivo. Para la administracion in vivo, el acido nucleico se inyecta directamente en
el paciente, generalmente en el lugar en el que se necesita el anticuerpo. Para el
tratamiento ex vivo, se remueven las células del paciente, se introduce el acido
nucleico en estas células aisladas y las células modificadas se administran al
paciente ya sea por via directa o por ejemplo, encapsulada en membranas
porosas que se implantan en el paciente (ver, por ejemplo, Patente de los Estados
Unidos N° 4.892.538 y 5.283.187). Hay una variedad de técnicas disponibles para
la introduccion de &cido nucleico en células viables. Las técnicas varian segun si
el acido nucleico se transfiere a células cultivadas in vitro, o in vivo en las células
del huésped objetivo. Las técnicas adecuadas para la transferencia de acido
nucleico en células mamarias in vitro incluyen el uso de liposomas,
electroporacion, microinyeccion, fusion de células, DEAE—dextrano, el método de
precipitacion de fosfato de calcio, etc. Un vector cominmente utilizado para la
entrega ex vivo de un gen es un retrovirus.

Las tecnicas de transferencia de acido nucleico in vivo preferidas
actualmente incluyen la transfeccién con vectores virales (como adenovirus, virus
Herpes simplex |, o virus adeno—asociados) y sistemas basados en lipidos (son
lipidos utiles para la transferencia por lipidos del gen son DOTMA, DOPE y DC—
Chol, por ejemplo). En algunas situaciones es deseable proporcionar a la fuente
de acido nucleico un agente que llegue a las células objetivo, como un anticuerpo
especifico para la proteina de la membrana de la superficie de una células o la
célula obejtivo, un ligando para un receptor en la célula objetivo, etc. Donde se
utilizan liposomas, las proteinas que los unen a la proteina de la membrana de la

superficie de una célula asociada con endocitosis puede utilizarse para atacar y/o
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facilitar la captacién, por ejemplo, proteinas capside o fragmentos de la misma
para un tipo particular de célula, anticuerpos para proteinas que se someten a
internalizacion en circulos, y proteinas que tienen como objetivo la localizacion
intracelular y la optimizacion de la vida media intracelular. La técnica de
endocitosis mediante receptor se describe, por ejemplo, en Wu et al., J. Biol.
Chem. 262:4429-4432 (1987); y Wagner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
87:3410-3414 (1990). Para la revisién de protocolos de terapia con gen y
marcacion de gen actualmente conocidos, ver Anderson et al., Science 256:808—
813 (1992). Ver también WO 93/25673 y las referencias citadas en el mismo.

Los siguientes son ejemplos de los métodos y composiciones de la
invencion. Se entiende que varias otras realizaciones pueden practicarse dada la
descripcion general mencionada mas arriba.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Analisis de la expresién de c—-met vy EGFR en lineas de celulas de

NSCLC v muestras de tumores.

Materiales y métodos

Estudios de micromatriz El analisis de expresion de gen basico de las lineas de

celulas de NSCLC y de tumores primarios se llevé adelante con RNA extraido de
cultivo de células sub—confluentes o lisatos de tumor congelado de la plataforma
de microensayos Affymetrix (Santa Clara, CA) (HGU133Plus_2.0 chips). La
preparacion de RNA complementario, hibridaciones de matriz, y analisis de datos
posterior se llevé adelante con protocolos de fabricacion esencialmente como se
describen en Hoffman EP et al., Nat Rev Genet 5:229-37 (2004).

A fin de evaluar la correlaciéon de una expresion c—met con una expresién
de otra tirosina quinasas receptoras (RTKs) expresados en especimenes de
NSCLC, se utilizé un filtro de variacién para excluir los genes con variaciéon minima
en las muestras a ser analizadas. Los genes con expresion minima (aquellos para
los que la variacion absoluta (max—min) en las muestras fue < 1000) se excluyen
de los pasos siguientes del andlisis. Ademas, se eligié una sola sonda para

representar un gen. Los coeficientes de correlacién de ranking de Spearman (p)
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fueron determinados para cada gen contra una sonda de MET mRNA (ID de la
sonda: 203510_at) o proteina c—met (IHC).
PCR cuantitativo. Los niveles de expresién de EGFR y MET mRNA fueron

evaluados por RT-PCR cuantitativo utilizando técnicas estandar Tagman. Los
niveles de transcripcion fueron normalizados al gen de mantenimiento de la
proteina ribosomal L19 (RPL19) y los resultados fueron expresados en sus valores
normales de expresion (=27') o en expresién normalizada relativa a fuente de
reserva de tejido (=2722%Y). Se utlizaron los siguientes grupos de
cebadores/sondas:

RPL19: cebador directo, 5>~ACCCCAATGAGACCAATGAAATC-3’ (SEC ID
N°: 26), cebador inverso, 5>~ATCTTTGATGAGCTTCCGGATCT-3* (SEC ID N°:
27),

sonda, 5’(VIC)- AATGCCAACTCCCGTCAG—(MGBNFQ)-3’> (SEC ID Ne:
28);

MET: cebador directo, 5°~ CATTAAAGGAGACCTCACCATAGCTAAT-3’
(SEC ID N¢; 29),

cebador inverso, 5~ CCTGATCGAGAAACCACAACCT-3’ (SEC ID N°: 30),

sonda, 5'(FAM)- CATGAAGCGACCCTCTGATGTCCCA—~(BHQ-1)-3" (SEC
ID N° 31); Los grupos de cebadores/sondas para EGFR fueron adquiridos de
Applied Biosystems (cat # 4331182, Hs00193306; Foster City, CA).

Immunohistoquimica (IHC). Los especimenes fijados en formalina y

embebidos en parafina fueron divididos en secciones de 5 micrones de espesor.
Luego de la desparafinacion y rehidratacion, las secciones fueron procesadas para
el andlisis de IHC de c-Met y EGFR. La IHC de EGFR fue realizada con el Kit
pharmDx™ para EGFR (Dako, Glostrup; Dinamarca) segun las instrucciones del
fabricante. Para la inmunohistoquimica (IHC) de c—met, se realiz6 la extraccién del
antigeno con un buffer precalentado Target Retrieval (Dako, Glostrup, Dinamarca)
a 99°C durante 40 minutos para la IHC de c-met. La actividad peroxidasa
enddgena se neutraliz6 con KPL Blocking Solution (KPL, Gaithersburg, MD) a

temperatura ambiente durante 4 minutos. La avidina/biotina endogen fue
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bloqueada con el Kit Vector Avidin Biotin Blocking Kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Luego, las secciones se incubaron con 10 pg/ml anticuerpo
monoclonal anti-c-met de ratén (clon DL-21) (Upstate Biotechnology Inc. Lake
Placid, NY) en suero bloqueante durante 60 minutos a temperatura ambiente,
seguida de la incubacién con anticuerpos secundarios biotinilados anti-ratén de
caballo durante 30 minutos. Para desarrollar las secciones, se utilizé Vectastain
ABC Elite Reagent (Vector Laboratory, Burlingame, CA) con Metal Enhanced DAB
(Pierce Biotechnology, Inc. Rockford, IL). Los niveles de expresion fueron
clasificados como: negativo (-), débil (+), moderado (++) o fuerte (+++). Las lineas
de celulas o especimen del tumor que contiene mas de 10% de las células del
tumor con coloracion débil, moderada o fuerte se consideré positivo.

Cutivo de células y muestras del tumor Las lineas celular se obtuvo de

la Coleccién Americana de Cultivos Tipo [American Type Culture Collection], del
depédsito de la Division de Tratamiento de Cancer y Diagnostico del Instituto
Nacional de Cancer [NCI Division of Cancer Treatment and Diagnosis], y de
Recursos Cientificos de la Salud Japoneses [Japanese Health Sciences
Resources], tal como se muestra en la Tabla 1. Todas las lineas de celulares
fueron mantenidas en RPMI 1640 complementado con 10% FBS (Sigma, St.
Louis, MO), y 2 mM de L—glutamina. Las muestras de tumores fueron obtenidas
de la Universidad de Michigan, Cybrdio, Cooperative Human Tissue Network y de
Integrated Laboratory services.

Tabla 1: Lineas de células usadas en Ejemplos.

Linea de
célula Fuente Tagman IHC

A427 ATCC* X

A549 ATCC X X
Cientificos de
Salud

ABC-1 Japoneses™* X

Calu-1 ATCC X X

| 2D
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EBC-1 Japoneses X
EKVX NCI-DCTD*** X X
H1155 ATCC X

H1299 ATCC X X
H1435 ATCC X X
H1568 ATCC X X
H1650 ATCC X X
H1651 ATCC X X
H1666 ATCC X X
H1703 ATCC X X
H1781 ATCC X X
H1793 ATCC X X
H1838 ATCC X X
H1975 ATCC X X
H2009 ATCC X X
H2030 ATCC X X
H2122 ATCC X X
H2126 ATCC X X
H226 ATCC X X
H23 ATCC X X
H2405 ATCC X X
H292 ATCC X X
H322T ATCC X X
H358 ATCC X X
H441 ATCC X X
H460 ATCC X X
H520 ATCC X X
H522 ATCC X X
H596 ATCC X X
H647 ATCC X X
H650 ATCC X X
H661 ATCC X X
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H838 ATCC X
HLFa ATCC X
HOP 18 NCI-DCTD X
HOP 62 NCI-DCTD X
HOP 92 NCI-DCTD X
Cientificos de
Salud
KNS-62 Japoneses
LXFL 529 | NCI-DCTD X
Cientificos de
RERF- Salud
LC-Ad1 Japoneses
Cientificos de
RERF- Salud
LC-KJ Japoneses
Cientificos de
RERF- Salud
LC-MS Japoneses
Cientificos de
RERF- Salud
LC-OK Japoneses
SK-MES-
1 ATCC X
SW1573 ATCC X
Cientificos de
VMRC- Salud
LCD Japoneses

* Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC, por sus siglas en inglés)

** Recursos Cientificos de la Salud Japoneses

=+ Division de Tratamiento de Cancer y Diagnéstico del Instituto Nacional

de Cancer (NCI-DCTD, por sus siglas en inglés)

Resultados

La expresion de MET mRNA se correlaciona con la expresion EGFR mRNA
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en las lineas de células de NSCLC.

A los fines de evaluar si la expresion de c-met se correlaciona con la

expresion de EGFR y otra de tirosina quinasas receptora (RTKs) en lineas de

células de NSCLC, se determinaron coeficientes de correlacién del ranking de

spearman

a partir de datos de expresion de gen basados en micromatriz

generados de 50 lineas de células de NSCLC que se muestran en la Tabla 1. Los

niveles de EGFR y MET mRNA se correlacionaron positivamente en las lineas de

células (p=0,54, p<0,0001) y expresion de EGFR fue altamente correlacionada con

la expresion MET (Tabla 2).

Tabla 2. Correlacion de expresion RTK mRNA con expresiéon de MET mRNA

en lineas de células de NSCLC.

Gen Spearman p Valor-p (dos colas)
EPHA2 0,5516 P<0,0001
EGFR 0,5412 P<0,0001
EPHB2 0,5169 0,0001
ROR1 0,5115 0,0001
MST1R 0,4719 0,0005
EPHA1 0,4219 0,0023
EPHA4 0,4217 0,0023
ERBB3 0,3736 0,0075
DDR1 0,2985 0,0352
EPHB4 0,2751 0,0532
ERBB2 0,2533 0,0759
AXL 0,2396 0,0938
STYK1 0,1389 0,336
EPHB6 0,1219 0,3989
KIT 0,08365 0,5636
PDGFRB 0,0557 0,7008
TEK -0,009277 0,949
PDGFRA —-0,03757 0,7956
EPHA3 -0,04528 0,7548
TYRO3 —0,05786 0,6898

(NAS
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MERTK -0,07213 0,6187
INSR -0,1031 0,476
FGFR4 , -0,1037 0,4737
RYK -0,1587 0,271

FGFR2 -0,1653 0,2513
PTK7 -0,1683 0,2427
EPHAS -0,1693 | 0,2399
EPHA7 -0,1712 0,2346
IGF1R -0,1782 0,2157
DDR2 —-0,2249 0,1164
FGFR3 -0,2382 0,0957
FGFR1 -0,4131 0,0029

La expresion de proteina cMET se correlaciona con la expresién de EGFR
MmRNA en las lineas de células de NSCLC

A los fines de evaluar si una expresion de proteina c—met, determinada por
inmunoquimica (IHC), se correlaciona con la expresion de EGFR y otra tirosina
quinasas receptora (RTKs) en las lineas de células de NSCLC, los coeficientes de
correlacién del ranking de spearman se determinaron a partir de los datos de
expresion de gen basados en micromatriz generados en 50 lineas de células de
NSCLC que se muestran en la Tabla 1. Los niveles de proteina de EGFR mRNAy
c—met se correlacionaron positivamente en las lineas de células (p=0,50, p=0,002)
y expresion de EGFR estaba altamente correlacionada con la expresion de la

proteina de c-met (Tabla 3).

Tabla 3. Correlacion de expresion de RTK mRNA con Ila expresién de
proteina c~-MET (IHC) en lineas de células de NSCLC.

Spearman Valor-p (dos

Parametro P ' colas)
MET 0,789  P<0,0001
EPHB2 0,5651  P<0,0001
EPHA2 0,5154 0,0002

EGFR 0,5005 0,0002

Yty
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ROR1 0,4653 0,0008
MST1R 0,4386 0,0016
EPHA1 0,4316 0,002
ERBB2 0,3246 0,0229
AXL 0,3165 0,0267
EPHA4 0,2748 0,0561
ERBB3 0,2628 0,0681
EPHB4 0,2362 0,1023
DDR1 0,2354 0,1034
STYK1 0,1163 0,4263
TYRO3 0,09579 0,5126
KIT 0,04308 0,7688
PDGFRB  0,04063 0,7816
IGF1R -0,000919 0,995
EPHB6 —0,002974 0,9838
MERTK -0,02735 0,852
FGFR2 ~0,06236 0,6703
TEK ~0,07868 0,591
PDGFRA  -0,1085 0,4579
PTK7 -0,1471 0,3132
EPHA3 -0,1693 0,245
DDR2 —0,1699 0,2432
RYK ~0,1741 - 0,2316 |
FGFR4 —0,1801 10,2155
INSR ~0,1891 0,1932
EPHAS5 —0,2246 0,1208
EPHA7 ~0,2925 0,0414
FGFR3 —0,3264 0,0221
FGFR1 -0,5078 0,0002
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La expresion MET mRNA correlaciona con la expresion EGFR mRNA en
muestras de tumor de NSCLC.
A los fines de evaluar si una expresion de c-met mRNA se correlaciona con

la expresion de EGFR y otra de tirosina quinasas receptora (RTKs) en las lineas
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celulares de NSCLC que se muestran en la Tabla 1, los coeficientes de correlacion
de ranking spearman se determinaron a partir de datos de expresion de gen
basados en micromatriz generados de 78 tumores de NSCLC. La expresion de
EGFR mRNA y MET mRNA se correlaciona positivamente en tumores de NSCLC
(p=0,26, p=0,02) (Tabla 4).

Tabla 4. Correlacion de expresién de RTK mRNA con expresién de
MET mRNA en tumores de NSCLC.

Spearman valor—p (dos
Parametro o colas)
MST1R 0,5856 P<0,0001
EPHA2 0,4247 0,0001
CSF1IR  0,3249 0,0037
EPHA1 0,3104 0,0057
ERBB2 0,2952 ~0,0087
AXL 0,2912 0,0007
EPHB2 02572 0,023
EGFR 0,2564 0,0235
KDR 0,1973 0,0833
DDR2 ~  0,1856 0,1037
PDGFRB  0,1827 0,1094
EPHB4 0,1763 0,1227
ERBB3 0,1749 0,1257
TEK 0,1514 0,1858
EPHA4 0,1311 0,2526
DDR1 0,07695 0,5031
ALK  0,03423 -~ 0,7661
INSR ~0,07637 © 0,5063
PTK7 -0,07702 0,5027
MERTK  -0,0794 ~0,4895
EPHA3  -0,1008 0,38
PDGFRA  -0,1296 0,2581
FGFR1 -0,142 10,2149
FGFR2  -0,1688 0,1397

)21
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FGFR3  -0,1812 0,1123
EPHB3  -0,2269 0,0457
IGF1R -0,2673 0,018
EPHB1 ~0,3318 0,003
KIT ~0,3878 0,0005
RYK -0,3959 0,0003
EPHA7  -0,5231 P<0,0001

La coexpresion de EGFR y MET en lineas de células de NSCLC y tumores
primarios.

A los fines de evaluar si c-met y EGFR se coexpresan en las lineas de
células de NSCLC y muestras de tumores primarios, la expresién de EGFRy MET
MRNA se determiné mediante RT-PCR cuantitativa en un panel de lineas de
células de NSCLC (como se indica en la Tabla 1) o lisatos de tumores de NSCLC
primarios congelados. Los niveles de EGFR y MET mRNA se correlacionaron
positivamente en las lineas de células (p=0,59, p<0,0001) (Figura 1, panel
izquierdo) y especimenes de NSCLC primarios (p=0,48, p=0,0003) (Figura 1,
panel derecho). Estos datos demuestran que hay una superposicién en la
expresion de MET y EGFR en las lineas de células NSCLC y muestras de tumores
primarios.

Confirmacién de coexpresién EGFR y MET mediante IHC en lineas de células de
NSCLC y tumores primarios.

Cuarenta y siete lineas de células de cancer de pulmén de célula no
pequeia (NSCLC) (como se indica en la Tabla 1) y ciento treinta y ocho muestra
de NSCLC primario (coleccién Genentech) se examinaron por su expresion c—-met
y EGFR IHC mediante IHC. Los niveles de expresién se clasificaron como
negativo (=), débil (+), moderado (++) o fuerte (+++), y una linea de célula o
espécimen de tumor que contenia mas de 10% células de tumor con coloracion
débil, moderada o fuerte se clasific6 como positiva.

79% (37/47) de las lineas de células y 68% (94/138) de los tumores de

NSCLC marcaron positivos para EGFR (Tabla 5). Las muestras positivas de
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EGFR (79% de las lineas de células y 68% de tumores primarios) se siguieron
estratificando en base a los niveles de expresién de c—met (Tabla 5). Las lineas de
ceélulas positivas de EGFR exhibieron expresion de c—met débil (22%), moderada
(57%) y fuerte (19%), y las muestras de tumor primario de EGFR positivas fueron
positivas de una manera débil o moderada. El subtipo de adenocarcinoma fue
comunmente positivo para la coloracién de c—met que el subtipo de célula
escamoso (70% versus 40%), con mas casos de coloracién moderada (30%
versus 7%). Estos datos demuestran una superposicién significativa entre la
expresion c-met y EGFR en lineas de células de NSCLC y muestras de tumores,

particularmente en el subtipo de tumor de adenocarcinoma.

Tabla 5. Coexpresion de proteinas de EGFR y MET en las lineas de células

de NSCLC y tumores primarios.

Fuente de Subtipo Calificacion de c-met IHC en especimenes
tejido histopalégico EGFR+
- + ++ +++
Lineas de 3% 22% 57% 19%
_ células* | (n=1) (n=8) (n=21) (n=7)
Tumores** | Adenocarcinoma 30% 40% 30% 0%
(n=14) (n=19) (n=14)
Célula 61% 33% 7% 0%
escamosa (n=28) (n=15) (n=3)

*79% (37/47) de lineas de células de NSCLC con coloracién positiva para
EGFR
**68% (94/138) de tumores de NSCLC con coloracién positiva para EGFR

Ejemplo 2: La reduccién de la expresién de la proteina c—-met en las células de

NSCLC aumenta la activacion inducida por ligando de EGFR, Her2 vy Her3.

Materiales y métodos
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Construcciones Retrovirales shRNA. Las secuencias codificadas shRNA de
oligonucledtidos contra c—met (5-
GATCCCCGAACAGAATCACTGACATATTCAAGAGATATGTCAGTGATTCTGT
TCTTTTTTGGAAA-3’ (SEC ID N°: 32) (shMet 3) y

5’GATCCCCGAAACTGTATGCTGGATGATTCAAGAGATCATCCAGCAT
ACAGTTTCTTTTTTGGAAA (SEC ID N°: 33) (shMet 4)) se clonaron en
ubicaciones Bglll/Hindlll del vector corriente abajo pShuttle-H1 del promotor H1
(David Davis, GNE). El texto en NEGRITA simboliza la secuencia objetivo de
hibridaciéon.  Estas construcciones se recombinaron con el vector retroviral
pHUSH-GW (Gray D et al BMC Biotechnology. 2007; 7:61) y se utilizé la enzima
- Clonasa Il (gen invitro), y se generd una construcciéon en la que la expresién
shRNA se encuentra bajo el control de un promotor inducible. El tratamiento con la
tetraciclina analoga doxiciclina resulta en la expresion shRNA. David Davis,
Genentech, Inc provey6 la construccion retroviral de control shGFP2 que contiene
a shRNA dirigido contra GFP (Hoeflich et al. Cancer Res. (2006) 66(2):999—-1006)
shGFP2 contiene el siguiente oligonucleétido:

(EGFP) shRNA

(sentido) 5’
GATCCCCAGATCCGCCACAACATCGATTCAAGAGATCGATGTTGTGGCGGATC
TTGTTTTTTGGAAA-3 (SEC ID N°:34).

Cultivo de células. Las células empaquetadoras (Clontech) se mantuvieron

en HGDMEM (GNE) complementado con 10% de Tet-Free FBS (Clontech), 2mM

L—-Glutamina (GNE) y 100U/ml penicilina y 100U/ml estreptomicina (Gibco). Las
células H441 (ATCC No. HTB-174) se mantuvieron en un medio 50:50
(DMEM:F12, MediaTech) complementado con 10% Tet-Free FBS (Clontech),
2mM L-Glutamina (GNE), y 100U/ml penicilina y 100U/ml estreptomicina (Gibco).
Las células EBC-1 (Japanese Health Sciences Resources; ver Cancer Res.
(2005) 65(16):7276-82) se mantuvieron en RPMI 1640 (GNE) complementado
con 10% Tet-Free FBS (Clontech), 2mM L-Glutamina (GNE), y 100U/ml penicilina

y 100U/ml estreptomicina (Gibco). Las células se mantuvieron a 37°C con 5%

1 39
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co2.

Desarrollo del retrovirus recombinado y lineas estables. Las células

empaquetadoras GP-293 se cotransfectaron con FuGene 6 (Roche) y CalPhos
Mammalian Transfection kit (Clontech) con pVSV-G (Clontech) y las
construcciones retrovirales recombinadas mencionadas. El medio que contenia el
virus recombinado luego se agregoé a células EBC—1 y H441 y se seleccionaron
las células en Puromicina (Clontech). Las células que expresaban en forma
estable los construcciones retrovirales luego se autoclonaron por medio de FACS
en placas de 96 pocillos.

Western Blot. Para resolver las proteinas, se colocaron 20 ug de lisato de

célula completa en gel 4-12% Bis—Tris NUPAGE con buffer MOPS (Invitrogen).
Los geles se equilibraron en 2X NUPAGE buffer de transferencia con buffer
antioxidante y luego se los transfiri6 a 0,2 um PVDF de membrana por iBlot. Las
membranas se bloquearon en TBST (10mM TRIS, pH 8,0, 150mM NaCl, 0,1%
Tween 20) con 5% BSA por una hora a temperatura ambiente y luego incubaron
toda la noche en un anticuerpo primario diluido en buffer bloqueador a 4°C. Las
membranas se lavaron con TBST y luego se incubaron con el anticuerpo
secundario conjugado HRP (GE Healthcare) en TBST con 5% de leche
descremada durante una hora a temperatura ambiente. Los anticuerpos se
detectaron mediante quimicoluminiscencia (GE Healthcare, ECL Plus).

Sequimiento de las lineas celulares estables. Los clones a los que se les

transfirieron las construcciones retrovirales se cultivaron en un medio apropiado
+/— 1ug/ml doxiciclina (Clontech) para inducir la expresion del shRNA, y se los
monitore6 mediante el método western blot para el knockdown de c—met y se
utilizé el anticuerpo anti-c-met C-12 (Santa Cruz Biotech). Fosfo—c—-met se
transfirié para utilizar anti—fosfo-c-met Y1003 (Biosource) y anticuerpos anti—
fosfo—c—met Y1234/1234 (sefalizacion de células). Como un control, se transfirio
actina para utilizar el anticuerpo anti-Actin I-19 (Santa Cruz Biotech). Elclon EBC
3,15 y el clon EBC 4,12 mostré una fuerte reduccién de la expresion met y los

niveles fosfo c-met, el clon H441 3,11 y el clon H441 3,1 mostraron una reduccion
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inmediata de la expresion c—-met y la expresién fosfo-met y el clon EBC 4,5 mostré
una menor reduccidn de la expresion c— met y la expresion fosfo—c—met.

Las lineas celulares EBC clon 4,5 el clon EBC 4,12 contenian
construcciones shMet4 y las lineas celulares H441 clon 3,1, el clon H441 3,11, y el
clon EBC 3,15 contenian construcciones shMet 3.

Experimentos de reaccion a ligando. Las células a las que se las tratd

con/sin doxiciclina durante 48 horas (EBC shmet) o 6 dias (H441 shMet) fueron
colocadas en las placas a 1x10° células/pocillos en una placa de 6 pocillos con/sin
Dox (0,1 ug/ml) en 10% FBS—RPM! y luego se las incubd durante la noche a 37C.
Las células se enjuagaron con PBS, y se cambié el medio a 0,5% BSA-RPMI
(con/sin doxiciclina) a células privadas de suero durante 2 horas a 37C. El medio
con ligando (20 nM TGFa o 2nM HRG) se agregd a los pocillos y se incubd
durante 20 minutos a 37C. Se enjuagd los platillos con TBS frio y luego se los
disolvié por la accion de lisinas con TBS, 1% NP—40, coctel de inhibidor proteasa
completa (Roche) y coctel de inhibidor fosfatasa 1 y 2 (Sigma). La monocapa vy el
supernatante se desecharon del pocillo y se transfirieron a tubos de microfuga
donde se incubé el lisato en hielo durante 10-30 minutos. Los restos de las células
se comprimieron mediante microfuga y se transfiri6 al supernatante a un tubo
fresco. La concentracién de proteina se cuantific6 mediante el ensayo BCA
(Pierce), y los lisatos se alojaron a —20C hasta que se los descongeld para la
electroforesis. Se colocaron 20ug (EBC1) o 15ug (H441) lisato de célula completa
en geles y se transfirieron para fosfo—c—met (YY1234/35, 3126 de Cell Signaling
Technology), c—met total (C12, sc~10 de San Cruz Biotechnology), b—actina (1-19,
sc-1616 de Santa Cruz Biotechnology), fosfo~EGFR (Y1173, 04-341 de Upstate),
EGFR total (MI-12-1, de MBL), fosfo—Her2 (YY1121/22, 2243 de Cell Signaling
Technology), Her3 total (C18, sc—284, de San Cruz Biotechnology), fosfo~Her3
(Y1289, 4791, de Cell Signaling Technology), o Her3 total (C17, sc-285, de Santa
Cruz Biotechnology) como se describe arriba.

Resultados

Los retrovirus portadores de tetraciclina inducible RNA horquillado corto
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(shRNA) que atacaban a c—-met se utilizaron para generar clones de lineas
celulares estables NSCLC que pudieran inducirse a expresar shRNA para el
knockdown de la expresion c—met. Para examinar el efecto del knockdown de c—
met en la expresion y la fosforilacién de los miembros de la familia EGFR en
NSCLC linea celular EBC1, se cultivé en un medio de control o un medio con
0,1ug/m! Dox durante 48 horas células EBC1 shMet 4,12 que contenian shRNA
inducible dirigido contra met o shRNA de control dirigido contra GFP. Luego de la
privacién del suero durante dos horas, las células fueron tratadas o no tratadas
con TGFa o Heregulina b1 durante 20 minutos. Los lisatos de células completos
se evaluaron para la expresion de las proteinas totales o las fosfo—proteinas como
se sefalo.

Las células EBC1 tratadas con Dox en las cuales la expresidn proteina c—
met estuvo sujeta a knockdown con shRNA (Figura 2; EBCshMet 4.12, Dox, panel
izquierdo), pero las células de control EBC1 no tratadas con Dox (Figura 2;
shGFP2, panel derecho) mostraron un incremento de pEGFR y pHer2 en
respuesta al tratamiento TGFa y un aumento de pHer3 en respuesta al tratamiento
con Heregulina, asi como también un aumento de pAKT tanto con el tratamiento
TGFa como Heregulina. Las células EBC shMet 4,12 tratadas con Dox (sin
estimulacion de ligando) mostraron un aumento en Her2 total y Her3 total, y una
disminucion en pEGFR y pHer3. Las células EBC1 no mostraron una induccion
fuerte de pEGFR, pHer2, pHer3, o pAKT en respuesta al tratamiento TGFa o el
tratamiento con Heregulina en ausencia del knockdown de c-met.

Para examinar el efecto del knockdown de c—met en la expresién y la
fosforilacion de los miembros de la familia EGFR en otra linea de celulas de
NSCLC, se cultivd en un medio de control o un medio con 0,1ug/mi Dox durante
48 horas células NSCLC H441 que contenian shRNA inducible dirigido contra met
o shRNA de control dirigido contra GFP. Luego de la privacion del suero durante
dos horas, las células fueron tratadas o no tratadas con TGFa o Heregulina b1
durante 20 minutos. Los lisatos de células completas se evaluaron para la

expresion de las proteinas totales o las fosfo—proteinas como se sefalé.
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Las células H441 en las que c—met estuvo sujeto a knockdown con shRNA
(Figura 3; shMet 3,1 tratado con Dox, panel izquierdo y shMet 3,11 tratado con
Dox, panel del medio), pero las células de control H441 no tratadas con Dox
(Figura 3; shGFP1, panel derecho) mostraron un aumento de pHer2 y pHer3 en
respuesta al tratamiento Heregulina. Las células shMet 3,1 y shMet 3,11 tratadas
con Dox también mostraron un aumento de Her3 total y una disminucion de
pEGFR. A diferencia de las células EBC1, las células H441 tienen una leve
respuesta a TGFa (pEGFR) y Heregulina (pHer2 y pHer3) sin el knockdown c—
met. Las células EBC1 poseen niveles mas altos de c-met que las células H441.

Estos experimentos demostraron que la reduccién de la expresion c—met en
las lineas de células NSCLC lleva a la disminucién de la activaciéon de base de
EGFR (pEGFR) y al aumento de la activacion del ligando inducible de Her 2 y
Her3, por lo tanto se sugiere que la inhibicion Met aumenta la sensibilidad al
ligando de la familia EGF.

Ejemplo 3: La combinacion del knockdown de met v el tratamiento con el inhibidor

EGFR erlotinib inhibié en forma significativa el crecimiento del tumor en un modelo

de xenotransplante.

A los fines de evaluar si EGFR desempefia un papel para mantener la
supervivencia del tumor en las células en donde la funcién se encuentra inhibida
parcialmente, se trataron animales con tumores EBC-1 shMet—4,5 con
combinaciones de erlotinib (Tarceva™) y Dox. |
Materiales y métodos

Material de la prueba. OSI Pharmaceuticals proveyé el Erlotinib (Tarceva'™)

al Departamento de Férmulas de Genentech y se peso junto con una suficiente
cantidad de vehiculo (metilcelulosa tween (MCT)). Se almacend a los materiales
en un refrigerador configurado para mantener una temperatura de entre 4°C a 8°C.
El Departamento de Ingenieria de Anticuerpos en Genentech Inc. proveyo el
anticuerpo monoclonal monovalente anti-c-met Met Mab (rthu OA5D5v2)
(W02007/063816) en una forma liquida clara. La linea celular EBC-1 se obtuvo

de Japanese Collection of Research Bioresources (JCRB).
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Especies. Cuarenta ratones sin pelo (nu/nu) se obtuvieron de los
laboratorios Charles River Laboratories (CRL) y se los aclimat6 por al menos una
semana en forma previa a someterlos a estudio. Se aloj6 a los animales en
sistemas de jaulas ventiladas en cuartos con filtros que suministraban Aire de
Particulas de Alta Eficiencia (HEPA). Sélo se utilizaron para el estudio animales
que lucian saludables y se encontraban libres de anormalidades obvias.

Disefio del estudio. Las células EBC-1 se cultivaron en un medio de

crecimiento compuesto por el medio RPMI 1640 (Invitrogen), 2 mM L—glutamina y
10% de suero fetal bovino. Para preparar a las células para su inoculacién en los
ratones se las transfectd, se las lavd con diez mililitros de PBS buffer 1X estéril.
Un subgrupo de células se contd mediante el método de exclusion con azul de
tripano y el restante de las células se resuspendié en 100 pl de PBS 1X estéril con
una concentracion de 5 x 107 células por mililitro. Se inoculd a los ratones en
forma subcutanea en la regién derecha sub—escapular con 5 x 10° de células
EBC-1. Se monitore6 los tumores hasta que alcanzaron un volumen medio de 300
mm?®. Se separé al azar, en cuatro grupos de diez ratones cada uno, a los ratones
implantados con células tumorales, y se inici6 el tratamiento en cada uno
(resumen en Tabla 6). Los ratones en el Grupo 1 (grupo de control) se trataron con
100 uL de vehiculo de control, metilcelulosa tween (MCT), todos los dias (QD)
mediante gavage oral (PO) y se los hacia ingerir agua potable con 5% de
sacarosa. Los ratones en el Grupo 2 (grupo de knockdown de c-met) se trataron
con 100 uL MCT, QD, PO, pero se los hizo ingerir agua potable con 0,5 mg/mL de
doxiciclina (Dox) en 5% sacarosa. Los ratones en el Grupo 3 (grupo tratado con
erlotinib) se trataron con 100 mg/kg de erlotinib en un volumen de 100 uL
formulado en MCT, QD, PO y se los hizo ingerir agua potable con 5% de
sacarosa. Los ratones en el Grupo 4 (grupo de silenciamiento c—met mas erlotinib)
se trataron con 100 mg/kg de erlotinib en un volumen de 100 yL formulado en
MCT, QD, PO y se los hizo ingerir agua potable con 1 mg/mL de doxiciclina (Dox)
en 5% sacarosa. La Dox y el agua sacarosa se cambiaba cada dos o tres dias. Se

aplicaron dosis de Erlotinib y MCT por 14 dias, se retiré por 6 dias y se reanudo
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por el tiempo restante del estudio (20 dias). Se retiraba a los animales del estudio
si los tumores crecian mas de 1000 mm?® o si los tumores mostraban signos de
lesiones necréticas. Si debia retirarse a mas de 3 animales de un grupo, el
tratamiento en ese grupo se detenia y todos los animales se retiraban del estudio.
Todos los estudios y tratamientos en los ratones cumplieron con las pautas del
Comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Institutional Animal Care

and Use Committee (IACUC).
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Tabla 6
Disefio del Estudio

Material Conc. De Volumen
Grupo de la Frecuencia Dosis.  Dosis de Dosis
Nro./Sexo Prueba Ruta delaDosis (mg/kg) (mg/ml) (1D
1 10/F MCT, PO; Todos los 0 0 100
5% agua agua dias (QD) por
sacarosa potable 2 semanas,
se detuvo por
6 dias y se
reanudé
hasta el final
del estudio;
mediante
agua potable
2 10/F MCT, PO; Todos los 0.5mg/mL 0.5 (Dox)* 100
1mg/mL agua dias (QD) por en agua
Dox en potable 2 semanas, potable
5% agua se detuvo por
sacarosa 6 dias y se
reanudé
hasta el final
del estudio;
mediante
agua potable
3 10/F Erlotinib, PO; Todos los 100 25 100
5% agua Agua dias (QD) por (erlotinib)
sacarosa potable 2 semanas,
se detuvo por
6 dias y se
reanudé
hasta el final
del estudio;
mediante
agua potable
4 10/F Erlotinib, PO,; Todos los 100; 1 25 100
1mg/mL agua dias (QD) por mg/mL en (erlotinib);
Dox in 5% potable 2 semanas, agua 1 (Dox)
agua se detuvo por potable
sacarosa 6 dias y se
reanudd
hasta el final
del estudio;
mediante

agua potable

*en la solicitud de patente de Estados Unidos N° 61/034.446, se establecio en

Y]
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forma incorrecta que la dosis de Dox era 1 mg/ml. La dosis correcta es 0,5 mg/ml,
como se indica arriba.

Medicién del Tumor y Peso Corporal. Los voliumenes de los tumores se

midieron en dos dimensiones (largo y ancho) y se utilizaron calibradores UltraCal—
IV (Modelo 54-10-111, Fred V. Fowler Company, Inc.; Newton, MA). La siguiente
férmula se utilizd con Excel v11.2 (Microsoft Corporation; Redmond, WA) para
calcular el volumen del tumor:

Volumen del tumor (mm?) = (largo * ancho?) « 0,5

Analisis de la Eficacia de los Datos. La inhibicién del tumor se represento

mediante KaleidaGraph 3.6 (Synergy Software; Reading, PA). El porcentaje del
crecimiento de la inhibicion (%Inh) al dia 17 se calcul6 de la siguiente manera:

%Inh= 100X [Tamafo del tumor (Vehiculo) — {Tamano del tumor
(MetMADb)/Tamanfo del tumor (Vehiculo)}]

La incidencia del tumor (IT) se determiné por un numero de tumores
susceptibles de medicién al Dia 17. La regresion parcial (RP) se define como
regresion de tumor de > 50% pero < 100% desde el volumen inicial del tumor en
cualquier dia en el transcurso del estudio. La regresion completa (RC) se define
como regresion del tumor del 100% desde el volumen inicial del tumor en
cualquier dia durante el transcurso del estudio.

El volumen promedio del tumor y el error estandar de la media (SEM) se
calcularon con software JMP, versién 5.1.2 (SAS Institute; Cary, NC). El analisis
de los datos y la generaciéon de los valores p, ya sea mediante la prueba-t de
Student o de Dunnett, también se realiz6 con software JMP, versién 5.1.2.
Resultados

La combinacion del tratamiento de knockdown c—-met y erlotinib inhibié el

crecimiento del tumor de forma significativa en un modelo de xenotransplante.

A fin de investigar el papel de c-met en el crecimiento del tumor en el
- modelo EBC—-1, se generaron clones EBC-1 estables que pudieran inducirse a
expresar shRNAs para sujetar la expresion c-met a knockdown mediante

retrovirus portadores de RNA horquillado corto (shRNA) tetraciclina inducible y ¢c—
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met objetivo. La linea de células del cancer de pulmén de células no pequefas
(NSCLC) EBC—-1 se amplifica altamente por c-met y expresa altas cantidades del
receptor c-met, el cual actua en forma independiente de ligando para conducir al
crecimiento de la célula y del pulmén. El gen EGFR es un gen tipo salvaje en la
linea celular EBC-1.

Luego de la induccién de la expresion shRNA con la tetraciclina analoga
doxiciclina, el clon EBC-1 demostré su eficacia, y completd ampliamente el
knockdown de la expresion c—-met. La induccion de shRNA también bloqued la
proliferaciéon de estas células como se analizé en los examenes de viabilidad de
células en Cell Titer Glo o Alamar Blue. Se observé que el crecimiento se detuvo,
seguido de apoptosis en 15 células EBC 1 shMet3 luego de 24 a 72 después de la
induccion de shRNA. El mismo clon de linea celular se implanté en un modelo
animal, como se describe arriba (con la excepciéon de que los animales no se
trataron con erlotinib) y permitié formar tumores. La induccién de la expresion
shRNA luego de la formacién del tumor en estos animales dio como resultado la
regresién del tumor in vivo. Estos resultados demostraron que la expresion c-met
es esencial para el crecimiento y supervivencia de las células EBC—-1 in vitro e in
vivo.

El clon EBC-1 shMet—4,5 mostré un knockdown parcial de la expresion c—
met luego de la induccion de la expresion shRNA con Dox. La reduccioén en la
expresion c—met también dio como resultado efectos sobre el crecimiento y
supervivencia de las células en este clon: la induccién de la expresién shRNA
redujo el nimero de células cuando se realizaron los examenes in vitro de
viabilidad de las células, y la induccién de la expresion shRNA luego de la
formacién del tumor en un modelo de xenotransplante inhibié el crecimiento del
tumor pero no provocé la regresion.

El clon Ahmet—4,5 se selecciond para su uso en experimentos que evaluan
el efecto de la combinacion del knockdown de la expresion c-met con el
tratamiento erlotinib, como se describe abajo.

La linea celular EBC sh Met—4,5 se inoculd en ratones sin pelo y luego se

M



134

monitore6 a los animales para controlar el crecimiento del tumor hasta que las
células injertadas produjeran tumores de aproximadamente 300 mm?>. Luego se
agrupo a los ratones en cuatro ramas de tratamiento. Grupo 1. Vehiculos, Grupo
2. Doxiciclina (Dox), Grupo 3: erlotinib (100 mg/kg), y Grupo 4: erlotinib + Dox (Ver
Tabla 6).

El tratamiento de ratonés con erlotinib no tuvo efectos sobre el crecimiento
del tumor (-6% de inhibicién de tumor; Figura 4), mientras que el tratamiento con
Dox (expresién inhibidora met) dio como resultado un 38% de reduccidén en el
crecimiento del tumor comparado con el control de vehiculo el dia 19 (Figura 4;
prueba t de Student, p=0,084), sin relevancia estadistica. Sin embrago, la
reduccién del crecimiento del tumor fue estadisticamente significativa cuando se la
compar6 con el grupo que soélo utilizé erlotinib (prueba t de Student, p=0,004
Figura 4). La combinacion de erlotinib y Dox dio como resultado una gran mejora
en eficacia, y resulté en un 68% de reduccién en el crecimiento del tumor
comparado con el control de vehiculo el dia 19 (prueba-t de Student p = 0,001;
Figura 4). El tratamiento con la combinacién de erlotinib y Dox también tuvo como
resultado una reduccién estadistica significativa en el crecimiento del tumor en
comparacién con el tratamiento en donde se utilizoé sélo Dox (prueba-t de Student,
p = 0,03) o el tratamiento en donde se utilizo6 solo erlotinib (t—test de Student, p <
0,0001).

El tratamiento con Dox y erlotinib dio como resultado un mayor niumero de
respuestas parciales (RP; definidas como regresiéon del tumor de > 50% pero <
100% del volumen inicial del tumor en cualquier dia durante el estudio) y
respuestas totales (RT; definidas como regresiéon del tumor del 100% desde el
volumen inicial del tumor en cualquier dia durante el estudio). Especificamente, la
combinacion de erlotinib mas Dox dio como resultado 1RP y 3 RT, mientras que el
tratamiento con erlotinib dio como resultado ninguna RP y ninguna RT y el
tratamiento con Dox (knockdown de c—Met) dio como resultado 2 RP y 1RT. Esta
informacion demuestra que la combinacion de la inhibicion met (tratamiento Dox) y

la inhibicion EGFR (tratamiento erlotinib) tienen mas probabilidades de inducir a
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las regresiones de tumor que la inhibicién de c-met o0 EGFR solas, a pesar de que
el analisis de la informacién individual de los tumores de los animales revelé que
no todos los tumores respondieron rigurosamente a la combinacién de la inhibicion
c—met y erlotinib.

Estos resultados muestran que la inhibicién de c—-met y EGFR en modelo
de xenotransplante EBC-1 shMet-4,5 dio como resultado una significativa
reduccién del crecimiento del tumor. Por lo tanto, los tumores en los que la
expresion y la actividad c—met se inhibieron parcialmente utilizan la via EGFR para
asegurar el crecimiento del tumor y su supervivencia. Esto indica que EGFR
desempeiia un papel en la supervivencia y crecimiento del tumor en aquellos
tumores en los que c—met se inhibe.

Eiemplo 4: El tratamiento con un anticuerpo anti-c—met y el inhibidor EGFR

erlotinib mostré una gran mejora en eficacia en contraposicién con el tratamiento

con el anticuerpo anti—c—met o erlotinib _por separado.

Materiales y Métodos

Material de la prueba. El Departamento de Ingenieria de Anticuerpos en

Genentech Inc. provey6 el anticuerpo monoclonal monovalente anti—-c-met Met
Mab (rhu OA5D5v2) en una forma liquida clara a 10,6 mg/ml. El vehiculo fue 10
mM histidina succinato, 4% trehalosa dihidratada, 0,02% polisorbato 20, pH 5,7.
OS| Pharmaceuticals proveyd Erlotinib (TARCEVA™) al Departamento de
Farmacéutica de Genentech y se lo pesoé junto con una suficiente cantidad de
vehiculo (metilcelulosa tween (MCT)). Todos los materiales se enviaron desde
Genentech, Inc. al instituto Van Andel Research Institute (VARI; Grand Rapids, MI)
y se formulé en forma previa a los tratamientos de animales.

Se almacené a los mate-riales en un refrigerador configurado para mantener
una temperatura de entre 4°C a 8°C. La linea celular NCI-H596 se obtuvo de la
Coleccién Americana de Cultivos Tipo (Manassas, VA).

Especies. Se obtuvieron 40 ratones transgénicos C3H-SCID con HGF
humano (hu—-HGF-Tg-C3H-SCID) de la colonia que posee el Van Andel

Research Institute (VARI; Grand Rapids, MI). Se obtuvieron cinco ratones C3H-
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SCID de los laboratorios Jackson Laboratories. Los animales tenian entre 4 y 6
semanas y pesaban entre 21 y 22 gramos cada uno. Se aclimaté a los ratones a
las condiciones de estudio por lo ménos durante tres dias previos a las
inoculaciones de células tumorales. Los ratones se alojaron en instalaciones
aisladas con duchas. Se aloj6 a los animales en sistemas de jaulas ventiladas en
cuartos con filtros que suministraban Aire de Particulas de Alta Eficiencia (HEPA).
Sélo se utilizaron para el estudio animales que lucian saludables y se encontraban
libres de anormalidades obvias.

Diserio del estudio. Debido a que los tumores HGF se conducidos en forma

paracrina, se selecciond un modelo de xenotrasplante que modela el crecimiento
por mecanismos paracrinos. El raton HGF es un ligando débil para el c-met
humano, lo que lleva a una baja respuesta biolégica de las lineas celulares
humanas c-met al raton HGF (Bhargava, M., et al., 1992; Rong, S., et al.. 1992).
Por lo tanto, para imitar los tumores humanos conducidos por HGF, se generaron
ratones transgénicos (hu—HGF-Tg—SCID) desde el promotor metaloteioneina que
expresan el HGF humano de forma ubicua (Zhang, Y., et al., 2005). Los niveles de
suero HGF en los ratones hu—-HGF-Tg-SCID son ~5-10 veces mas altos que los
niveles fisiolégicos (1-5 ng/mL vs. 0,2-0,5 ng/mL) y las lineas celulares que
respondieron a HGF mediante la proliferacion in vitro, mostraron un gran aumento
del crecimiento del tumor cuando se los cultivdé como tumores xenotrasplantados
en los ratones hu—-HGF-Tg-SCID.

La linea celular del cancer de pulmén de célula no pequefia (NSCLC) NCI-
H596 se seleccion6 para estudios de eficacia in vivo en ratones hu-HGF-Tg-
SCID ya que esta linea celular responde altamente a HGF y un anticuerpo anti—c—
met, MetMat, bloquea la proliferacién con vias de HGF de esta linea celular in vitro
(Kong—-Beltran, M., et al., 2006). La linea celular NCI-H596 posee una forma
mutante del gen c—-met que no posee ex6n 14, que codifica una posicién de unién
para la ubiquitina ligasa E3 Cbl (Kong—Beltran, M., 2006). La posicién de unién Cbl
se fosforiliza en tirosina 1003 (Y1003) luego de la unién HGF, y permite asi que

Cbl pueda unirse vy ubiquitinér a c-met, por lo tanto, atacando asi para la

|\6
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degradacion proteosomal (Peschard, P., et al., 2001). La capacidad de respuesta
de NCI-H596 también puede verse in vivo, ya que la linea celular forma tumores
en ratones HGF-Tg-SCID (que expresan el HGF humano, como se detalla arriba),
pero no formara tumores en ratones inmunocomprometidos que no posean el HGF
humano (ratones sin pelo nu/nu o ratones SCID). Se considera que las células
NCI-H596 forman tumores conducidos por c-met. Las células NCI-H596 poseen
un gen de EGFR tipo salvaje y son sensibles al inhibidor erlotinib (TARCEVA™)
EGFR cuando se las cultiva en presencia de TGFa, como se demostré mediante la
viabilidad de célula reducida cuando se la cultivd en presencia de erlotinib y TGFa.

Las células NCI-H596 se cultivaron en un medio de crecimiento que
consistia en un medio RPMI 1640 (Invitrogen), 2nM L-glutamina, y 10% de suero
fetal bovino. Para preparar las células para la inoculacién en los ratones, se
transfecté y lavé las células con diez mililitros de PBS buffer 1X estéril. Un
subgrupo de células se conté mediante el método de exclusién con azul de tripano
y el restante de las células se suspendié en 100 pl de PBS 1X estéril con una
concentracién de 5 x 107 células por mililitro.

Se preparo6 a los ratones para la inoculacién y se los afeité en el area dorsal
con una maquina de afeitar. Al dia siguiente cada ratéon se inocul6 en forma
subcutanea en la regién derecha sub—escapular con 5 x 10° de células NCI-H596.
Se monitored los tumores hasta que alcanzaron un volumen medio de 100 mm?,

Los ratones HGF-Tg-C3H-SCID se separaron al azar en dos grupos de
once ratones cada uno y se les dio una inyeccién intraperitoneal de material de
prueba dos veces a la semana durante cuatro semanas. Los animales en el Grupo
1 recibieron 100 pl de vehiculo y los animales del Grupo 2 recibieron 30 mg/kg de
anticuerpo monoclonal monovalente anti-c—-met Met Mab. El disefio del estudio se
presenta en la Tabla 7. Los tumores se midieron 3 veces a la semana durante
cinco semanas y se comenzé el dia del tratamiento. Se sacrificé a los animales
luego de cinco semanas, a pesar de que se sacrifico a algunos animales antes de
ese tiempo debido a grandes volumenes de tumores (> 1500 mma3). Asimismo se

inocul6 a los ratones de control C3H-SCID para servir como un control negativo
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para el crecimiento tumoral y se monitored su crecimiento tumoral durante cinco

semanas.

Todos los estudios y tratamientos en los ratones cumplieron con las pautas
del Comité de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (Institutional Animal
Care and Use Committee (IACUC).

Tabla 7

Disefio del Estudio

Material Conc. Volumen
de la Frecuencia Dosis. Dosis de Dosis
Grupo Nro./Sexo Prueba Ruta dela Dosis (mg/kg) (mg/ml)  (ul)
1 10/F Vehiculos: PO; Todos los O 0 100 (ea.)
Captisol; IP dias (QD) por
MetMADb 2 semanas;
buffer Una vez
2 10/F Erlotinib PO Todos los 150 30 100
dias(QD) por
2 semanas
3 10/F MetMADb 1P Una vez 30 6 100
4 10/F Erlotinib + PO; Todos los 150; 30 30; 6 100 (ea.)

MetMADb P dias(QD) por
2 semanas;
una vez

Medicion del Tumor vy del Peso Corporal. Los volimenes de los tumores se

midieron en dos dimensiones (largo y ancho) y se utilizaron calibradores UltraCal-
IV (Modelo 54-10-111, Fred V. Fowler Company, Inc.; Newton, MA). La siguiente
formula se utilizdé con Excel v11.2 (Microsoft Corporation; Redmond, WA) para
calcular el volumen del tumor:

Volumen del tumor (mm?) = (largo * ancho?) « 0,5

Analisis de la Eficacia de los Datos. La inhibicion del tumor se represent6

mediante KaleidaGraph 3.6 (Synergy Software; Reading, PA). El porcentaje de
inhibicién del crecimiento (%lnh) al dia 17 se calculd de la siguiente manera:
%Inh= 100X [Tamafio del tumor (Vehiculo) — {Tamafo del tumor

(MetMADb)/Tamano del tumor (Vehiculo)}]

U§
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La incidencia del tumor (IT) se determiné por un numero de tumores
susceptibles de medicion al Dia 17. La regresion parcial (RP) se define como
regresion de tumor de > 50% pero < 100% desde volumen inicial del tumor en
cualquier dia en el transcurso del estudio. La regresion completa (RC) se define
como regresion del tumor del 100% desde el volumen inicial del tumor en
cualquier dia durante el transcurso del estudio.

El volumen medio del tumor y el error estdndar de la media (SEM) se
calcularon con software JMP, version 5.1.2 (SAS Institute; Cary, NC). El analisis
de los datos y la generacion de los valores p, ya sea mediante la prueba-t de
Student o de Dunnett, también se realizdé con software JMP, versiéon 5.1.2.

Las estimaciones de la curva de supervivencia de Kaplan-Meier se
realizaron por el tiempo en que el tumor doblaba su volumen para cada grupo. Se
realizaron comparaciones por pares entre los grupos. Se realizaron
comparaciones estadisticas con la prueba log—rank. El andlisis de la informacion
se realiz6 con software JMP.

Resultados

La linea de células de NSCLC NCI-H596 se inoculé en animales hu—
HGF-Tg-C3H-SCID y se monitored el crecimiento de su tumor hasta que las
células injertadas formaron tumores de aproximadamente 100 mm?>. Luego se
agrup6 a los ratones en cuatro ramas de tratamiento; grupo 1: Vehiculo, grupo 2:
Erlotinib, grupo 3: MetMAb, y grupo 4: Erlotinib + MetMAb (Ver Tabla 7). Los
grupos tratados con MeMAb recibieron la dosis sélo una vez mientras que los
grupos tratados con Erlotinib recibieron la dosis todos los dias durante dos
semanas y luego se detuvo. el tratamiento y el crecimiento del tumor se monitored
dos o tres veces por semana. Los ratones de control C3H-SCID también se
inocularon y se monitoreé el crecimiento de tumores NCI-H596 que no estaban
expuestos a HGF humano.

El crecimiento de los tumores NCI-H596 mejoré ampliamente en el
contexto de los ratones hu~HGF-Tg-C3H-SCID comparado con los ratones de

control C3H-SCID (Figura 5; comparar grupo de control de vehiculo con C3H-
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SCID). El tratamiento de los ratones con el anticuerpo monoclonal monovalente
anti—-c—-met Met Mab dio como resultado una reduccién del 67% en el crecimiento
del tumor comparado con el control de vehiculo el dia 20 (Figura 5; prueba t de
Student, p=0,0044), en forma consistente con los estudios anteriores de Met Mab
en los modelos NCI-H596. El tratamiento de ratones con tumores NCI-H596
resultd en un reduccién estadisticamente insignificante del crecimiento del tumor
comprado con el control de vehiculo en el dia 20 (figura 5; prueba t de Student, p=
0,0165). El tratamiento con la combinacién de MetMAb y erlotinib mostré una gran
mejora en la eficacia, y dio como resultado una reduccién del 89% en el
crecimiento del tumor comparado con el control de vehiculo el dia 20 (Figura 3;
prueba-t de Student, p=0,0035).

El tratamiento de los ratones con MetMAb dio como resultado una
reduccién del tumor de un 67% comparado con el control de vehiculo el dia 20
(Figura 5; prueba t de Student, p=0,0044), lo que coincidi6 con los estudios previos
de MetMADb en los modelos NCI-H596. El tratamiento de los ratones con tumores
NCI-H596 con erlotinib dio como resultado un reduccién estadisticamente
insignificante en el crecimiento del tumor comparado con el control de vehiculo el
dia 20 (Figura 5; pruebaft de Student, p=0,165). El tratamiento con la combinacion
de MetMAb vy erlotinib mostré una gran mejora en la eficacia comparado con
cualquiera de los agentes solos, y dio como resultado un 89% de reduccion en el
crecimiento del tumor comparado con el control de vehiculo el dia 20 (Figura 5;
pruebas-t de Student; MetMADb + erlotinib contrapuesto con vehiculo dia 20 -
p=0,0035; MetMAb + erlotinib contrapuesto con erlotinib solo, dia 26 - p=0,0009;
MetMADb + erlotinib contrapuesto con MetMADb solo, dia 48 p=0,0149).

Se recaudd informacion sobre el volumen de los tumores durante 9
semanas luego de que se finalizé con las dosis para analizar si la combinacion de
MetMAb mas erlotinib daba como resultado mejoras con el paso del tiempo en la
progresion del tumor. Para tratar este tema, las mediciones de tiempo TTD (Time
to Tumor Doubling), que se define como el tiempo que le lleva a los tumores

doblar su tamario, se calcularon para cada grupo y se utilizaron para generar

A



141

curvas de supervivencia Kaplan—-Meier. La combinacién de MetMAb mas erlotinib
demostrd una gran mejora en el tiempo de progresién del tumor con un TTD medio
de 49,5 (¢ 2,6) dias, contrapuesto con 17,8 (+ 2,2) dias para el grupo que se tratd
con MetMADb, 9,5 (x 1,2) dias para el grupo que se tratd con erlotinib, y 9,5 (+ 1,2)
dias para el grupo de control de vehiculo (Figura 6). Esta informacion demuestra
que la combinacién de MetMAb mas erlotinib mejora en forma significativa el
tiempo de progresiéon del tumor en contraposiciéon con cada agente por separado
(prueba log-rank; vehiculo en contraposicién con MetMAb — p < 0,0001; vehiculo
en contraposicion con MetMAb + erlotinib — p < 0,0001; erlotinib en contraposicion
con MetMAb + erlotinib p < 0,0001 y MetMAb en contraposicién con MetMAb +
erlotinib — p = 0,0009).

Esta informacion demuestra que el tratamiento con la combinaciéon de
MetMAb y erlotinib da como resultado mejoras altamente significativas en la
inhibicién del crecimiento del tumor y la progresion del tumor relativa al tratamiento
con MetMAD o erlotinib por separado.

Eiemplo 5: La sefalizacidon de c—met requla la sefalizacion de EGFR

Materiales y métodos

Analisis de Micromatriz: Se realizaron tres experimentos de micromatriz con

matrices Affymetrix HGU133 Plus 2,0. En cada caso, se llevo a cabo la
preparacién de RNA complementario, la hibridacién de matrices, y el analisis
subsiguiente de la informacién con los protocolos del fabricante, esencialmente los
descriptos en Hoffman EP et al., Nat Rev Genet 5:229-37 (2004). Se normalizaron
datos de expresion crudos, en la forma de archivos Affymetrix CEL, como un
grupo para eliminar fuentes de variacion no biolégicas entre informacion para
muestras individuales mediante el método de normalizacién de RMA (Irizarry,
Biostatistics, 2003, PubMed ID 12925520) tal como fue implementado en el
paquete de software Partek GS 6.3b (Partek, Saint Louis, MO). Los valores de
expresion a escala log2 normalizados resultantes se analizaron de la siguiente
manera y se transformaron a escala lineal a los fines de ploteo.

En el primer experimento, no se trataron o se estimularon las células
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receptivas a ligando NSCLC HOP92 y H596 con 50 ng/ml de HGF durante 6 horas
antes del perfil de expresion mRNA. Brevemente, se colocaron las células en
placas de 6 pocillos a aproximadamente 5x10° células/pocillo. Luego de un dia,
se Iavaron‘|as células, y luego se transfirieron a RPMI medio + 0,1% BSA. El dia
3, se estimularon las células durante 6 horas con HGF a 50ng/ml en el medio
RPMI + 0,1% BSA. Las células se lavaron una vez con PBS frio, se lisaron con
RNAeasy buffer lisis y con RNA preparado conforme al protocolo del fabricante.
Se analizaron muestras de HOP92 y H596 en forma separada mediante una
prueba—t para medir la importancia (valores P) de la diferencia en niveles de
expresion para cada gen en las condiciones + HGF y — HGF. Estos valores P se
convirtieron en valores Q mediante la correccién para multiples pruebas con el
método Benjamini y Hochberg (Benjamini and Hochberg, 1995). Luego se
clasificaron los genes conforme a la importancia estadistica (valor Q) de la
diferencia de nivel de expresion en cada linea celular.

En el segundo experimento se estudiaron los niveles de expresion mRNA
de clones EBCshMet3-15 y EBCshMet4—-12 luego de 24 y 48 horas de incubacion
con o sin 50 ng/ml de doxiciclina. Se analizé el patréon de expresién de cada set
de sonda Affymetrix (gen) con un modelo estadistico lineal (ANOVA) que estima
el efecto del clon (3—15 o0 4-12), el tratamiento (control o doxiciclina), y momento
(24 o 48 horas) asi como también la interaccién del momento y los efectos del
tratamiento. El procedimiento ANOVA produce medidas de importancia (valores P)
para cada uno de estos cuatro efectos. Se convirtieron estos valores P en valores
Q mediante la correccion para multiples pruebas usando el método Benjamini y
Hochberg. Luego se clasificaron los genes conforme a la importancia estadistica
(valores Q) de la diferencia de nivel de expresién entre doxiciclina y las muestras
de control.

En el tercer experimento se incubaron células EBCMet shRNA 4-12 o
células de control EBCGFP shRNA en un medio solo 0 en un medio con 50 ng/ml
de doxiciclina durante 24 horas. Luego de mas tratamientos (+/— HGF 100 ng/ml

durante 2 horas), se estudié la expresion mRNA por medio de micromatrices. Se
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analizé6 el patrén de expresidén de cada set de sondas Affymetrix (gen) mediante un
modelo estadistico lineal (ANOVA) que estim6 el efecto del objetivo shRNA (Met o
GFP), la induccion shRNA (doxiciclina o control) y el tratamiento HGF asi como
también la interaccién de estas tres variables. Estos valores P se convirtieron
luego en valores Q de la diferencia del nivel de expresién entre las condiciones
mas -HGF y menos-HGF en muestras EBCMettshRNA4-12 tratadas con
doxiciclina. Se seleccionaron 188 sets de sondas usando un tope del valor Q de
0,05 (5% indice de Descubrimiento Falso) y un doble cambio de expresion de los
grupos +/— HGF.

TGFa ELISA: Se generaron tumores xenotrasplantados EBC—-1-shMet vy
se aplicaron dosis de Dox de la manera descripta en el Ejemplo 3, excepto que se
usé Dox a 1 mg/ml en 5% sacarosa y se le permitié a los tumores crecer a 300-
400 mm?® con anterioridad a la iniciacion del tratamiento. Se aplicaron dosis a los
animales durante 3 dias y luego se los sacrificé. Se colocaron muestras de
tumores xenotrasplantados EBC—1-shMet—4.12 rapidamente congelados en buffer
de lisis frio de 2mls (PBS + 1%TritonX-100 + Céctel de fosfatasa 2 (Sigma cat#
P5726)) e inhibidores de proteasa “Complete Mini EDTA-Free” (Roche #11 836
170 001) (1 comprimido por cada 10mls de solucién). Los tumores se
homogeneizaron con un homogeneizador manual vy los lisatos se incubaron en
hielo durante 1 hora con giros ocasionales. Los lisatos se giraron hacia abajo a
10000xG durante 10 minutos a 4°C, se transfirieron a un nuevo tubo y se
cuantificé la proteina Her 3 mediante un ensayo BCA (Pierce cat# 23225).

El anticuerpo policlonal Anti-TGF-alfa (R&D Systems, Minneapolis, MN) se
diluyé a 1 ug/ml en solucién salina sujeta a buffer por fosfatos (PBS) y se cubrié
con placas ELISA (25 pL/bociIIo, placas de 384 pocillos con superficie MaxiSorp,
Nunc, Neptune, NJ) durante una incubacién de una noche a 4°C. Luego de lavarlo
6 veces con buffer (PBS / 0,05% Tween-20), las placas se bloquearon con PBS /
0,5% albumina sérica bovina (BSA) durante 1 o 2 horas. Esta y todas las
subsiguientes incubaciones se realizaron a temperatura ambiente en un agitador

orbital. Las muestras se diluyeron usando buffer de muestra (PBS / 0,5% BSA /
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0,5% Tween-20/ 0,2% gama globulina bovina / 0,25% CHAPS / 5 mM EDTA / 10
ppm Proclin). Con el uso del mismo buffer, las disoluciones en serie se prepararon
a partir de TGF-alfa humano recombinado (R&D Systems), con una escala de
curva estandar de 400 - 12,5 pg/ml. Las muestras de control congeladas pre—
disueltas para cuantificar en las regiones altas, medias y bajas de la curva
estandar se descongelaron. Las placas se lavaron seis veces, se agregaron las
muestras, los estandares y los controles (25 pL/pocillo) y se incubaron durante 2
horas. Luego de lavar las placas doce veces, se agregd un anticuerpo policlonal
biotinolado de cabra anti-TGFalfa (R&D Systems) disuelto a 1 pg/ml en un buffer
de muestra (25 pL/pocillo). Luego de una hora de incubacion, las placas se
lavaron doce veces. Luego se agregd perixodasa Streptavidin—horse Radish (GE
Healthcare, Piscataway, NJ) disuelta 1/4,000 en el buffer de muestra (25
uL/pocillo). Luego de una incubacion final de 30 minutos, las placas se lavaron
doce veces y se agregd tetrametil bencidina (TMB, Kirkegaard & Perry
Laboratories, Gaithersburg, MD). Se permitié el desarrollo de color durante 6 a 8
minutos a temperatura ambiente, y 1a reaccidén se detuvo pér el agregado de 1 M
de acido fosférico. Los valores de absorbancia se obtuvieron mediante el uso de
un lector de microplacas (450 nm, referencia 620) y las concentraciones de las
muestras se calcularon a partir de ajustes de 4 parametros de las curvas estandar.
Resultados

La activacion de c—met por medio de un tratamiento HGF aumenté la
expresion mRNA de ligando EGFR (HB-EGF, Epiregulina, Anfiregulina, TGFa) en
las lineas celulares de NSCLC Hop-92 y NCI-H596 (Figura 9A) de reactivas a
ligandos. En cambio, la inhibicion de la expresién c—-met usando shRNA en células
EBC1 de la linea celular NSCLC de ligandos independientes redujo la expresion
mRNA de los ligandos EGFR (Figura 9B). El tratamiento HGF de la linea celular
4-12 EBC1shMet tratadas con dox restituyé la expresion de los ligandos EGFR
(Figura 9C). La reduccion de ligandos EGFR no ocurrid6 en células de control
EBC-1 que expresd un siRNA dirigido contra GFP (Figura 9D). La reduccién de la

expresion c—-met en tumores xenotrasplantados EBC—1shMet dio como resultado

/Y



145

en una disminucién en los niveles de proteina TGFa en el tumor, al tercer dia
posterior al tratamiento. (Figura 9E).

Esta informacién demuestra que la actividad c—met puede regular la
sefalizacion EGFR en células independientes HGF c-met (EBC1) amplificadas,
asi como también en células dependientes HGF (Hop92 y NCI-H596). Mas
especificamente, la sefalizaciéon c-met aumenté y mantuvo la expresién de la
familia de ligandos EGFR, los cuales luego podian estimular su propia familia de
receptores EGFR de manera autocrina. En cambio, la inhibicidn de la sefializacién
c-met dio como resultado una reducciéon de la expresion de ligandos EGFR. La
interferencia con este bucle autocrino es una causa probable de la reduccion de
pEGFR que se observa en las células EBC1 luego del knockdown de c—met
(Figura 10) y del aumento de la sensibilidad a la activacién de ligandos inducidos
EGFR luego del knockdown de c—met descripto en el Ejemplo 2. Estos resultados
sugieren que la actividad EGFR puede compensar la pérdida de actividad de
sefializacion c—-met en tumores HGF dependientes y HGF independientes y
concuerdan con el gran aumento de la eficacia del tumor xenotrasplantado
observado cuando los tumores se tratan con la combinacién de inhibidores EGFR
y c—met (Ejemplo 4).

Ejemplo 6: La actividad C—met requla la expresion HER3

Materiales y métodos

Analisis Western blot de proteinas pEGFR y Her3: Se colocaron las células

a una densidad de 1x10° y se incubaron durante 18 horas a 37C en 10% Tet-
approved FBS en RPMI 1640. EIl dia siguiente, se removié el medio y se
reemplazé con medio fresco normal, con o sin 0,1 ug/ml Dox. 24, 48 y 72 horas
luego de cambiar el medio, se extrajeron las proteinas con 1% NP-40/TBS/ el
coctel inhibidor de proteasa completo de Roche/cécteles 1 y 2 inhibidores de
fosfatasa de Sigma luego de un enjuague con TBS frio. Se cargaron 15 ug de
proteina total en gel Invitrogen’s 4-12% Bis—Tris NUPADE con buffer MOPS y se
transfiri6 a PVDF mediante Invitrogen's iBlot. Las membranas fueron

inmunotransferidas para proteinas fosforiladas (pEGFR (Y1173) Upstate 04-341

| JS
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en una disolucion de 1:1000 en 5% BSA/TBST), se removieron con el stripping
buffer de Pierce’s Restore, y luego se las resondeé para proteinas totales (c—met:
SCBT sc-10 en una disolucion 1:10,000; Her3: SCBT sc—-285 en una disolucién
1:2000 en 5% de leche en polvo descremada y TBST). Se detectaron las
proteinas con HRP Amersham —junto con anticuerpos secundarios (Amersham
anti-conejo—HRP, #NA934V; Amersham anti-ratén-HRP) usando el kit
Amersham’'s ECL Plus quimicoluminiscente conforme a las instrucciones del
fabricante.

Her3 FACS: Se sembraron células EBC—1 shMet 4-12 a 10° células por
cada placa de 10 cm en RPMI 1640 (como antes) y se incubaron placas toda la
noche. Se agregd dox a las placas hasta alcanzar una concentracién final de
100ng/ml. Se incubaron placas durante 48 horas. Luego de la incubacion las
células se transfectaron, centrifugaron, luego se resuspendieron en 200pl PBS +
2%FBS (FACS Buffer) frio y se transfirieron a placas de 96 pocillos. Se giraron las
células y se volvieron a suspender en buffer FACS mas 10ug/ml de anticuerpos
Her3:1638 (3E9.2G6) de Genentech. Se incubaron las células en hielo durante 1
hora, luego se lavaron con Buffer FACS frios y se volvieron a suspender en Buffer
FACS + 1:200 RPE conjugados F(ab’), Cabra anti—ratén IgG + IgM (H+L) (Jackson
Immuno cat# 115-116—-068). Se incubaron las células en hielo durante 30
minutos, luego se lavaron una vez con buffer FACS frios y se volvieron a
suspender en buffer FACS mas 7AAD (BD Pharmingen cat#559925). El analisis
de FACS se realizé conforme a las instrucciones del fabricante.

Lisatos de tumores: Se generaron los tumores xenotransportados EBC—1—-

shMet y se aplicaron dosis esencialmente de la manera descripta en el Ejemplo 3,
excepto que se utilizo Dox a 1 mg/ml en sacarosa 5% y los tumores pudieron
crecer entre 300-400 mm?® con anterioridad al inicio del tratamiento. Se aplicaron
dosis a animales durante tres dias, luego se los sacrificd. Se colocaron muestras
de tumores xenotransplanntados EBC—1-shMet—4.12 rapidamente congelados en
buffers de lisis frio de 2mlis (PBS + 1%TritonX—100 + (3X) Coéctel de fosfatasa 2
(Sigma cat# P5726)) e inhibidores de proteasa “Complete Mini EDTA-Free”

/&
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(Roche #11 836 170 001). Los tumores se homogeneizaron con un
homogeneizador manual y los lisatos se incubaron en hielo durante 1 hora con
giros ocasionales. Los lisatos se giraron hacia abajo a 10000xG durante 10
minutos a 4°C, se transfirieron a un nuevo tubo y se cuantificé la proteina Her 3
mediante el uso de un ensayo BCA (Pierce cat# 23225).

Resultados

El knockdown mediado de shRNA de la expresion c—-met redujo los niveles
pEGFR y aumenté significativamente los niveles de proteina HER 3 (Figura 10A).
El analisis de FACS reveld un aumento de los niveles de superficie HER 3 luego
del knockdown de c-met (Figura 10B). ElI knockdown de c-met en los tumores
xenotransplantados EBC-1shMet—4,12 dio como resultado un aumento de los
niveles de proteina HERS3 (Figura 10C).

Esta informacion demuestra que la actividad c-met puede regular el nivel
de expresiéon HER 3. Especificamente, la inhibicién c—met dio como resultado un
aumento de los niveles de la proteina HER3 y en una disminucion de los niveles
pEGFR. La disminucién de pEGFR luego de la inhibicion c-met es probable
debido a la reduccién de la sefalizaciéon autocrina por los ligandos EGFR (ver
Figura 9) y el aumento de los niveles HER3 podria aumentar la sensibilidad
erlotinib, tal como otros han demostrado (por ejemplo, Yauch et al. Clin Cancer
Res (2005) 11:8686-98). Estos resultados sugieren que la actividad HER3 (por
ejemplo, sefalizacion mediante HER2) puede aumentar subsiguiente inhibicion de
sefializacion c—met, y apoyar el uso de terapias de combinaciéon con c—-met e
inhibidores HER3 para el tratamiento del cancer.

Ejemplo 7: La activacion de via EGFR puede restaurar la proliferacién de la célula

y la viabilidad de la célula en la que la actividad c—met esta inhibida.

Materiales y métodos

Se sembraron células EBC-1 shMet a 5000/pocillos en RPMI 1640 medio
(que contiene 10% Tet—Free FBS de Clontech cat# 631107) en una placa de 96
pocillos con pared negra, y se incubaron las placas durante la noche. Se

reemplazo el medio con medio mas fresco +/— 100ng/mi dox, y se incubaron las
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placas durante 48 horas. Los ligandos EGFR se agregaron luego a la
concentraciones finales descriptas a continuacién, y se incubaron las placas otras
48 horas y luego se determin6 la cantidad de células con Cell TiterGlo (Promega
#G7570) tal como se describe en el mismo: Dox + 100ng/ml HGF; Dox + 50nM
TGFa; Dox + 5ng/ml HGF; y Dox + 1nM TGFa.
Resultados

El knockdown de la expresion c—-met por shRNA dio como resultado una
reduccién significativa en el nimero de células, lo que implica una reduccién en Ia
viabilidad y proliferacion de las células. Los ligandos EGFR, HGF y TGFa tuvieron
la habilidad de rescatar un numero de células de un modo dosis—dependiente,
aunque el HGF aparecié para rescatar un numero de células de mejor manera
que el TGFa. Estos resultados demostraron que la activaciéon de via EGFR puede
restaurar la proliferacién de células y la viabilidad de células en las células en las
que la actividad de sefalizacion c—-met esta inhibida. Por lo tanto, la sefalizacién
EGFR (y/u otros miembros de la familia HER) compenso la pérdida de actividad de
sefializacion c—-met. Estos resultados apoyan el uso de una terapia combinada con
inhibidores c—met y EGFR, y concuerdan con la eficacia del gran aumento del
tumor xenotransplantado observado cuando los tumores se trataron con la
combinacién de inhibidores EGFR y c-met (Ejemplo 4).

Ejemplo 8: La activacidon de c—met dio como resultado la activacién de EGFR, c—

met interactua con EGFR independientemente de la activacién de la via c—met o

EGFR, v la respuesta atenuada de la activacion de c—met al inhibidor EGFR.

Materiales y métodos

Células: Las células NCI-H596 se obtuvieron de la Coleccion Americana de
Cultivos Tipo (ATCC) y se mantuvieron en RPMI 1640 complementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS; Sigma, St. Louis, MO), y 2 mM L—-glutamina. El medio
de ensayo de las células fue cambiado de la manera descripta a continuacion,
dependiendo del experimento.

Factores terapéuticos y de Crecimiento: Erltonib y MetMAb eran de

Genentech, Inc., tal como se describio anteriormente. HGF y TGFa se generaron

VEs
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en Genentech.

Immunoprecipitaciones e Immunotransferencia; Se privd de suero a las

células durante una noche en 0,1% BSA/RPMI con anterioridad a la estimulacion
con ligando y/o aplicaciones de dosis con compuesto, tal como se describe en el
texto. Los ligandos HGF y TGF-O se generaron internamente. Al momento del
cultivo, las células se lavaron una vez de manera inmediata en PBS helado
seguido por lisatos en buffer lysis (CST #9803) complementado con 1 mM de cada
uno de los siguientes: inhibidores de proteasa (Sigma Cat #P3840), inhibidores de
fosfatasa (Sigma Cat # P2850 y P3726), NaF, NazV0, y PMSF. Se colocaron las
muestras a 4°C en un rotor de 180°, seguido por una limpieza a 14,000 rpm, 20
min 4°C. La concentracién de proteina se estimé mediante el uso del Estudio
Bradford.

Los lisatos de células fueron cargados en los gelés de manera directa
(Figura 12, concentracion de lisatos equivalente a 40 pg/éalle) o de manera
inmunoprecipitada (Figura 13, concentracion de lisatos equivalente a of 16
mg/muestra). La inmunoprecipitacion se realizé con cada uno de los siguientes
anticuerpos; agarosa conjugada con cMET:(Santa Cruz Biotechnology Cat #SC-
161AC), EGFR (Neomarkers MS—609-P) + Proteina A Sefarosa Fast Flow Beads.
Las muestras se colocaron a 4°C toda la noche, en un rotor de 180°, seguido por
tres lavados con buffer lisis y consiguiente desnaturalizaciéon en muestras buffer
SDS que contienen beta—mecaptoetanol. Las muestras se calentaron durante 5
minutos a 95°C seguidos por una carga de geles gradientes 4-12% vy por una
transferencia a membranas nitrocelulosas usando procedimientos western blotting
estandar. Las membranas se bloquearon en 5% de leche/TBST durante 1 hora,
RT y luego se ekaminaron con los siguientes fosfo— anticuerpos durante toda la
noche a 4°C, tal como lo indica el texto: p—c—met: pTyr 4G10 (Upstate Cat# 05—
777); pEGFR (Cell Signaling Technologies Cat # 2264). Las membranas se
eliminaron con el Restore Stripping Buffer (Pierce Cat # 21059) y se volvieron a
examinar con anticuerpos a proteina total: cMET DL-21 (Upstate Biotech Cat

#05-238); EGFR (MBL Cat # MI-12—-1); beta actina (Santa Cruz Biotechnologies
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Cat #SC-1616). Anticuerpos secundarios se obtuvieron de Jackson
Laboratories. Se detectaron inmunotrasnferencias mediante el uso del Método
ECL, conforme a las recomendaciones del fabricante.

Ensayos de viabilidad de la Célula: Para los ensayos de viabilidad de

células, éstas se colocaron en cuadruplicado a 1x10° células por pocillo en placas
de 384 pocillos en RPMI conteniendo 0,5% FBS (ensayo medio) durante toda la
noche, con anterioridad a la estimulaciéon con ensayo medio con 3 nM TGF-a +/-
HGF. Se agregé erlotinib a concentraciones multiples y, 72 horas después, se
midié la viabilidad de la célula con Celltiter—Glo Luminescent Ensayo de Viabilidad
de la Célula (Promega, Madison, WI).

Resultados .

La activacion de c—met con HGF da como resultado la activacién de EGFR.

Dado que la activacion de c-met dio como resultado la regulacién por
incremento de numerosos ligandos EGFR en células NCI-H596, suponemos que
la activacién de c—met resulta en la transactivacion de via EGFR. Para probar esta
hipotesis, las células de NSCLC NCI-H596 se trataron con o sin HGF in vitro, y los
lisados de células se analizaron a los 10 minutos, 24, 48 y 72 horas para examinar
la activacién de via EGFR. La activacién de la sefalizacién c—-met resultd en la
activacion de la sefalizacién EGFR (Figura 12). La induccion del nivel de pEGFR
se observo a los diez minutos, siguiendo la estimulacion HGF, lo que sugiere que
la activacion c-met transactiva directamente la sefalizacién EGFR (Figura 12). Se
observaron niveles aumentados de pEGFR en los Ultimos puntos de tiempo (24,
48, y 72 horas siguientes a la estimulacién con HGF) (Figura 12). La activacion
cinética demorada de pEGFR concuerda con la informacién que muestra que la
actividad c—met resulta en una expresién aumentada de los ligandos EGFR, que
podrian ser responsables de la activacién de via demorado EGFR (>24 horas). En
este modelo, se predecird que la activaciéon de EGFR aumentara en un punto
posterior en el tiempo y permanecera relativamente alta, de acuerdo con la
informacion aqui presentada.

C-met interactia con EGFR independiente de c-met o el estado de
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activacion de via EGFR.

Los experimentos de co-immunoprecipitaciéon (co—IPs) se realizaron para
determinar si la actividad c-met y/o EGFR pudiera resultar en una asociacién
fisica de c-met con EGFR. Las células NCI-H596 se trataron sin ligandos, con
TGFa sélo, HGF sélo, o TGF-a mas HGF durante 10 minutos o 24 horas.
Siguiendo este tratamiento, se inmunoprecipité el c—-met seguido por transferencia
tanto para la fosfo—tirosina (4G10), EGFR o c-met.

La inmunoprecipitacion c-met bajé6 la EGFR ante la ausencia de algin
ligando y en puntos de tiempo posteriores cuando los niveles pc-met y pEGFR
habian disminuido, indicando que c—met interactué con EGFR a pesar del estado
de activacion de via c-met o0 EGFR (Figura 13). El c-met IPs trasferido por fosfo—
tirosina revel6 que la activacion EGFR y c-met era ligando—dependiente y
atenuada luego de 24 horas. La activacion de c—met por medio de HGF result6é en
la co~inmunoprecipitacién de pEGFR; sin embargo, los niveles pEGFR eran
mucho mas bajos que los niveles pEGFR observados cuando se estimularon las
células sélo con TGFa o en combinacién con HGF. La activacion de c-met o
EGFR por sus respectivos ligandos demostré que cada via podria ser activada
independientemente una de la otra.

La activacion de c-met atenué la respuesta de células NCI-H596 a
inhibidores EGFR y el tratamiento con anticuerpos anti.c—-met MetMAb rescaté la
respuesta al inhibidor EGFR.

Las células NCI-H596 son sensibles al inhibidor EGFR erlotinib
(TARCEVA™) cuando crecieron en presencia de TGFaq, tal como se demuestra
mediante la viabilidad reducida de células cuando crecieron en presencia de
erlotinib y TGFa. Para determinar si la activaciéon de via c—-met pudiera cambiar la
respuesta de las células NCI-N596 a la erlotinib, se estimularon las células con
TGFa, se trataron con erlotinib y/o HGF, y luego se estudié la viabilidad de la
célula.

Bajos niveles de HGF mostraron efectos modestos en la sensibilidad de la

célula a la erlotinib; sin embargo la sensibilidad a la erlotinib se redujo
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dramaticamente en un modo dosis—dependiente a medida que aumentaron las
concentraciones de HGF (Figura 14), tal como lo revela el aumento de viabilidad
de la célula en estas condiciones. Esta informacioén indica que la activacién HGF
de via Met es suficiente para atenuar la respuesta de células NCI-H596 a erlotinib.

Para determinar si la combinacién de inhibidores c—met e inhibidores EGFR
redujeron la viabilidad de las células de lineas celulares que estan co-activadas
con HGF y TGFa, se realizaron ensayos de viabilidad de células NCI-H596 en
presencia de HGF, TGFa, y variando las dosis de erlotinib y/o anticuerpo
antagonista c-met MetMAb (1 uM).

La presencia de HGF atenu6 la respuesta de células NCI-H596 a la
erlotinib (Figura 15). La inhibicibn de via c—met por MetMAb restauré
dramaticamente la sensibilidad a la erlotinib (Figura 15), sugiriendo de este modo
que el tratamiento con inhibidores c-met y EGFR pueden tener efectos de
combinacién impactando la viabilidad de la célula en el linea celular NCI-H596.

Considerados juntos, estos estudios apoyan la hipétesis de que la
activacion de via c—-met activo directamente la via EGFR, a través de la inducciéon
de expresion de ligandos de EGFR asi como también a través de la interaccion
directa entre c—-met y EGFR. Estos resultados concuerdan con la eficacia
aumentada del tumor xenotransplantado observado cuando los tumores se
trataron con la combinaciéon de EGFR e inhibidores c-met (Ejemplo 4).

Eiemplo 9: El tratamiento de combinacién con c—met antagonista v EGFR

antagonista dio como resultado una mejor inhibicion de la proliferacion y via de

sefalizacion de supervivencia en tumores xenotrasplantados NCI-H596.

Materiales y métodos

Tumores  xenotransplantados NCI-H596 hu~-HGF-Tg-SCID: Se

establecieron xenotransplantes NCI-H596 en ratones hu~HGF-Tg-SCID tal como
se describe en el Ejemplo 4. Se le permitié a los tumores crecer hasta 200-300
mm3 con anterioridad al tratamiento. La aplicacion de la dosis se realizé conforme
a lo descripto en la Tabla 8. Brevemente, se aplico la dosis buffer MetMAb (30

mg/kg) o MetMAb a las cero horas (0 hs) y se aplicé la dosis de vehiculo
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metilcelulosa tween (MCT) o erlotinib (150 mg/kg) a las 18 horas (18 hs). Se
sacrificé a los ratones y se recolectaron tumores y plasma a las 24 horas (24 hs).
Se congelaron los tumores en contacto con el nitrogeno y se dejaron a -70°C
hasta que se procesaron para inmunoprecipitacion e inmunotransferencia.

Tabla 9

Disefo del Estudio

Dosis Dosis
Material de Frecuencia de la Dosis. Conc. Volumen

Grupo No./Sexo Prueba Ruta dosis (mg/kg) (mg/ml)  (ul)

1

S/F Vehiculos: PO; Una vez (MCT 6 0 0 100 (ea.)
MCT; P horas antes de la
MetMADb ablacion del
buffer tumor, buffer
MetMAb 24 horas
antes

5/F MetMAb PO; Una vez (MCT 6 30 6 100 (ea.)
IP horas antes de la
ablacién del
tumor, MetMAb
24 horas antes

5/F Erlotinib PO; Una vez 150 37,5 100 (ea.)
P (erlotinib 6 horas
antes de la
ablacién del
tumor, buffer
MetMAb 24 horas
antes

5/F Erlotinib + PO; “Una vez (erlotinib 150; 30 37,5; 6 100 (ea.)
MetMAb IP 6 horas antes de
la ablacion del
tumor, MetMAb
24 horas antes

Inmunoprecipitaciones e Inmunotransferencia: Para procesar tumores para

andlisis de proteinas, primero se homogeneizaron los tumores con
homogeneizador de cristal dounce con buffer lisis (Cell Signaling Technology, Inc.,
Danvers, MA), complementado con 1 mM PMSF, coctel inhibidor de proteasa
adicional, y coctel | y Il inhibidores de fosfatasa (Sigma, Inc., St. Louis, MO). Los
lisatos se incubaron en hielo durante una hora y luego se centrifugaron a 14,000 x

g durante cinco minutos y se recolecto el sobrenadante. Se determinaron
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concentraciones de proteinas usando el Kit. de Estudio de Proteina BCA™
(Pierce, Inc., Rockford, IL) y se inmunotransfirieron las muestras. Para
inmunoprecipitaciones, se usd 1,5 mg de lisatos del tumor para arrastrar Met,
usando el anticuerpo policlonal c-Met anti-humano C-28 (Santa Cruz
Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA) junto con perlas de agarosa, o EGFR,
usando el anticuerpo MI-12-1 (MBL, Inc., Woburn, MA) a 4°C durante toda la
noche con rotacion. Se lavaron las perlas tres veces con buffer lisis a 4°C seguido
de una resuspension en 1X Novex Tris—Glycine SDS Running Buffer (Invitrogen,
Inc., Carlsbad, CA) que contiene 2,5% (w/v) beta-mercaptoetanol. Para
transferencias Western directas, se cargaron 50 ug de lisatos de tumor por cada
calle. Luego se analizaron las muestras con SDS-PAGE e inmunotransferencias.
Los anticuerpos usados incluyen el c—-met DL-21 anti-humano de ratén, anti—
fosfotirosina mAB 4G 10 de ratén (ambos de Upstate Biotechnology/Millepore, Inc.,
Charlottesville, VA), anti-Akt, anti-p44/42 MAP kinase (ERK-1/2), anti—fosfo—Akt
(Serd73), anti-fosfo—p44/42 MAP kinase (ERK-1/2) (Thr202/Tyr204), todos
usados conforme a las recomendaciones del fabricante. (Todos de Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, MA)). Se us6 Cabra—anti-ratén—-IRdye800 (Rockland
Immunochemicals, Inc., Gilbertsville, PA) y cabra—anti—-conejo—AlexaFluor680
(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR) como anticuerpos secundarios. Se reflejaron
inmunotransferencias y se cuantificaron y normalizaron los niveles de fosfo-
proteinas a niveles totales de proteinas (por ejemplo pEGFR sobre el total de
EGFR) mediante el uso de un reproductor de imagenes Odyssey (LI-COR
Biosciences, Lincoln, NE).
Resultados

Se examiné la activacion de via C-met y EGFR en tumores
xenotransplantados generados en el modelo de ratdn xenotransplantado NCI-
H596 hu-HGF-Tg-SCID y tratado con el inhibidor EGFR, el inhibidor c-met y la
combinacién de inhibidores EGFR y c-met. Se inoculé a veinte ratones hu—-HGF-
Tg-SCID con células y tumores establecidos NCI-H596, tal como se describid

anteriormente. Una vez que los tumores alcanzaron el tamafio de 200-300 mm?,
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se los agrupé de manera pareja en cuatro grupos basados en el volumen del
tumor y se comenzo a aplicar la dosis (Tabla 8). Se aplicé la dosis de MetMAb24
horas antes de la ablucién del tumor, mientras que el erlotinib se aplicé 6 horas
antes de la ablucién. Los tiempos de dosificacién se seleccionaron basados en el
promedio de vida de cada agente terapéutico. A las 24 horas. Se sacrificd a los
ratones, se recolectaron los tumores y se procesaron para inmunoprecipitaciones
(IPs) y/lo inmunotransferencias contra fosforilados y el total de Met, EGFR, Akt
and ERK-1/2.

El tratamiento solo con MetMAb dio como resultado en la inhibicion de c—
met fosforilacion a 12% (+/- 3.6%) de control de vehiculo (Figura 16), y el
tratamiento combinado con MetMAb y erlotinib dio como resultado en la inhibicién
de c—met fosforilacion al 6% (+/- 3.5%) de control de vehiculo (Figura 16) (p
=0.039). El tratamiento soélo con erlotinib (Figura 16) no redujo el c-met
fosforilacion. El tratamiento sélo con erlotinib inhibié la fosforilacion de EGFR
a16% (+/- 7.9%) de control de vehiculo y el tratamiento combinado con erlotinib y
MetMAD inhibié la fosforilacion de EGFR a 19% (+/- 15%) de control de vehiculo
(Figura 16). EIl tratamiento con MetMAb solo también inhibi6 modestamente el
pEGFR a 62% (+/- 21.6%) de control de vehiculo (p = 0.006).

Estos resultados demostraron que la MetMADb y la erlotinib, cada una, inhibe
de de manera eficiente la activacion de sus objetivos respectivos y que el bloqueo
de c-met puede inhibir la respuesta pEGFR en el modelo NCI-H596 hu-HGF-Tg—
SCID.

El tratamiento combinado con MetMAb y erlotinib dio como resultado
también una inhibicion mas efectiva de PI-3K/Akt y las vias Ras—RAF-MEK-
ERK1/2 que se activan corriente abajo de la Met y EGFR activadas, donde actuan
las vias para activar la supervivencia y proliferacion de la célula del tumor,
respectivamente, y ayudar a conducir la oncogénesis. Se examinaron Fosfo—Akt y
phospho-ERK-1/2 en tumores xenotransplantados de animales tratados con
MetMAD, erlotinib o MetMAb mas erlotinib.

El tratamiento con MetMAb solo dio como resultado la inhibiciéon de pAkt a

V28



156

72% (+/- 27.9%) de control de vehiculo y en la inhibicién de pERK-1/2 a 72%
(+/~ 40.3%) de control de vehiculo (Figura 15, Tabla 9). El tratamiento con
Erlotinib dio como resultado una inhibicion mas robusta de pAkt a 45% (+/—
25.7%) y ERK-1/2 en un 39%

(+/- 8.9%) de controles de vehiculos,

respectivamente (Figura 16, Tabla 9). El tratamiento con una combinacidon de
MetMADb y erlotinib mostré una inhibicién mejorada de pAkt y pERK-1/2 a 24%
(+/— 13.8%) o de control de vehiculo y 29% (+/- 2.9%) de control de vehiculo,
respectivamente (Figura 15, Tabla 9). Estos resultados demostraron que el
tratamiento combinado con MetMADb y erlotinib inhibié el recorrido de sefalizacion
rio abajo de manera mas efectiva que el tratamiento con MetMAb o erlotinib solos.

Tabla 9. Resumen de los niveles cuantificados de fosfo—proteinas”,
como porcentaje de control de vehiculo, siguiendo el tratamiento del tumor NCI—
H596 llevando ratones con MetMADb, erlotinib o la combinacion de MetMAb vy
erlotinib. Los niveles de fosfo—proteina se determinaron mediante la cuantificacion
de bandas de intensidad de sefial por Li~Cor normalizandolo luego a niveles de
proteina total (menos fondo). La informacion esta representada como un
porcentaje del control de vehiculo (los valores representan un promedio de
tumores de 5 animales tratados de diferente manera, tal como se muestra en la

Figura 16).

Tratamiento | Vehiculo MetMAb Erlotinib MetMAb  +
Proteina Erlotinib
pMet/ Met total 100 (£50,8) | 12 (+3,5) 157 (£103,4) | 6 (£3,5)
pEGFR/ EGFR total 100 (£26,6) | 62 (+21,6) 16 (£7,9) 19 (£15)
pAkt/ Akt total 100 (£13,8) | 72 (+27,9) 45 (+25,7) 24 (+13,9)
pERK1/2/ ERK1/2 total | 100 (£25,3) | 72 (240,3) 39 (+8,9) 29 (£2,4)

La figura 17 resume diagramaticamente algunos de los descubrimientos

revelados en la presente, de la siguiente manera:

(1) c—met y EGFR estaban co—expresados en lineas celulares y tumores

YA
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NSCLC;

(2) expresion regulada positivamente de la actividad c—-met de ligandos
EGFR vy pEGFR;

(3) expresion negativamente controlada de actividad c—-met de of HER3;

(4) El tratamiento TGFa rescaté las células c-met activadas de ligandos
independientes de pérdida de viabilidad mediada por el inhibidor c—met; y

(5) La activacién c—met redujo la respuesta a erlotinib in vitro e in vivo.
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A pesar de que la invencién que antecede ha sido descripta en detalle
mediante ilustraciones y ejemplos con el fin de aclarar la comprension, las
descripciones y ejemplos no deben ser considerados como limitadores del alcance

de la invencién.
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1

23

PRT ] )

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

1

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys
20

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Trp Tyr Gln Gin Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

15

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de 1a secuencia artificial: péptido sintético
2
15

3

32

PRT

Secuencia Artificial

Descripcidn de la Secuencia Artificial: polipéptido sintético

3

Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
1 5 10

15

Leu Thr ITle Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys
30

<210>
<211>

20 25

4
11

/69
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<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220> ‘
<223> Descripcién de Ta secuencia artificial: péptido sintético

<400> 4
Phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu Ile Lys Arg
1 5 10

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 5
Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu Tyr Thr Ser Ser Gln Lys Asn Iyr Leu
1 5 10 5

Ala

<210> 6

<211> 7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 6
Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser
1 5

<210> 7

<211> 9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidn de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 7
GIn GIn Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr
1 5

<210> 8

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido
sintético

<400> 8
Thr val Ala Ala Pro Ser val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp g;u Gln
1 5 10

Leu Lys Ser Gly Thr Ala Ser val val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr
20 25 30
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—

Pro Arg Glu Ala Lys val GIn Trp Lys val Asp Asn Ala Leu GIn Ser
35 40 45

Gly Asn Ser GIn Glu Ser val Thr Glu GIn Asp Ser Lys Asp Ser Thr
50 55 60

Tyr Ser Leu Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys
65 70 75 80

His Lys val Tyr Ala Cys Glu val Thr His GIn Gly Leu Ser Ser Pro
85 90 95

val Thr Lys Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
100 105

<210> 9

<211> 25

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidén de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 9
Glu val GIn Leu val Glu Ser Gly Gly Gly Leu val GIn Pro %}y Gly
1 5 10

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser
20 25

<210> 10

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220> .
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 10
Trp val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp val
1 5 10

<210> 11
<211> 30
<212> PRT
<213> secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidén de la Secuencia Artificial: polipéptido
sintético

<400> 11
Arg Phe Thr Ile Ser Ala Asp Thr Ser Lys Asn Thr Ala Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys
20 25 30

<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> Descripcidén de Ta secuencia artificial: péptido sintético

<400> 12
Irp Gly GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser Ser
5 10

<210> 13

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 13
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Trp Leu His
1 5 10

<210> 14

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcidn de Ta secuencia artificial: péptido sintético

<400> 14
Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn Ser Asp Thr Arg Phe Asn Pro Asn Phe
1 5 10 15

Lys Asp

<210> 15

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: péptido sintético

<400> 15
Ala Thr Tyr Arg Ser Tyr val Thr Pro Leu Asp Tyr
1 5 10

<210> 16

<211> 108

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido
sintético

<400> 16

Ala Ser Thr Lys Gly Pro Ser val Phe Pro Leu Ala Pro Ser Ser Lys
1 5 10 15

ser Thr Ser Gly Gly Thr Ala Ala Leu Gly Cys Leu Vval g%s Asp Tyr
20 25

Phe Pro Glu Pro val Thr val Ser Trp Asn Ser Gly Ala Leu Thr Ser
35 40 45



Gly val
50

Leu Ser
65

Tyr Ile

Lys val

<210> 17
<211> 22
<212> PR

His

ser

Cys

Glu

2
T

Thr

val

Asn

Pro
100

<213> Secuencia

<220>

Phe

val

val

85

Lys

Pro Ala val

55

Thr val Pro

70

Asn His Lys

Ser Cys Asp

Artificial

Leu

Ser

Pro

163 -

Gln Ser Ser

60

Ser Ser Leu

Ser Asn Thr

Thr His Thr

Gly Leu Tyr Ser

Gly Thr GIn Thr
80

Lys val Asp
95

<223> Descripcion de Ta Secuencia Artificial: polipéptido
sintético

<400> 17

Cys Pro Pro Cys Pro Ala
1

Leu Phe

Glu val

Lys Phe

50

Lys Pro

Leu Thr

Lys val

Lys Ala

ser Arg

Gln Pro

Gly Ser

Pro

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Glu

Phe

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe
180

5

Lys

val

Tyr

Glu

His

85

Lys

Gln

Met

Pro

Asn

165

L.eu

Pro

val

val

Gln

70

Gln

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

val

Pro

Lys

val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

Lys

ser

Glu

Asp

AsSp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Thr

Lys

Leu

Thr

25

val

val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu
185

Leu
10

Leu

Ser

Thr

Asn

90

Pro

Gln

val

val

Pro

170

Thr

Gly

Met

val

Tyr

75

Gly

Ile

val

Ser

Glu

155

Pro

val

Gly

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

val

ASp

Pro

Ser

Asp

45

Asn

val

Glu

Lys

Thr

125

ser

Glu

Leu

Lys

Ser

Arg

30

Pro

Ala

val

Tyr

Thr

110

Leu

Cys

ser

Asp

ser
190

val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Ala

Asn

Ser

175

Arg

Lys

Phe

Pro

val

Thr

val

80

cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp
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GIn GIn Gly Asn val Phe Ser Cys Ser val Met His Glu Ala Leu His

195

200

205

Asn His Tyr Thr GIn Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
220

210

<210> 18
<211> 22
<212> PR

<213>

<220>

<223>

Leu

Glu

Lys

Lys

Lys

Ser

Gly

GlIn

2
T

sintético

<400> 18
Cys Pro Pro Cys
1

Phe

val

Phe

50

Pro

Thr

val

Ala

Pro

Ser

Gln

Pro

Thr

35

Asn

Arg

val

Ser

Lys

115

Glu

Phe

Pro

20

Cys

Trp

Glu

Leu

Asn

100

Gly

Glu

Tyr

Asn

Phe

180

Asn

Pro
5
Lys
val
Tyr
Glu
His
85
Lys
Gln
Met
Pro
Asn
165

Leu

val

Ala

Pro

val

val

Gln

70

Gin

Ala

Pro

Thr

Ser

150

Tyr

Tyr

Phe

215

Secuencia Artificial

Pro Glu Leu

Lys

val

Asp

55

Tyr

Asp

Leu

Arg

Lys

Ser

Ser

Asp

Asp

40

Gly

Asn

Trp

Pro

Glu

120

Asn

Ile

Thr

Lys

Thr

25

val

val

Ser

Leu

Ala

105

Pro

Gln

Ala

Thr

Leu

185

Ser

Leu

10

Leu

Ser

Glu

Thr

Asn

90

Pro

GIn

val

val

Pro

170

Thr

val

Gly

Met

His

val

Tyr

75

Gly

Ile

val

ser

Glu

155

Pro

val

Met

Gly

Ile

Glu

His

60

Arg

Lys

Glu

Tyr

Leu

140

Trp

val

Asp

His

Pro

Ser

Asp

45

Asn

val

Glu

Lys

Thr

125

Trp

Glu

Leu

Lys

Glu
205

Ser
Arg
30

Pro
Ala
val
Tyr
Thr
110
Leu
Cys
Ser
Asp
Ser

190

Ala

Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido

val

15

Thr

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

Pro

Leu

Asn

Ser

175

Arg

Leu

Phe

Pro

val

Thr

val

80

Cys

Ser

Pro

val

Gly

Asp

Trp

His

Jorv
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Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

210 215

<210> 19
<211> 119
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

220

<223> Descripcidén de Ta Secuencia Artificial: polipéptido

sintético

<400> 19
Gin val GIn Leu GIn Gln Ser
1 5

ser val Lys Met Ser Cys Arg
20

Trp Leu His Trp val Lys Gln
35

Gly Met Ile Asp Pro Ser Asn
50 55

Lys Asp Lys Ala Thr Leu Asn
65 70

Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr
85

Ala Thr Tyr Gly Ser Tyr val

Thr Ser val Thr val Ser Ser
115

<210> 20
<211> 113
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

Gly Pro Glu Leu val Arg Pro
10

Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr
25 30

Arg Pro Gly GIn Gly Leu Glu
40 45

Ser Asp Thr Arg gge Asn Pro

val Asp Arg Ser Ser Asn Thr
75

Ser Ala Asp Ser Ala val Tyr
90

Ser Pro Leu Asp Tyr Trp Gly
105 110

Gly

15

Ser

Trp

Asn

Ala

Tyr

95

Gln

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: polipéptido

sintético
<400> 20
Asp Ile Met Met Ser Gln Ser
1 5

Glu Lys val Thr val Ser Cys
20

Ser Ser GIn Lys Asn Tyr Leu
35

Sser Pro Lys Leu Leu Ile Tyr
50 55

Pro Asp Arg Phe Thr Gly Ser

Pro Ser Ser Leu Thr val Ser
10

Lys Ser Ser GIn Ser Leu Leu
Ala Trp Tyr GIn GIn Lys Pro
40 45

Trp Ala Ser Thr Arg Glu Ser

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr

val
15

Tyr
Gly

Gly

Leu

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

Cys

Gly

Gly

Thr

GlIn

val

Thr



65

166

70 75

80

Ile Thr ser val Lys Ala Asp Asp Leu Ala val Tyr Tyr Cys S]n Gln
85 5

90

Tyr Tyr Ala Tyr Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile
100

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

105

21
11
PRT
Secuencia Artificial

Descripcion de Tla secuencia artificial:

21

Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

22

5

PRT

Secuencia Artificial

Descripcidn de Ta secuencia artificial:

22

Leu Asp Ala Gln Thr

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
1
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5

23

9

PRT

Secuencia Artificial

Descripcion de Ta secuencia artificial:

23

Leu Thr Glu Lys Arg Lys Lys Arg Ser
5

24

8

PRT

Secuencia Artificial

Descripcidon de la secuencia artificial:

24

Lys Pro Asp Ser Ala Glu Pro Met
1 5

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

25

8

PRT

Secuencia Artificial

110

péptido sintético

péptido sintético

péptido sintético

péptido sintético

/36
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<223> Descripcién de la secuencia artificial:

<400> 25
Asn val Arg Cys Leu GIn His Phe
1 5

<210> 26

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Ta Secuencia Artificial:

<400> 26
accccaatga gaccaatgaa atc

<210> 27

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:

<400> 27
atctttgatg agcttccgga tct

<210> 28

<211> 18

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcidn de Ta Secuencia Artificial:

<400> 28
aatgccaact cccgtcag

<210> 29 -

<211> 28

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial:

<400> 29
cattaaagga gacctcacca tagctaat

<210> 30

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de la Secuencia Artificial:

<400> 30
cctgatcgag aaaccacaac ct

<210> 31

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

péptido sintético

cebador sintético

23
cebador sintético

23
sonda sintética

18
cebador sintético

28
cebador sintético

22

/7% -



<223>
<400>

168

Descripcion de la Secuencia Artificial: sonda sintética

31

catgaagcga ccctctgatg tccca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32

65

DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de la secuencia Artificial: oligonucleotido
sintético

32

gatccccgaa cagaatcact gacatattca agagatatgt cagtgattct gttctttttt

ggaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

65

DNA

Secuencia Artificial

Descripcion de Ta secuencia Artificial: oligonucleotido
sintético

33

gatccccgaa actgtatgct ggatgattca agagatcatc cagcatacag tttctttttt

ggaaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

67

DNA

Secuencia Artificial

Descripcién de Secuencia Artificial: oligonucleotido
sintético

34

gatccccaga tccgccacaa catcgattca agagatcgat gttgtggcgg atcttgtttt

ttggaaa

25

60
65

60
65

60
67

/7§
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REIVINDICACIONES

Habiendo asi especialmente descripto y determinado la naturaleza de la
presente invencién y la forma como la misma ha de ser llevada a la practica, se

declara reivindicar como de propiedad y derecho exclusivo:

1. Un método para tratar el cancer en un sujeto, que comprende la
administracion a un sujeto de una cantidad terapéuticamente efectiva de un

antagonista de c—met y un antagonista de EGFR.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el antagonista de EGFR tiene

Z |
, /”—(Ra)n
AN

R4

una férmula general I:

de acuerdo con US 5.757.498, se incorpora a la presente a modo de
referencia, en donde:

mes 1,2 03

cada R' es independientemente seleccionado de un grupo que consiste de
hidrogeno, halo, hidroxi, hidroxiamino, carboxi, nitro, guanidino, ureido, ciano,
trifluorometil, y —(alquileno C4 —C4)-W-(fenilo) en donde W es un enlace simple, O,
S o NH;

o cada R' es independientemente seleccionado de R® y alquilo C4—C,
sustituido con ciano, en donde R® se selecciona de un grupo que consiste de R,
~OR® —NR°® R®, -C(O)R”, -NHOR®, —~OC(O)R®, ciano, A y —YR®: R® es alquilo Cs—
Cs; R® es independientemente hidrégeno o R R” es R®, ~OR® o -NR°®R%; A se
selecciona de piperidino, morfolino, pirrolidino, 4-R®—piperazin—1-ilo, imidazol—1—

ilo, 4-piridon—1-ilo, —(alquileno C; —C4)(CO2H), fenoxi, fenilo, fenilsulfanilo,

/¥4
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alquenilo C,—C4, y —(alquileno C+—C4)C(O)NR®R® y Y es S, SO, o SO,; en donde
las porciones de alquilo en R®, —OR® y —NR®R® estan opcionalmente sustituidas
con uno a tres sustituyentes halo y las porciones de alquilo en R%, ~OR® y ~NR®R®
estan opcionalmente sustituidas con 1 o 2 grupos R®, y en donde las porciones de
alquilo de dichos sustituyentes opcionales estan opcionalmente sustituidas con
halo o R® con la condicién de que dos heteroatomos no estén unidos al mismo
atomo de carbono;

o cada R' es independientemente seleccionado de ~NHSO,R®, ftalimido—
alquilsulfonilamino—(C4+—C,), benzamido, bencensulfonilamino, 3—fenilureido, 2-
oxopirrolidin—1-ilo, 2,5-dioxopirrolidin-1—ilo, y R'"-alcanoilamino—(C>~C4) en
donde R se selecciona de halo, —~OR®, alcanoiloxi C.—C4, —~C(O)R’, y —-NR°R®: y
en donde dicho —-NHSO,R®, ftalimido—(alquilsulfonilamino-C1—C4, benzamido,
bencensulfonilamino, 3—fenilureido, 2—oxopirrolidin—1-ilo, 2,5—~dioxopirrolidin—1-ilo,
y grupos R'R'®-alcanoilamino—(C,—C,) estan opcionalmente sustituidos con 1 o 2
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alquilo C1—C4, ciano,
metansulfonilo y alcoxi C1—~Cy;

o dos grupos R' se toman junto con los carbonos a los que estan unidos
para formar un anillo de 5 a 8 miembros que incluye 1 o 2 heterodtomos
seleccionados de O, Sy N;

R? es hidrégeno o alquilo C~Cs opcionalmente sustituido con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alcoxi C—Cs, -NR®R®, y
—-SO,R%;

nes 10 2y cada R® es independientemente seleccionado de hidrégeno,
halo, hidroxi, alquilo C1—Cs, —NR®R®, y alcoxi C1—C4, en donde las porciones de
alquilo de dichos grupos R® estan opcionalmente sustituidas con 1 a 3
sustituyentes independientemente seleccionados de halo, alcoxi C1—C4, -NR®R®, y
-SOzR; y

R* es azido o —(etinilo)}-R'" en donde R'' es hidrégeno o alquilo C1—Cs

opcionalmente sustituido con hidroxi, -OR®, o -=NR®R®,

)50
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3. El método de la reivindicacion 2, en donde el antagonista de EGFR es
un compuesto de acuerdo con la formula | seleccionado de un grupo que consiste
de:

(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil}-amina; (6,7-
dimetoxigquinazolin—4—il)-[3—(3'-hidroxipropin—1-il)fenil]-amina; [3—(2'-
(aminometil)—etinil)fenil]l-(6,7—dimetoxiquinazolin~4- il)~amina; (3-etinilfenil)—(6—
nitroquinazolin—4—il)-amina;  (6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(4—etinilfenil)~amina;
(6,7—dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinil-2—metilfenil)-amina; (6-aminoquinazolin—
4—il)—(3—etinilfenil)—amina;  (3—etinilfenil)-(6—metansulfonilaminoquinazolin—4-il)—
amina; (3—etinilfenil)-(6,7-metilenodioxiquinazolin—4—il)-amina; (6,7-
dimetoxiquinazolin—4—il)—(3—etinil-6—metilfenil)—amina; (3—etinilfenil)—(7—
nitroquinazolin—4-il)—amina; (3—etinilfenil)-[6—(4'-toluensulfonilamino)quinazolin—
4—il]- amina; (3—etinilfenil)—{6—[2'-ftalimido—et—1'-il- sulfonilamino]quinazolin—4-
il}—amina; (3—etinilfenil)—(6—guanidinoquinazolin—4—il)—-amina; (7—-

aminoquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)—amina; (3-etinilfenil)-(7—-metoxiquinazolin—4—

i)—amina; (6—carbometoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina; (7-
carbometoxiquinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina; ' [6,7-bis(2—
metoxietoxi)quinazolin—4—il]-(3—etinilfenil)-amina; (3—azidofenil)—(6,7—

dimetoxiquinazolin—4-il)-amina; (3—azido-5-clorofenil)—(6,7—dimetoxiquinazolin—
4—il)-amina; (4-azidofenil)—(6,7-dimetoxiquinazolin—4—il)-amina; (3—etinilfenil)—
(6—metansulfonil-quinazolin—4—il)—amina; (6—etansulfanil-quinazolin—4—il)—(3—-
etinilfenil)—amina; (6,7-dimetoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil—4—fluoro—fenil)—amina;
(6,7—dimetoxi—quinazolin—4—il)—[3—(propin—1'-il)—fenill-amina; [6,7-bis—(2—
metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il]-(5—etinil-2—metil-  fenil)-amina; [6,7-bis—(2—
metoxi—etoxi)—quinazolin—4—il}—(3—etinil-4—fluoro—fenil)-~amina; [6,7-bis—(2—cloro—
etoxi)—quinazolin—4—il]-(3—etinil-fenil)-amina; [6—(2—cloro—etoxi)—7—(2—metoxi—
etoxi)-quinazolin—4-il]-(3— etinil-fenil)-amina; [6,7-bis—(2—acetoxi—etoxi)—
quinazolin—4-il]—(3—etinil-fenil)- amina; 2-[4—(3—etinil-fenilamino)-7-(2-hidroxi—
etoxi)—quinazolin—6- iloxi]-etanol; [6—(2—acetoxi~etoxi)—7—(2—metoxi—etoxi)—

quinazolin—4-il]-(3—etinil-fenil)-amina; [7—(2—cloro—etoxi)—6—(2—metoxi—etoxi)—
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quinazolin—4—il]-(3—etinil-fenil)}-amina; [7—(2—acetoxi—etoxi)—6-(2—metoxi—etoxi)—
quinazolin—4-ill-(3—etinil-fenil}-amina;  2-[4—(3—etinil-fenilamino)-6—(2—hidroxi—
etoxi)—quinazolin—7—iloxi]-etanol; 2—{4—(3—etinil-fenilamino)-7—-(2-metoxi—etoxi)—
quinazolin—6-iloxi]—etanol; 2—[4—(3—etinil-fenilamino)—-6—(2—metoxi—etoxi)—
quinazolin—-7—iloxi]-etanol;  [6—(2—acetoxi—etoxi)—7—-(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—
4-il]-(3~ etinil-fenil)-amina; (3—etinil-fenil)—{6—(2—-metoxi—etoxi)—7-[2—(4-metil—
piperazin—1-il)—etoxi]-quinazolin—4—il}—amina; (3—etinil-fenil)~[7—(2—metoxi—
etoxi)~6—(2—morfolin—4—il)— etoxi)—quinazolin—4—ill-amina; (6,7—dietoxiquinazolin—
1-il)—(3—etinilfenil)—amina; (6,7—dibutoxiquinazolin—1—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6,7—diisopropoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil)-amina; (6,7—dietoxiquinazolin-1-
i~(3—etinil-2—metil-fenil)-amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—1—il]—(3—
etinil-2—-metil-  fenil)-amina;  (3~etinilfenil)-[6—(2-hidroxi—etoxi)—7—(2-metoxi—
etoxi)—quinazolin—1-ill-amina; [6,7—bis—(2—hidroxi—etoxi)—quinazolin—1—il]—(3—
etinilfenil)-amina;  2-[4—(3—etinil-fenilamino)-6—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—-7-
iloxil-etanol; (6,7—dipropoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-fenil)-amina; (6,7—dietoxi—
quinazolin—4-il)—(3—etinil-5-fluoro—fenil)-amina; (6,7—dietoxi—quinazolin—4—il)—(3—
etinil-4—fluoro—fenil)—amina; (6,7-dietoxi—quinazolin—4—il)—(5—etinil-2—metil—fenil)—
amina; (6, 7—-dietoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-4—metil-fenil)-amina; (6-
aminometil-7—-metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinil-fenil)-amina;  (6—aminometil~7-
metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7-metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarboniletil-7-metoxi~quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—etoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarboniletil-7—etoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—isopropoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)}-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—propoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil}-amina;
(6—aminocarbonilmetil-7—metoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)-amina;
(6—aminocarboniletil-7—isopropoxi—quinazolin—4—il)—(3—etinilfenil)—-amina; y
(

6-aminocarboniletil-7—propoxi—quinazolin—4-il)—(3—etinilfenil)-amina;

52
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(6,7—dietoxiquinazolin-1-il)—(3—etinilfenil)-amina; (3—etinilfenil)~[6-(2—hidroxi—
etoxi)—7—-(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—1-il]-amina; [6,7-bis—(2—-hidroxi—etoxi)—

quinazolin—1-ill-(3—etinilfenil)-amina; [6,7-bis—(2—metoxi—etoxi)—quinazolin—1—il}—
(3—etinilfenil)- amina;  (6,7-dimetoxiquinazolin—1-il)—(3—etinilfenil-amina; (3-
etinilfenil)—(6—metansulfonilamino—quinazolin—1-il)-amina; y (6—amino—quinazolin—

1-il)—(3—etinilfenil)-amina.

4. El método de la reivindicacion 2, en donde el antagonista de EGFR de la

formula | es N—(3—etinilfenil)—6,7-bis(2—metoxietoxi)—4—quinazolinamina.

5. El método de la reivindicacién 4, en donde el antagonista de EGFR N-
(3—etinilfenil)—6, 7—bis(2—metoxietoxi)-4—quinazolinamina estan en la forma de una

sal HCI.

6. El método de la reivindicaciéon 4, en donde el antagonista de EGFR N—
(3—etinilfenil)-6,7-bis(2-metoxietoxi)—4—quinazolinamina estd en una forma
polimorfa cristalina substancialmente homogénea que muestra un patrén de
difraccion de rayos—X de polvo que tienen picos caracteristicos en expresados en
grados 2-theta a aproximadamente 6,26, 12,48, 13,39, 16,96, 20,20, 21,10, 22,98,
24,46, 25,14 y 26,91.

7. El método de la reivindicacion 1, en donde el antagonista de c—-met es

un anticuerpo.

8. El método de la reivindicacion 7, en donde el anticuerpo es un

anticuerpo monovalente.

9. El método de la reivindicacion 7, en donde el anticuerpo es monovalente
y comprende una region Fc, en donde la region Fc comprende un primer y un

segundo polipéptido, en donde el primer polipéptido comprende la secuencia de

183
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Fc que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 17) y el segundo polipéptido

comprende la secuencia que se muestra en la Figura 8 (SEC ID N°: 18).

10. El método de la reivindicacién 7, en donde el anticuerpo comprende (a)
un primer polipéptido que comprende un dominio variable de cadena pesada que
tiene la secuencia;
QVQLQQSGPELVRPGASVKMSCRASGYTFTSYWLHWVKQRPGQGLEWIGMIDPS
NSDTRFNPNFKDKATLNVDRSSNTAYMLLSSLTSADSAVYYCATYGSYVSPLDYW
GQGTSVTVSS (SEC ID N°:19), la secuencia CH1 que se muestra en la Figura 7
(SEC ID N°: 16), y la secuencia de Fc que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°:
17); y (b) un segundo polipéptido que comprende un dominio variable de cadena
pesada que tiene la secuencia:
DIMMSQSPSSLTVSVGEKVTVSCKSSQSLLYTSSQKNYLAWYQQKPGQSPKLLIYW
ASTRESGVPDRFTGSGSGTDFTLTITSVKADDLAVYYCQQYYAYPWTFGGGTKLEI
K (SEQ ID NO:20), y secuencia CL1 que se muestra en la Figura 7 (SEC ID N°: 8);
y (c) un tercer polipéptido que comprende la secuencia de Fc que se muestra en la

Figura 8 (SEC ID N°: 18).

11. El método de la reivindicacién 1, en donde el cancer se selecciona de
un grupo que consiste de cancer de mama, cancer colorectal, cancer rectal,
cancer de pulmén de célula no pequefa, linfoma de no—Hodgkins, cancer de
célula renal, cancer de préstata, cancer de higado, cancer de pancreas, sarcoma
de tejido blando, sarcoma de kaposi, carcinoma carcinoide, cancer de cabeza y
cuello, cancer gastrico, melanoma, cancer de ovario, mesotelioma, y mieloma

multiple

12. El método de la reivindicacion 11, en donde el cancer es cancer de

pulmon de célula no pequenia.

13. El método de la reivindicacion 1, en donde el cancer no es cancer
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resistente a antagonista de EGFR.

14.  El método de la reivindicacion 1, que ademas comprende la

administracion a un sujeto de un agente quimioterapéutico.

15. El método de la reivindicacién 1, en donde el antagonista de EGFR es

4—(3'-cloro—4'—fluoroanilino)—7-metoxi—6—(3—morfolinopropoxi)quinazolina.

16. El método de la reivindicacion 1, en donde el antagonista de EGFR es
N—[3—cloro—4-[(3—fluorofenil)metoxilfenil]-6—[5-[[[2—(metilsulfonil)etilJamino]metil]-

2-furanil]-4—quinazolinamina.

17. El metodo de la reivindicacién 1, en donde el antagonista de EGFR es
4—(4—-bromo—-2—fluoroanilino)-6—metoxi—7—(I-metilpiperidin—4—

iimetoxi)quinazolina.

s
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RESUMEN
La presente invencidn se refiere, en general, a los campos de la biologia
molecular y la regulacion del factor de crecimiento. Mas especificamente, la
invencion se refiere a una combinacion de estas terapias para el tratamiento de

afecciones patolégicas, como el cancer.
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SECRETARY OF STATE

APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Country: United States of America
This public document

has been signed by AIDA MICLAT GUIAM
acting in the capacity of Notary Public, State of California

pears the seal/stamp of AIDA MICLAT GUIAM, Notary Public,
State of California

CERTIFIED
At Sacramento, Califomia
the 15th day of December 2005
by Deputy S_ecretary of Stéi“e, State of California
No. 267083 '"
Seal/Stamp:

OSP 05 90772
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State of California

San Meteg

County of

On 0(,’ C Cm//:'i-«/ b, 2005 before me,

My Mided Gund o

Date

personally appeared

AIDA MICLAT GUIAM

.
Descrlpuon of Attached Document

Vi Name and Title of Officor (e.g., “Jane Doe, Notary Public)
_— / 3
/ 0 /-Iu,v N ) hrev r 7‘"{

d Name(s) of Signer(s) /,)

[ personally known to me
& proved to me on the basis of satisfactory
evidence

to be the person(sy whose namefsy isfare
subscribed to the within instrument and
acknowledged to me that he/shefthey-executed
the same in histherftheir authorized
capacityfiesy, and that by histheritheir
signaturefe} on the instrument the person{sy, or
the entity upon behalf of which the persontsy
acted, executed the instrument.

Commission # 1455662 WITNESS,my hand and official seal.
Notary Public - Califomia  § ( T TN L .
San Moteo County A Ml RN
My Comm. Expires Dec 9, 2007 Signature of Notary Pub!ié)
OPTIONAL

.. Though the information below is not required by law, it may prove valuable to persons relying on the document and could prevent
fraudulent removal and reattachment of this form to another document.

Title or Type of Document:
N

.

.

Number of Pages:

Document Date: .

Signer(s) Other Than Named Abové:s,

N

Capacity(ies) Claimed by Signer ™.

Signet's Name:

O Individual
O Corporate Officer — Title(s):

RIGHT THUMBPRINT
.. SIGNER

» qiihumb here
e

‘0 Partner — O Limited O General
(J Attorney-in-Fact

O Trustee

O Guardian or Conservator

O Other:

Signer Is Representing:

© 1999 National Notary Association « 9350 De Soto Ava., P.O. Box 2402 « Chatsworth, CA 91313-2402 « www.nationalnotary.org
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Brigard « Castro

BOGOTA - COLOMBIA

- PODER

Yo (nosotros)

domiciliado(s) en

Nombro(amos) a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
ylo BEATRIZ JARAMILLO y/o CARLOS H. PALACIO

FEASTMAN y/o HECTOR GOMEZ MEJIA, de Bogota,

Colombia, apoderados verdaderos y legales ‘con poder
especial, amplio y suficiente, para recabar de las oficinas y
<utoridades colombianas administrativas, judiciales y de
policla, en cualquier instancia o recurso, la obtencién de
patentes’ de invencién, registros de marcas, disefios
industriales, modelos de utilidad, depésitos de nombres
comerciales y ensefias, registros de derechos de autor y
contratos sobre los mismos, obtencién de certificados de
obtentor de variedades vegetales, as/ como sus prérrogas,
renovaciones, anotaciones de traspaso, cambios de nombre
y/o domicilio; elaborar, tramitar y registrar contratos de
licencia y licencias de cualesquiera clases; intervenir como

- demandante o como demandado en cualquier instancia y

utoridad en acciones judiciales, administrativas y de
fa tales como: oposiciones al registro de marcas;
acciones de caducidad, cancelacién y nulidad; acciones
reivindicatorias, acciones derivadas de la obtencién o
explotacién de licencias; acciones de competencia desleal;
demandas penales; acciones de indemnizacién de
perjuicios, reclamos y observaciones a solicitudes de
patentes, disefios industriales, modelos de utilidad, en el
ejercicio de medidas cautelares y en otras acciones o
medidas similares.

&rso ante cualquier juez, corporacién, funcionario publico

A este efecto, lo(s) faculto(amos) para elevar solicitudes,
formular descripciones, enmiendas, protestas,
declaraciones, oposiciones, cancelaciones, nulidades,
apelaciones y reclamos; pagar impuestos, cuotas y
gravamenes prescritos por la ley; renunciar o desistir a
derechos concedidos o en curso de concesién; recibir toda
.clase de documentos y valores, dando el descargo
‘espectivo, y, en general, para dar ante dichas autoridades
todos los pasos necesarios al efecto indicado y tomar todas
| edidas que creyeren conducentes al resguardo de mis
&stros intereses), con todas las demés facultades legales
esarias.

. Este poder comprende la facultad de ratificar o confirmar en
mi (nuestro) nombre lo actuado asf como la facultad de
* desistir, transigir, comprometer, y la de sustituirlo en todo, o
en parte y revocar sustituciones. Asimismo nombro(amos)
a: JUAN PABLO CADENA SARMIENTO y/o BEATRIZ
JARAMILLO y/o CARLOS.H. PALACIO EASTMAN y/o
HECTOR GOMEZ MEJIA,, domiciliado(s) en la Carrera 7
No. 16-56 Piso 9, mis (nuestros) apoderados en Colombia,
con facultades para recibir notificaciones y designar
apoderados judiciales o extrajudiciales.

Otorgado y firmado en

hoy . de ~ de 200_
Firma

Nombre

Cargo

POWER OF ATTORNEY
I (We) Genentech, Inc.
1 DNA Way
domiciledin  South San Francisco, California 94080-4990

USA

Hereby appoints JUAN PABLO CADENA SARMIENTO
and/or BEATRIZ JARAMILLO and/or CARLOS H.
PALACIO EASTMAN and/or HECTOR GOMEZ MEJIA, of
Bogota, Colombia, my (our) true and lawful attorneys with
special, ample and sufficient power to obtain from the
Colombian administrative, judicial and police offices and
authorities, in any instance, privileges of patents of
invention, registration of trademarks, industrial designs and
utility models; registration of commercial names and
emblems, registration of copyright and contracts related
thereto, certificates of obtainers of vegetables varieties, as
well as extensions, renewals and recordal of assignments
and changes of name and domicile related to the above; to
prepare, prosecute and register licenses of any kind; to act
as plaintiff or defendant in any instance or recourse, and
before any judge, corporation, public official or authority in
judicial, administrative and police actions, such as:
oppositions to the registration of trademarks; caducity,
cancellation and nullity actions; claim actions derived from
the obtaining or explotation of licenses, action of unfair
competition; criminal proceedings, actions for payment of
damages: claims or observations on patent applications,
models, industrial designs and utility models; in the exercise
of preventive measures and in other actions or similar
proceedings.

To that effect they hereby empowered to file applications,
formulate descriptions, amendments, protests, declarations,
oppositions, cancellations, nullities, appeals and claims; to
pay taxes, quotas and assessments prescribed by law,
renounce or waive the rights granted or in the process of
granting; to receive all kinds of documents and valuables,
giving the respective release of receipt, and, in general, to
take before said authorities the necessary steps to such
effect, and any measures that they may deem pertinent to
the safeguard of my (our) interest(s) with all the other

necessary legal powers.

This power includes the faculty to ratify or confirm desist,
settle and compromise on my (our) behalf, and to substitute
this power in whole or in part and to revoke substitutions. At
the same time | (We) hereby appojg# J

CADENA SARMIENTO and/or BEX
and/or CARLOS H. PALACIO Ep#1
GOMEZ MEJIA, domiciled in g&
my  (our) attorney(s) in &
notifications and to desig
attorneys.

this Oth

s
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AUTHORIZATION

Genentech, Inc. hereby authorizes any of Janet E. Hasak, Mark T. Kresnak, Jeffrey S.
Kubinec and Timothy R. Schwartz, for so long as they remain employees of Genentech,
Inc., to execute, on its behalf, any submissions associated with the filing, prosecution,
granting, and extension and maintenance of grant of patent and trademark applications in
the U.S. and foreign countries, contracts relating to biological deposits with the American
Type Culture Collection, and assignments to publishers of copyrights covering works
authored by-Genentech employees. |

August 27, 2002 ‘ Azon Yehato

Dated Sean A. Johnston
Vice President,Intellectual Property
Genentech, Inc.




TRADUCCION AL ESPANOL del Documento de Poder otorgado por Genentech,
Inc. domiciliada en 1 DNA Way, South San Francisco, California 94080-4990,

Estados Unidos de América.

ESTADO DE CALIFORNIA
SECRETARIA DE ESTADO

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1 Pais: Estados Unidos de América
Esta documento plblico

2. ha sido firmado por AIDA MICLAT GUIAM
actuando en capacidad de Notario Publico, Estado de California
lleva el sello/timbre de AIDA MICLAT GUIAM, Notario Publico
Estado de Ca‘Iifornia

CERTIFICADO

en Sacramento, California
el 15 de diciembre de 2005
por el Secretario de Estado Delegado, Estado de California
No. 267083
Sello/Timbre

© ® N o o>

10.  Firma

(Firma)

Secretario de W




RECONOCIMIENTO TODO-PROPOSITO DE CALIFORNIA

Estado de California )
}ss.
Condado de San Mateo )

El' 6 de diciembre de 2005, ante mi, AIDA MICLAT GUIAM, aparecié personalmente:
Thimoty R. Schwartz ‘

(I a quien conozco personalmente

quien demostré ante mi en base a
evidencia satisfactoria ser la persona cuyo
Hay un sello que dice: nombre esta suscrito en el instrumento y
AIDA MI((;LAT GUIAM quien reconocié ante mi que ejecutd el
ﬁggnrzglpgbﬁcl?ggﬁggia mismo en su Capgcidad autorizada, y que
Condado de San Mateo por su firma en el instrumento la persona o
Mi comisién expira Dic. 9 de 2007 la entidad a nombre de la cual la persona
actuo, ejecutd el instrumento.

Atestigua mi firma y sello oficial,

AIDA MICLAT GUIAM

OPCIONAL

Aunque la informacion en esta seccién no es requerida por la ley, puede probar ser valiosa para las personas que se basan en el documento y puede
prevenir la remocion y readhesion fraudulenta de esta forma a otro documento

Descripcién adicional de cualquier documento anexo
Titulo o tipo de documento:
Fecha del Documento: . Numero de paginas:
Firmante(s) diferente(s) a (los) nombrado(s) arriba:

Capacidad(es} Reivindicada(s) por el (los) firmante(s)
Nombre del firmante:
Individuo
Funcionario Corporativo - Titulo(s):
Socio - [1 Limitado (1 General Huella Indice
Abogado de hecho derecho del fgnante
Fideicomisario o, g llel 42
Guardian o conservador
Otro:

ooDooog

El firmante representa:




AUTORIZACION

Genentech, Inc. por la presente autoriza a cualquiera de Janet E. Hasak, Mark T.
Kresnak, Jeffrey S. Kubinec y Thomity R. Schwartz, mientras permanezcan como
empleados de Genentech, Inc., a ejecutar, a su nombre, cualquier solicitud
asociada con presentacion, procesamiento, consecucién, y extension y
mantenimiento de concesion de solicitudes de patente y marca registrada en los
Estados Unidos y paises extranjeros, contratos relacionados con depésitos
biol6gicos con la Coleccién Americana de Tipo de Cultivo, y cesiones a publicistas
de derechos de autor que cubran los trabajos de autoria de los empleados de
Genentech.

27 de Agosto de 2002 (Firma)

Fechado Sean A. Johnston

Vicepresidente, Propiedad Intelectual

Genentech, Inc.




postille

(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

(ertified

at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D. 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254030

Seal/Stamp: 10. Signature:
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE RESTATED CERTIFICATE OF "GENENTECH, INC.", FILED IN
THIS OFFICE ON THE TWENTY-SECOND DAY OF JULY, A.D. 1999, AT 9

O'CLOCK A.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of S A
AUTHENTICATION ;%%

2112549

050426506




AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION -
GENENTECH, INC.

Genentech, Inc. (the “Corporation™), a corporation organized and existing
under and by virtue of the General Corporation Law of the State of Delaware,
.does hereby amend the Certificate of Incorporation of the Corporation, which was
originally filed on December 23, 1986 under the name “Genentech Delaware,
Inc.”, and subsequently amended.

 The Certificate of Incorporation of the Corporation is hereby restated and
further amended to read in its entirety as follows:

ARTICLE ]

The name of the Corporation is: Genentech, Inc.

ARTICLEZ

The address of the registered office of the Corporation in the Statc of
Delaware is Corporation Service Company, 1013 Centre Road, City of
Wilmington, County of New Castle, Delaware 19805. The name of its registered
egent at such address is Corporation Service Coropany.

ARTICLE3

The purpose of the Corporation is to engage in any lawful act ov activity
for which corporations may be organized under the General Corporation Law of
the State of Delaware as the same exists or may hereafter be amended (*Delaware
Law™).

« fECRETARYG: sTarE
1YESION QB CORPORATIONS
PNIED 09500 AM 07/22,/1999




| ARTICLE 4

SECTION 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation i3 authorized to issue
two classes of stock 10 be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
four hundred million (400,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value $0.02 per share (“Preferred
Stock™). Three hundred million (300,000,000) shares shall be designated
common stock, par value §0.02 per share (“Comnton Stock™ The Common
Stock of the Corporation shall be all of one class,

(b) The number ol authorized shares of any class or classes of stock may
be increased or decreased (but not below the number of shares thereof then
oulstanding) by the affirmative vote of a majority in voting power of the
outstanding stock of the Corporation erititled to vote thereon irtespective of the
provisions of Section 242(b)(2) of Delaware Law.

SECTION 4.02. Common Stack, (a) Issuance and Consideration. Any
unissued or treasury shares of the Common Stock may be issued for such
consideration as may be fixed in accordance with applicable law from time to
time by the Board of Directoes.

, : (b) Dividends. Subject to the rights of holders of the Preferred Stock,

' the holders of the Common Stock shall be entitled to receive, when and as
declared by the Board of Directors, out of the assets of the Corporation which are
by law available therefor, dividends payable either in cash, in property, or in
shares of stock and the holders of the Preferred Stock shall not be entitled to
patticipate in any such dividends (unless otherwise provided by the Board of

irectors in any resolution providing for the issue of a series of Preferred Stock).

SBCTION 4.03. Preferred Stoct,

(8) Series and Limirs of Variations between Series. Any unissued or
weasury shares of the Preforred Stock may be issued from time to time in one or
more series for such consideration as may be fixed from time to time by the Board
.of Directors, Before any shares of Preferred Stock of any particular series shall be
issued, a certificate shall be filed with the Secretary of State of Delaware setting
SR forth the designation, rights, privileges, restrictions, and conditions to be attached
‘ to the Preferred Stock of such series and such other matters as may be required,

_ : and the Board of Directors shall fix and determine, and is hereby expressly

ne, in the marmer provided by law, the particf®



the sharcs of such series (so fur as not inconsistent with the provisions of this
Article 4 applicable to all series of Preferred Stock), including, but not limited to,
the following;: .

(1) the distinctive designation of such series and the mimber of
shares which shall constitute such scries, which number may be increased
(except where otherwise provided by the Board of Directors in creating
such series) or decreased (but not below the number of shares thereof then
outstanding) from time to time by like action of the Board of Directors;

(i) the annual rate of dividends payable on shares of such series,
the conditions upon which such dividends shall be payable and the date
from which dividends shall be cumnulative in the event the Board of
Directors determines that dividends shall be cumulative;

(i)  whether such series shall have voting rights, in addition to the
voting rights provided by law and, if so, the terms of such voting rights;

(tv) whether such series shall have conversion privileges and, if
s0, the terms and conditions of such conversion, including, but not limited
to, provision for adjustment of the conversion rate upon such events and in
such manner as the Board of Directors shall determine;

(v)  whether or not the sharcs of such series shall be redecmable
and, if 5o, the terms and conditions of such redemption, including the date
or dates upon or after which they shal] be tedeemable, and the amount per
share payable in case of redemption, which amount may vary under
different conditions and at different redeription dates;

(vi) whether such series shall have a sinking fund for the
redemption or purchase of shares of thar series and, if so, the terms and
amount of such sinking fund;

(vi) the rights of the shares of such series in the event of
- voluntary or involuntary liquidation, dissolution or winding up of the
Corporation, and the relative rights of priority, if any, of payment of shares
of that series; and

(viri)  any other relative rights, preferences and limitations of such
series.
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ARTICLESS

SECTION 5.01. dmendment of Bylaws by Direclors. (2) In furtherance and
nolin limitation of the powers conferred by siatute, the Board of Directors is
expressly authorized to make, alter, amend, repeal and rescind the bylaws of the
Corporation, subject to Sections 5.01(b) and 5.01(c) hereof.

(b) Sections 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.03(b), 3.04, 3.05, 3.14, and 5.06 of the
bylaws may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative
vote of holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than
60% of the shares entitled to be voted thereon.

(c) Sections 3.03(c) and 3.15 of the bylaws may only be altered,
amended, repealed, or rescinded by the affimative vote of holders of capital stock
entitled to vote thereon representing more than 90% of the shares entitled to be
voted thereon. ' ' :

SECTION 5.02. Amendment of Certificate of Incorporation. Section
5.01(b) of this Certificate of Incorporation may only be altercd, amended,
repealcd, or rescinded by the affirmative vote of holders of capital stock entitled
to votc thereon representing more than 60% of the shares entitled to be voted
thereon. Section 5.01(c) and Articles 8 and 9 of this Certificate of Tncorporation
may only be altered, amended, repealed, or rescinded by the affirmative vote of
holders of capital stock entitled to vote thereon representing more than 90% of the
shares entitled to be voted thereon.

ARTICLE6

SECTION 6.01. Election of Divectors by Holders of Preferred Stock.
During any period when the holders of any Preferred Stock or any one oy more

" series thereof, voting as a class, shall be entitled to elect a specified number of

directors, by reason of dividend arrearages or other provisions giving them the

right to do o, then and during such time as such right continues (i) the then
otherwise anthorized number of directors shall be increased by such specified
number of directors, and the holders of such Preferred Stock or such seties

thereof, voting as a class, shall be entitled to elect the additional directors so
provided for, pursuant to the provisions of such Preferred Stock or serics; (i) cach
such additional director shall serve for such term, and have such voting powers, as
shall be stated in the provisions pertaining to such Prefeed Stock or sevies; and=”",
(iif) whenever the holders of any such Preferred Stock or series thereof argg?®

&y




divested of such rights to elect a specified number of divectors, voling as a class,
pursuant to the provisions of such Preferred Stock or series, the terms of office of
all dircctors elected by the holders of such Preferred Stock or series, voting as a
class pursuant to such provisions or elected 1o fill any vacancies resulting from the
death, resignation or removal of directors so elected by the holders of such
Preferred Stock or series, shall forthwith terminate and the authorized number of
directors shall be reduced accordingly.

SECTION 6.02. Ballots. Elections of directors atan annusl or special
meeting of stockholders need not be by written ballot unless the bylaws of the
Corporation shall provide otherwiss. ' :

SECTION 6.03. Elimination of Certain Personal Liability aof Directors. (a)
A dircctor of the Corporation shall not be liable to the Corporation or its
stockholders for monetary damages for breach of fiduciary duty as a director to
the fullest extent permitted by Delaware Law.

(b) Each person (and the heirs, executors or administrators of such
person) who was or is a party or is threatened to be made a party to, or is involved
in any threatened, pending or completed action, suit or proceeding, whether civil,
criminal, administrative or investigative, by reason of the fact that such person is
or was 4 director of the Corporation or is or was serving at the request of the
Corporation as a director of another corporation, partnership, joint venture, trust
or other entetprise, shall be indemnified and held harmless by the Corporation to
the fullest extent permitted by Delaware Law. The right to indemnification
conferred in this Section 6.03 shall also include the right to be paid by the
Corporation the expenses incurred in connection with any such proceeding in
advance of its final disposition to the fullest extept authorized by Delaware Law,
The right (0 indemnification conferred in this Section 6.03 shall be a contract
right.

(d) The Corporation shall have power to purchase and maintain
insurance on behalf of any person who is or was a director, officer, employee or
agent of the Corporation, or is or was serving at the request of the Corporation as
a director, officer, employee or agent of another corporation, partnership, joint
venture, rust or other enterprise against any expense, liability or loss incurred by &
such persun in any such capacity or arising out of his status as such, whether op#” f




not the Corporation would have the power to indemnify him against such liability
under Delaware Law.

(¢) The rights and suthority conferred in this Section 6.03 shall not be
cxelusive of any other right which any person may otherwise have or hereafier
acquare.

(f) Neither the alteration, amendment, repeal or recission of this Section
6.03, nor the adoption of any provision of this Certificate of Incorporation or the
bylaws of the Corporation, nor, to the fullest extent permitted by Delaware Law,
any modification of law, shall climinate or reduce the effect of this Section 6.03 in
respect of any acts or omissions occurring prior to such alteration, amendment,
repeal, recission, adoption or modification.

ARTICLE7

SECTION 7.01. Sectfon 203 of Delaware Law. The Corporation hereby
elects not to be governed by Section 203 of Delaware Law.

ARTICLE 8

SecTioN 8.01. Relationship With Roche. In anticipation that the
Corporation will cease to be a wholly owned subsidiary of Roche Holdings, Inc.,

. but that Roche (as defined in Section 8.05) will remain a stockholder of the
Corporation, and in anticipation that the Corporation (as defined in Section 8.05)
and Roche may engage in the same or similar activities or lines of business and
have an interest in the same areas of corporate opportunities, and in recognition of
(i) the benefits to be derived by the Corporation through its continued contractual,
corporate and busiuess relations with Roche (including service of officers and
directors of Roche ag directors of the Corporation) and (ji) the difficulties
attendant to any director, who desires and endeavors fully to satisfy such
diector’s fiduciary duties, in determining the full scope of such duties in any
particular situation, the provisions of this Article 8 are set forth to regulate, define -
and guide the conduct of certain affairs of the Corporation as they may involve '




of the Corporation and its officers, directors and stockholders in connection therewith.

SECTiON-8.02. Similar Business Activities. Except as Roche Holdings,
Inc. may otherwise agree in writing, :

(2) Roche shall not have a duty to refrain from engaging directly or
indirectly in the same or similar business acrivities or lines of business as the
Corporation, and

(b) meither Roche nor any officer or director thereof shall be liable to the
Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary duty by reason of any
such activities of Roche or of such person's participation therein.

In the event that Roche acquires knowledge of & potential transaction or
matter that may be a corporate opportunity for both Roche and the Corporation,
Roche shall have no duty to communicate or offer such cotporate opportunity to
the Corporation and shall not be liable 10 the Corporation or its stockholders for
breach of any fiduciary duty as a stockholder of the Corporation or controfling
person of a stockholder by reason of the fact that Roche pursues or acquires such
corporate opportunity for itself, directs such corporate opportunity to another
person or entity, or does not communicate information regarding, or offer, such
corporate opportunity to the Corporation.

SECTION 8.03. Corporate Opportunities. In the event that a director,
officer or employee of the Corporation who is also a director, officer or employee
of Roche acquires knowledge of a potential transaction or matter that may be a
corporate opportunity for the Corporation and Roche (whether such potential
transaction or matter is proposed by a third-party or is conceived of by such
director, otticer or employee of the Corporation), such director, officer or
employee shall be entitled to offcr such corporate opportunity to the Corporation’
or Roche as such director, officer or employee deems appropriate under the
circumstences in his sole discretion, and no such director, officer or employee
shall be Liable to the Corporation or its stockholders for breach of any fiduciary
duty or duty of loyalty or failure (0 act in (or not opposed to) the best interests of
the Corporation or the derivation of any improper personal benefit by reason of
the fact that (i) such director, officer or employee offercd such corporate
opportunity to Roche (rather than the Corporation) or did not communicate
information regarding such cosporate opportunity to the Corporation or (ii) Roche
pursues or acquires such corporate opportunity for itself or directs such corporate
opportunity to another person or does not communicate information regarding -
such corporate opportunity to the Corporation. 7 4
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SECTION 8.04. Deemed Consent of Stockholders. Any person or entity
purchasing or otherwise acquiring any interest in any shares of capital stock of the
Corporation shall be deemed to have notice of and 1o have consented to the
provisions of this Article 8.

SECTION 8.05. Definitions. For purposes of this Article 8 and Article 9
only, (i) the term “Corporation” shall mean the Corporation and all corporations,
partnerships, joint ventures, associations and other entities in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or more of the
outstanding voting stock, voting power or similar voting interests, and (ii) the
term *Roche” shall mean Roche Holdings, Inc. and all corporations, partnerships,
Joint ventures, associations and other entities (other than the Corporation, defined
in accordance with clausc (i) of this Section 8.05) that are “affilintes” (as defined
in Rule 12b-2 under the Securitics Exchange Act of 1934, as amended) of Roche
Holdings, Tnc.

SECTION 8.06. Termination: Binding Effect. Notwithstanding anything in
this Certificate of Incorporation to the contrary, the foregoing provisions of thig
Article 8 shall expire on the date that Roche ceascs to own beneficially Common
Stock representing at least 5% of the number of outstanding shares of Common
Stock of the Corporation and no person who is a director or officer of the
Corporation is also a director or officer of Roche. Neither such expiration, nor the
alteration, amendment, change or repeal of any provision of this Article § nor the
adoption of any provision of this Amended and Restated Certificate of
Incorporation inconsistent with any provision of this Article 8 shall eliminate or
reduce the effect of this Article 8 in respect of any matter occurring, or any cause
of action, suit or claim that, but for this Article 8, would acerue or arise, prior to
such expiration, alteration, amendment, repeal or adoption.

SECTION 8.07. Article 9. The provisions of this Article 8 are in addition to
the provisions of Article 9. .

ARTICLEY

SECTION 9.01. Contracts Not Void, No contract, agreement, arrangement
or iransaction (or any amendment, modification ot temination thereof) between
the Corporation and Roche shall be void or voidable solely for the reason that
Roche is a party thereto, or solely because any directors or officers of the P
Corporation who are affiliated with Roche are present at or patticipate in the g




o | s

meeting of the Board of Directors or committee thereof which anthorizes the
contract, agreement, arrangement, transaction, amendment, modification or -
lermination or solely because his or their votes are counted for such purpose, but
any such contract, agreement, arrangement or transaction (or any amendment,

SECTION 9.02. Quorum. Directors of the Corporation who are also
dircetors or officers of Roche may be counted in delermining the presence of a

égreement, arrangement or transaction (or amendment, modification or
termination thercof).

SECTION 9.03. No Liability For Good Faith Actions, Neither Roche nor
any officer or director thereof shall be liable to the Corporation or its stockholders

director or other representative of Roche, which vote js ¢ast or action is taken by

such person’in his capacity as a director of this Corporation, shall constitute an

SECTION 9.05. Contracts Covered. For purposes of this Article 9, any
contract, agreement, arrangement or transaction with the Corporation or any
Corporation, partnership, joit venture, association or other entity in which the
Corporation beneficially owns (directly or indirectly) fifty percent or




SECTION 9.06. Binding Effect. Neither the alteration, amendment, change
or repeal of any provision of this Article 9 nor the adoption of any provision
inconsistent with any provision of this Article 9 shall eliminate or reduce the
effect of this Article 9 in respect of any matter occwiring, or any cause of action,
suit or claim that, but for this Article 9, would accrue or arise, prior to such
alteration, amendment, change, repeal or adoption.

SECTION 9.07. Article 8. The provisions of this Article 9 are in addition to
the provisions of Article 8.

10
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IN WITNESS WHEREOF, this Amended and Restated Certificate of

Incorporation, having been
of the Gencral Corporation
consent of the sole stockho
of the Gencral Corporation
22nd day of July, 1999.

duly adopted in accordance with Sections 242 and 245
Law of the State of Delaware and by the written

Ider of the Corporation in accordance with Section 228
Law of the State of Delaware, has been executed this

GENENTECH, INC.

By: [s/ Stephen G. Juelspaard
Name: Stephen G. Juelsgasrd A
Title:  Senior Vice President,
General Counsel and Secretary
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' TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacién de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencidn de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este documento publico
ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado
5. en deer, Delaware
6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8. No. 0254030
9. Sello/timbre 10.  Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
VIGESIMO SEGUNDO DIA DE JULIO, A. D. 1998, A LAS 9 EN PUNTO DE LA
MANANA.

Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado
AUTENTICACION: 3900384

FECHA: 056-24-05
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CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR
CERTIFICADO DE INCORPORACION
GENENTECH, INC.

| Genentech, Inc (la “Corporacién”), una corporacion organizada y existente
bajo y por virtud de la Ley General de Corporacion del Estado de Delaware, por la
presente corrige el Certificado de Incorporacién, el fue presentado originalmente el
23 de diciembre de 1986, bajo el nombre “Genentech Delaware, Inc.”, y corregido

subsiguientemente.

Por la presente se vuelve a redactar el certificado de incorporacién de la

| Corporaci6n y se corrige aun mas para que diga en su totalidad lo que sigue:

ARTICULO 1
El nombre de la Corporacion es: Genentech, Inc.
ARTICULO 2
La direccion de la oficina registrada de la Corporacién en el Estado de
Delaware es Corporation Service Company, 1013 Centre Road, Ciudad de
Wilmington, Condado de New castle, Delaware 19805. EI nombre de su agente

registrado en tal direccion es Corporation Service Company.

ARTICULO 3

. . 2 \\.' '\,:,)’ ¥ ¥
SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién Sesiaik:

emitir dos clases de acciones que deben designarse, respectivamente, acti®dnés

preferenciales y acciones comunes. El nlUmero total de acciones que la
Corporacion esta autorizada a emitir es de cuatrocientos millones (400,000,000)

de acciones. Cien millones (100,000,000) de acciones seran desighadas acciones
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preferenciales, por un valor de $0.02 por accién (“Accion Preferencial”).
Trecientos millones (300,000,000) de acciones seran designadas acciones
comunes, por un valor de $0.02 por accion (“Accién Coman”). La accién comun

de la Corporacion sera toda de una misma clase.

(b) El nimero de acciones autorizadas de cualquier clase o clases de

acciones puede incrementarse o disminuirse (pero no por debajo del nimero del

numero de acciones de las mismas que en su momento estan vigentes) por el voto
afirmativo de una mayoria con poder de votacion de las acciones vigentes de la
Corporacién con derecho a votar por la misma independiente de las

consideraciones de la Seccion 242(b)(2) de la Ley de Delaware.

SECCION 4.02. Accién Comun. (a) Emisién y Consideracion. Cualquier
accion sin emitir o del tesoro del las Acciones Comunes puede emitirse para tal
consideracién como pueda fijarse de acuerdo con la ley aplicable cada cierto

tiempo por la Junta Directiva.

(b) Dividendos. Sujeto a los derechos de los accionistas de las Acciones
Preferenciales, los accionistas de Acciones Comunes deberan tener el derecho a
recibir, cuando y como se declare por la Junta Directiva, de los activos de la

Corporacion los cuales estan disponibles para ello por ley, dividendos pagables ya

sea en dinero, propiedad, o acciones y los accionistas de la Accidn Preferencial no T

serie de Acciones Preferenciales).
SECCION 4.03. Accién Preferencial

(@) Series y Limites de Variaciones entre Series.

emitida o del tesoro de las Acciones Preferenciales pugg iti TS

tiempo en una o mas series para tal consideracién como pueda ser fijada cada
cierto tiempo por la Junta Directiva. Antes de que se emita cualquier accion de las
Acciones Preferenciales de cualquier serie particular, se debera presentar un
certificado ante el Secretario de Estado de Delaware estableciendo las
designaciones, derechos, privilegios, restricciones, y condiciones que iran anexas
a las Acciones Preferenciales de tal serie y tales otras cuestiones como puedan
requerirse, y la Junta Directiva debera fijar y determinar, y por la presente esta

expresamente autorizada para fijar y determinar, en la forma provista por (a ley, los
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particulares de las acciones de tal serie (siempre y cuando no sean inconsistentes
con las condiciones de este Articulo 4 aplicables a todas las series de Acciones

Preferenciales), incluyendo, pero sin limitarse a, las siguientes:

() la designacion distintiva de tal serie y el nimero de las
acciones que han de constituir tal serie, numero que puede incrementarse
(excepto cuando lo determine de otro modo la Junta Directiva al crear tal
serie) o reducida (pero no por debajo del numero de acciones de las
mismas que estan vigentes) cada cierto tiempo por una accién semejante

de la Junta Directiva;

(i) la tasa anual de dividendos a pagar sobre las acciones de tal
serie, las condiciones sobre las cuales se pagaran tales dividendos y le
fecha a partir de la cual los dividendos seran acumulativos en el evento que

“8 la Junta Directiva determine que los dividendos seran acumulativos;

' (i) si la serie tendra o no derechos de voto, ademas de los
derechos de voto provistos por la ley, y de ser asi, los términos de tales
derechos de voto;

| (iv)  si tal serie tendra o no privilegios de conversion y, de ser asi,
los términos y condiciones de tal conversion, incluyendo, pero sin estar
limitado a, la condicién para ajuste de la tasa de conversion en tales
eventos y de tal forma como la Junta Directiva lo determine;

e

(v)  silas acciones de tal serie seran o no redimibles y, g
' los términos y condiciones de tal redencién, incluyendo la fecha &

(vi)  sital serie tendra o no un fondo de
0 compra de acciones de esa serie y, de ser asi, los té
de tal fondo de inversion:;

(vii)  los derechos de las acciones de tal serien caso de una

Ilqu1da010n disolucion o cierre voluntaria o involuntaria de Ia Corporacién, y

—— .
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los derechos relativos de prioridad, de haber, de pago de acciones de esa

serie; y

(viii) cualquier otro derecho relativo, preferencia y limitacion de tal

serie.
ARTICULO 5

SECCION 5.01. Enmiendas a los estatutos por los Directores. (a) En
adicion y no limitando los poderes conferidos por estatutos, la Junta Directiva esta
expresamente autorizada para hacer, alterar, enmendar, rechazar y rescindir los
estatutos de la Corporacion, sujetos a las secciones 5.01(b) y 5.01(c) a

continuacion.

: (b) Las secciones 2.02, 3.02, 3.03(a), 3.04, 3.05, 3.14 y 5.06 de los

estatutos solo pueden alterarse, enmendarse, repelerse, o rescindirse por el voto

afirmativo de los accionistas de capital con derecho a votar las mismas que

representen mas del 60% de las acciones con derecho a votar las mismas.

(c) Las secciones 3.03(c) y 3.15 de Ios estatutos solo pueden ser alteradas,
enmendadas, repelidas, o rescindidas por le voto afirmativo de los accionistas de
capital con derecho a votar las mismas que representen mas del 90% de las
acciones con derecho a votar las mismas.

©

misma.

ARTICULO 6

/

SECCION 6.01. Eleccién del Directorio por los Accion Sty

Preferencial. Durante cualquier periodo cuando los accionistas de cua or~.~4'
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accion preferencial cualquiera de una o mas series de las mismas, que voten
como una clase, tengan derecho a elegir un nimero especifico de directores, por
razén a atrasos en los dividendos u otras condiciones que les dan el derecho a
hacerlo, entonces y durante el tiempo que contintie el derecho (i) el nimero de
directores autorizado de otro modo sera incrementado por tal numero de directores
especificado, y los accionistas de tales Acciones Preferenciales o tales series de
las mismas, que votan como una clase, tendran derecho a elegir los directores

adicionales para lo que se provee, de acuerdo con las condiciones de tales

Acciones Preferenciales o series; (i) cada uno de tales directores adicionales

servira durante tal termino, y tendra tales poderes de voto, como se han de otorgar
en las provisiones pertinentes a tales Acciones Preferenciales o series; y (iii)
siempre que los accionistas de cualquiera de tales Acciones Preferenciales o
series de las mismas estan desprovistos de tales derechos a elegir un numero
especifico de directores, votando como clase, de acuerdo con las condiciones de
tales Acciones preferenciales o series, los términos de oficio de todos los
directores elegidos por los accionistas de tales Acciones preferenciales o series,
que votan como clase, de acuerdo con las condiciones o elegidos para llenar
cualquier vacante resultante de la muerte, renuncia o remocion de directores asi
elegidos por los accionistas de tales Acciones Preferenciales o series, terminaran

en adelante y el niumero autorizado de directores ser4 reducido en concordancia.

SECCION 6.02. Votaciones. Las elecciones de directores en una reunion
anual o especial de accionistas necesaria no seran por votos escritos a menos que
los estatutos de la Corporacion digan lo contrario.

SECCION 6.03. Eliminacion de cierta responsabilidad persoff
directores. (a) Un director de la Corporacién no sera responsab

Corporacién o sus accionistas por dafios monetarios por viola

(b) Cada persona (y sus herederos, ejecutores‘
persona) quien fue o es una parte o esta amenazad@f

involucrado en cualquier accién, demanda o proceso amenaza e

IN
completado, ya sea civil, criminal, administrativo 0 investigativo, por raz

hecho de que esa persona es o fue un director de Ja Corporacion o es o estaba
sirviendo por solicitud de Ia Corporaciéon como un director de otra corporacién,
sociedad, sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa, sera

indemnizado y completamente protegido por la Corporacién hasta donde lo
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" permita la Ley de Delaware. El derecho a la indemnizacién concedido en esta

seccion 6.03 también debe incluir el derecho a que la Corporacion le pague los
gastos incurridos en conexiéon cuna cualquiera de tales procesos por adelantado
de su decision final hasta donde los autoriza |a Ley de Delaware. El derecho a

indemnizacién conferido en esta seccion 6.03 sera un derecho contractual.

(c) La Corporacion puede, por accion de su Junta Directiva, proporcionar
indemnizacioén a tales funcionarios, empleados y agentes de la Corporacién hasta
tal punto y a tal efecto como lo determine apropiado la Junta Directiva y lo autorice

la Ley de Delaware.

(d) La Corporacion tendra el poder de comprar y mantener un seguro a
nombre de cualquier persona quien es o fue director, funcionario, empleado o
agente de la corporacion, o esta o estuvo en servicio por pedido de la Corporacion
como director, funcionario, empleado o agente de otra corporacion, sociedad,
sociedad de riesgo compartido, fideicomiso u otra empresa contra cualquier gasto,
responsabilidad o pérdida incurrida por tal persona en cualquier capacidad o que
surge de su estado como tal, ya sea si la Corporacién tiene o no el poder de

indemnizarlo contra tal responsabilidad bajo la ley de Delaware.

(e) Los derechos y autoridad conferidos en esta Seccién 6.03 no seran
exclusivos de ningtin otro derecho el cual cualquier otra persona pueda tener o
adquirir de aqui en adelante.

la adopcién de ninguna cond:cnon de este Certificado de lncorpor
Estatutos de la CorporaCIon ni,
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ARTICULO 8

SECCION 8.01. Relacién con Roche. Anticipandose a que la Corporacién
cese de ser un subsidiaria completamente de propiedad de Roche Holdings, Inc
pero que Roche (como se define en la seccion 8.05) permanezca siendo un
accionista de la Corporacién, y anticipandose a que la Corporacién (como se
define en la Seccién 8.05) y Roche puede entrar en actividades o lineas de
negocios semejantes o similares y tener un interés en las mismas areas de
oportunidades corporativas, y en reconocimiento de (i) los beneficios a ser
derivados por la Corporacion a través de sus relaciones contractuales,
corporativas y de negocios con Roche (incluyendo el servicio de funcionarios y
directores de Roche como directores de Ia Corporacion) y (i) las dificultades
concomitantes a cualquier director, quien desea y se propone satisfacer
completamente tales deberes fiduciarios del director, al determinar el alcance
completo de tales deberes en cualquier situacién particular, las condiciones de
este articulos 8 se establecen para regular, definir y guiar la conducta de ciertas
cuestiones de la Corporacion ya que pueden involucrar a Roche y sus funcionaros
y directdres, y los poderes, derechos, deberes y responsabilidades de la

Corporacion y sus funcionarios, directores y accionistas en conexién con éste.

SECCION 8.02. Actividades en Negocios Similares. Excepto que Roche

Holdings, Inc. pueda de otra forma acordarlo por escrito,

indirectamente en actividades de negocios o lineas de negocnos

similares a las de Ia Corporacion, y

como para la Corporacion, Roche no tendra el deber de comunicar u ofrecer tal~x/

oportunidad corporativa a la Corporacién Yy no sera responsable ante la
Corporacién o sus accionistas por violar ningln deber fiduciario como accionista

de la Corporacion o la persona que controla a un accionista por razén del hacho




que'Roche prosigue o adquiere tal oportunidad corporativa para si misma, dirige
tal oportunidad corporativa a otra persona o entidad, o no comunica informacion

respecto, u ofrece, tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

SECCION 8.03. Oportunidades Corporativas. En el evento que un director,
funcionario o empleado de la Corporacién quien también es director, funcionario o
empleado de Roche adquiera conocimiento de una transaccion o materia potencial
que pueda ser una oportunidad corporativa para la Corporacién y Roche (ya se si
esta transaccion o materia potencial es propuesta por un tercero o es concebida

por tal director, funcionario o empleado de la Corporacion o no), tal director,

. funcionario o empleado debe tener el derecho a ofrecer tal oportunidad corporativa

a la Corporacién o Roche como tal director, funcionario o empleado los considere
apropiado bajo las circunstancias de su discrecion, y tal director, funcionario o |
empleado no sera responsable a la Corporacién o sus accionistas por violar
ningun deber fiduciario o deber de lealtad o faltar en actuar en (o no oponerse a)
los mejores intereses de la Corporacion o la derivacion de ningun beneficio
personal inapropiado por razén del hecho que (i) tal director, funcionario o
empleado ofrecié tal oportunidad corporativa a Roche (en lugar de a la
Corporacion) o no comunicéd informacién respecto a tal oportunidad corporativa a
la Corporacion o (i) Roche busca o adquiere tal oportunidad corporativa para si
misma o dirige tal oportunidad corporativa a otra persona o no comunica

informacion respecto a tal oportunidad corporativa a la Corporacion.

lificar la Corpor.

todas las corporaciones, sociedades, sociedades de #esgo compartigg”

7

(directa o

y otras
entidades en las cuales la Corporacién posee con benefi

indirectamente) cincuenta por ciento o mas de las acciones con voto, poder de
voto o intereses de voto similares, y (if) el término “Roche” debe significar Roche
Holdings, Inc y todas las corporaciones, sociedades, sociedades de riesgo
compartido, asociaciones y otras entidades (diferentes a la Corporacion, definida

de acuerdo con la clausula (i) de esta seccion 8.05) que son “afiliados” (como se




-tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién ( o cualquier enmienda, modificacion o

define en la Regla 12b-2 bajo el Acta de Intercambio de Valores de 1934, como

se enmendod) de Roche Holdings, Inc.

SECCION 8.08, Finalizacion: Efecto Obligante. Son consideracién con

nada en este Certificado de Incorporacion que lo contradiga, las condiciones
anteriores de este Articulo 8 deberan expirar en la fecha que Roche cese de
poseer con beneficios Acciones Comunes que representen al menos 5% del
numero de acciones vigentes de las Acciones Comunes de la Corporacion y nadie
que se director o funcionario de la Corporacion sea también director o funcionario
de Roche. Ni tal vencimiento, ni la alteracién, enmienda, cambio o rechazo de
alguna de las condiciones de este Articulo 8 asi como tampoco ninguna condicion
de este Certificado de Incorporacion Enmendado y Vuelto a Redactar
inconsistente con alguna de las condiciones de este Articulo 8 eliminara o reducira
el efecto de este Articulo 8 respecto a cualquier materia, o cualquier causa de
accion, demanda o reclamo que, excepto por este Articulo 8, pueda acaecer o

surgir, antes de tal vencimiento, alteracion, enmienda o adopcion.

SECCION 8.07. Articulo 9. Las condiciones de este
adicionales a las condiciones del Articulo 9.

ARTICULO 9

el contrato, acuerdo, arreglo, transacmon, enmienda, modificacion ™nalizacién o

solamente porque su o sus votos se cuentan para tal propésito, pero cualquiera de

finalizacion del mismo) estara gobernado por las condiciones de este Cerificado de
Incorporacién Enmendado y vuelto a Redactar, los Estatutos de la Corporacién, la
Ley de Delaware y otras leyes aplicables. Para propoésitos de este Articulo 9, los

términos “Corporacién’ y “Roche’ tienen los significados establecidos en la
Seccion 8.05.

€



SECCION 9.02. Quérum. Los Directores de la Corporacién que son
también directores o funcionarios de Roche pueden contarse al determinar la
presencia de un quérum en una reunién de la Junta Directiva o de un comité que
autoriza o aprueba cualquiera de tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o
cualquier enmienda, modificacion o finalizacion del mismo). Las acciones vigentes
de las Acciones Comunes de propiedad de Roche pueden contarse al determinar
la presencia de un quérum en una reunién de accionistas que autorice o apruebe
tal contrato, acuerdo, arreglo o transaccién (o cualquier enmienda, modificacién o

finalizacion del mismo).

SECCION 9.03. No responsabilidad por acciones de buena fe. Ni Roche ni
ningdn funcionario o director de la misma sera responsable ante la Corporacion o
sus accionistas por violar cualquiera de los deberes fiduciarios o deberes de
lealtad o por fallar en actuar en (o no oponerse a) los mejores intereses de la
Corporacion o por derivacion de cualquier beneficio personal por razén del hecho
que Roche o un funcionario o director de la misma de buena fe tome cualquier
accion o ejerza cualquier derecho o de o retenga cualquier consentimiento en
conexion con cualquier acuerdo o contrato entre Roche y la Corporacién. Ningtn
voto dado u otra accién tomada por cualquier persona que es un funcionario,
director o representante de Roche, donde el voto o accién es tomado por tal
persona en su capacidad como director de esta Corporacién, constituira una
accion de o el ejercicio de un derecho o un consentimiento de Roche para los

propositos de cualquiera de tal acuerdo o contrato.

SECCION 9.04.  Consentimiento estimado de los accionistas.  Se
considerara que cualquier persona o entidad que compre o de otro modo adquiera

algun interés en cualquiera de las acciones de capital de la Corporacién ha tenido

j#n u otra entidad eng
la cual la Corporacién posee con beneficio (directa o indisé€tamente) el cincuétﬁfga
por ciento 6 mas de las acciones con voto, poderes d & voto o interese‘?e voto

similares vigentes se considerara un contrato,

ojeh con la
Corporacién.

, arreglo o transaccion con la@ogffcion o cualquier /

3
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SECCION 9.06. Efecto obligante. Ni la alteracion, enmienda, cambio o
rechazo d.e alguna de las condiciones de este Articulo 9 ni la adopcién de alguna
condicion inconsistente con cualquier condicién de este Articulo 9 eliminara o
reducira el efecto de este Articulo 9 respecto a cualquier materia que ocurra, o
cualquier causa de accién, demanda o reclamo que, a no ser por este Articulo 9,
pueda acaecer o surgir, antes de tal alteracion, enmienda, cambio, rechazo o

adopcion.

SECCION 9.07. An‘iéulo 8. Las condiciones de este Articulo 9 son

adicionales a las condiciones del Articulo 8.

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, este Certificado de Incorporacion

Enmendado y vuelto a Redactar, el cual ha sido adoptado de acuerdo con las

secciones 242 y 245 de la Ley General de Corporacién del Estado de Delaware y -

por consentimiento escrito de el Gnico accionista de Ia Corporacion de acuerdo
con la seccién 228 de Ley General de Corporacién del Estado de Delaware, ha
sido ejecutado este 22 de Julio de 1999

GENENTECH, INC.

Por: /s/ Stephen G. Juelsgaard
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente

Consejo General y Secretarz

C3Y
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)
Country: United States of America
This public document:
has been signed by Harriet Smith Windsor

acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State

Certified

at Dover, Delaware

the twenty—fburtb'day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State
No. 0254031

~

Seal/Stamp:

10. Signature:
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I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE FIFTEENTH DAY OF MAY, A.D. 2000, AT 5

O'CLOCK P.M.

- Harriet Smith Windsor, Secretary of

2112549 AUTHENTICATION: 330385

050426506 ® DATE: 05-24-05
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SUALE OF DELAWARE
SECRETARY OF STATE

DIVISION OF CORPORATIONS
FILED 05:00 PM 05/15/2000

" L 001245251 - 2112549
‘ CERTIFICATE OF AMENDMENT
' OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virtue of the General
Corporation Law of the Statc of Dclawarc.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corparation be
amended by changing “Section 4.01 (2)” of the Article thereof numbered “4” so that, as amended,
said Section of said Article shall be and read as follows:

“Section 4.01. Capital Stock. (a) The Corporation is authorized to issue
two classes of stock to be designated, respectively, preferred stock and common
stock. The total number of shares which the Corporation is authorized to issue is
seven hundred million (700,000,000) shares. One hundred million (100,000,000)
shares shall be designated preferred stock, par value §$0.02 per share (“Preferred
Stock™). Six hundred million (600,000,000) shares shall be designated common
stock, par value $0.02 per share (“Common Stock™). The Common Stock of the
Corporation shall be all of one class.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Board of Directors, the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voted in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware,

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment,

IN WITNESS WHEREOF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment o be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Authorized Otficer, this 15th day of May, 2000.

GENENTECH, INC.

By: )\ﬂr@\’&*w ;:.,' £

Name: Stephen G. Juelsgaard g
Title: Senior Vice President, General
and Scerctary

75841
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' TRAIDUCCION AL ESPANOL del Certificado de Incorporacion de Genentech, Inc.
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© ® N o o

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor '
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado
Certificado

en Dover, Delaware

el veinticuatro de mayo, A. D. 2005 '

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
No. 0254031 |

Sello/timbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO VUELTO A
REDACTAR DE “GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL
DECIMOQUINTO DIA DE MAYO, A. D. 2000, A LAS 5 EN PUNTO DE LA TARDE.
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Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria deI Estado
AUTENTICACION: 3900385

FECHA: 05 -24 -05




CERTIFICADO DE ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDC Y VUELTO A REDACTAR

Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacién del Estado de Delaware. .
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunién de la Junta Directiva de Genente;ch, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacion,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una :reunién de
accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de

esta corporaciéon se enmiende cambiando “la Seccién 4.01(a)" del Articulo alli

numerado “4" tal que, como se enmienda, dicha Seccién de dicho Articulo se lea

de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacion ésté
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes.  El
nimero total de acciones que la Corporacion esta autorizada a emitir
es de setecientos millones (700,000,000) de acciones. Cien millones
(100,000,000) de acciones seran designadas  acciohes
preferenciales, por un valor de $0.02 por accion (“ACC|
Preferencial”). 4

= 7
Corporacion del Estado de Delaware, en donde el nimero necesario de accno Es

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.

Y




3

TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacién del Estado de
Delaware.

"CUARTO: Que el capital de dicha corporacién no sera reducido bajo o por razén

de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard un
Funcionario Autorizado, este 15 de Mayo de 2000.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma)
Nombre: Stephen G. Juelsgaard |
Titulo: Vicepresidente, Consejo

y Secretaria General.

Y
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(Convention de La Haye du 5 Octobré 1961)

Country: United States of America

This public document : "
has.been signed by Rarriet Smith Windsor

L acting in the ca acity of Secretary of State of Delaware
g pacity 4

bears the seal/stamp of Office of Secretary of State.

Certified
at Dover, Delaware
the twenty-fourth day of May, A.D- 2005
by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254033

Seal/Stamp: 10. Signature:
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The First State

I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF

DELAWARE, DO HERERY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT

COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC. ", FILED
IN THIS OFF

ICE ON THE SIXTEENTH DAY OF APRIL, AD 2004, AT 7:39
" O'CLOCK P .M.

2112549 . Harriet Smith Windsor NPy

AUTHENTICATTO]

050426506
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State of Delaware
.o : . SR Secretary of State

OF AMENDED AND RESTATED .
CERTIFICATE OF INCORPORATION '

Genentech. Inc., # corporation organized and existing under and by virtue -of the General
Corporation Law of the State of Delawate,

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Directors of Genentech, Tnc. tesolutions were duly
adopted setting forth a proposed amendment of the Amended and Restated Certificate of
fncorporation of said corporation, declaring said amendment to be advisable and calling a
meetirig of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution setting
forth the proposed amendment is as follows:

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this, corporation be

amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered 4" so (]mt, as ammonded,

said Section of sald Article shall be and read. as follows:
I
Section 4.01, Capital Stock. (1) The Corporation is authorized to issue two classes of stock to be .
designated, respectively, preferred stock and common stock. The total number of shares which the
Corportion is authorized to issuc is trree billion one hundred million (3, 100,000,000) shdres. One hundced
million (100,000.000) shares shaft be designated preferred stock, par value $0.02 por share ("Prefarred

Stock"). Three billion (3,000,000,000) shares shall be desigrated common stock, par value $0.02 per share
("Common Stock”). ‘The comumon stock of the Corporation shall be all of one class, !

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of iis Board of Directors, the regular meeling
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon notice in adcordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Delaware at which meeting the
necessary number of shares as required by statute were voled in favor of the amendment.

THIRD: That said amendment was duly adopled in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporation Law of the State of Delaware, : |

FOURTH: That the capital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendment. , '

IN WITNESS WHEREQYF, said Genentech, Inc. has caused this Third Certificate olf Amendment
to be signed by Stephen G. J velsgaard, an Authorized Officer, this I6th, day of April, 2004.

GENENTECH, INC.

e ST

B
N ¥
Nume: Slephen G. Juelsgaard :
Title:  Execulive Vice President, Geg
\ Y
and Secretary p

#153087

».

« Division of Corporations
, Delivered 07:44 PM 04/16/2004

‘ _ FILED 07:39 PM 04/16/2004
CERTIFICATE OF THIRD AMENDMEN ISRV 040281669 - 2112549 FILE
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TRADUCCION AL ESPARNOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

APOSTILLA
(Convencion de La Haya del 5 de Octubre de 1961)

1. Pais: Estados Unidos de América
Este'documento publico
2. ha sido firmado por Harriet Smith Windsor
actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

4, 'Ileva el sello/timbre de la Oficina del Secretario de Estado

Certificado * ' -

-5, en Dover, Delaware
6. el veinticuatro de mayo, A. D. 2005
7. por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
8. No. 0254033 i
9. Selloftimbre 10.  Firma |

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado

2



DELAWARE_
EL. PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL

ESTADO DE DELAWARE CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE EL ANEXO ES - -

UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE

"GENENTECH, INC", PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DEC'MOOEXTO DIA
DE ABRIL A.D. 2004, A LAS 7:39 EN PUNTO DE LA TARDE.

Harriet S Windsor (Firma)
Harriet Smith Windso Acrataria da Fetadn

250



' J 'CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

Generftech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley

General de Corporacién del Estado de Delaware.
CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se
adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda propuesta del
certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de diolwa:corporacién,
declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La resolucion

establece la enmienda propuesta de Ia siguiente- manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacion se enmiende cambiando ‘la Seccion 4.01(a)” del Articulo allj -
numerado "4” tal que, como se enmienda, dicha Seccuon de dIChO Articulo se lea

e

de la siguiente manera:

SECCION 4.01.. Acciones de Capital. (a) la Corporac:lon esta
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales y acciones comunes. E|
numero total de acciones que la Corporaciéi esta autorizada a
es de tres mil cien millones (3,100,000,000) de accnones e
mlllones (100, OOO ,000) de acciones . seran deSIgnadas r{,,w‘
- preferenciales, por un valor de $0.02 por accion ("

Preferenmap) Tres mil mlllones (3,000 OOO ,000) de ﬂ ;

/

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con la resolucion de suJ nlrectlva N

la reunion ordinaria de accionistas de dicha corporacion se convoco debldamente




& H
: ¥
. . ’

<
' .

TERCERO: Que dicha enmienda se adopto debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccion 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de
Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo 0 por razéon
de dicha enmienda -

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, di'cha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Juelsgaard un
Funcnonauo Autorizado, este 16 de Abril de 2004.

GENENTECH, INC.

Por: (Firma) .
Nombre: Stephen G. Juelsgaard
Titulo: Vicepresidente, COHSGJO

y Secretarla General

2
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(Convention de La Haye du 5 Octobre 1961)

1. Country: United States of America

This public document:

2. has been signed by Harriet Smith Windsor

3. acting in the capacity of Secretary of State of Delaware

4. bears the seal/stamp of Office of Secretary of State'

(ertified

5. at Dover, Delaware

6. the twenty-fourth day of May, A.D. 2005

by Secretary of State, Delaware Department of State

No. 0254032

Seal/Stamp: Signature:
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The First State

[
I, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARY OF STATE OF THE STATE OF
DELAWARE, DO HEREBY CERTIFY THE ATTACHED IS A TRUE AND CORRECT
COPY OF THE CERTIFICATE OF AMENDMENT OF "GENENTECH, INC.", FILED

IN THIS OFFICE ON THE TENTH DAY OF MAY, A.D. 2001, AT 2:05
O'CLOCK P.M.

Harriet Smith Windsor, Secretary of StagzfV
AUTHENTICATION: 3§

DATE: 05-24-05
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CERTIFICATE OF AMENDMENT
OF AMENDED AND RESTATED
CERTIFICATE OF INCORPORATION

Genentech, Inc. a corporation organized and existing under and by virue of the General
Corporation Law of the State of Delaware.

DOES HEREBY CERTIFY:

FIRST: That at a meeting of the Board of Direciors of Genentech, Inc. resolutions were duly
adopted setling forth a proposed amendment of the Amended and Restared Cermificate of
Incorporation of said corporation, declaring said amendment to bk advisable and calling a
meeting of the stockholders of said corporation for consideration thereof. The resolution seuing
forth the proposed amendment is as follows: '

RESOLVED, that the Amended and Restated Certificate of Incorporation of this corparation be
amended by changing “Section 4.01(a)” of the Article thereof numbered “4” so that, as ameanded,
sdid Scction v suid Article shall be aud read as follows: .
“Section 4.01. Capiral Stock. (a) The Corporation is authoriz2d 10 issue

two classes of stock to be designated, respectively, prefered stock and common

stock. The total number of shares which the Corporation is authorized 10 issue is

one billion three hundred million (1,300,000,000) shares. One hundred million

(100,000,000) shares shall be designared preferred stock, par value $0.02 per

share (“Preferred Stock™). One billion two hundred million (1,200,000,000)

shares shall be designated common stock, par value $0.02 per share (“Common

Stock™). The Common Siock of the Corporation shall be all of one clas;.”

SECOND: That thereafter, pursuant to resolution of its Bourd of Directors. the regular meeting
of the stockholders of said corporation was duly called and held upon norice in accordance with
Section 222 of the General Corporation Law of the State of Deluware at which n"aecu'ng the
necessary number of shares as required by statute were vored in favor of the aendment.

THIRD: That suid umendment was duly adopted in accordance with the provisions of Section
242 of the General Corporarion Law of the State of Delaware.

FOURTH: That the cupital of said corporation shall not be reduced under or by reason of said
amendrnent. '

EN WITNESS WHEREQF, said Genentech, Inc. has caused this Certificate of Amendment 10 be
signed by Stephen G. Juelsgaard, an Amhorized Officer, this 10th day of May, 2001.

GENENTECH, INC.

.Name: Stephen G. Juelsgaara .\‘,;,?“’
Tidde: - Senior Vice President, General AN

and Secretary V/ /%.j"{:, _

86747

255



Ve

" TRADUCCION AL ESPANOL del Certificado de Enmienda de Genentech, Inc.

© ® N o o

APOSTILLA
(Convencion de La Haya de! 5 de Octubre de 1961)

Pais: Estados Unidos de América

Este documento publico ‘

ha sido firmado por Harriet Smith Windsor

actuando en capacidad de Secretaria de Estado de Delaware

lleva el sello/timbre de Ia Oficina del Secretario de Estado
‘Certificado ‘

en Dover, Delaware \
el veinticuatro de mayo, A. D. 2005

por el Secretario de Estado, Departamento de Estado de Delaware
|

No. 0254032
Sello/timbre 10. Firma

Harriet Smith Windsor (Firma)

Secretaria de Estado

2J6




DELAWARE
EL PRIMER ESTADO

YO, HARRIET SMITH WINDSOR, SECRETARIA DE ESTADO DEL
ESTADO DE DELAWARE, CERTIFICO POR LA PRESENTE QUE ELi ANEXO ES
UNA COPIA AUTENTICA Y CORRECTA DEL CERTIFICADO DE ENMIENDA DE
“GENENTECH, INC”, PRESENTADO EN ESTA OFICINA EL DECIMO DIA DE
MAYO, A. D. 2001, A LAS 2:05 EN PUNTO DE LA TARDE. |
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Harriet Smith Windsor (Firma)
Harriet Smith Windsor, Secretaria de Estado

AUTENTICACION: 3900386

FECHA:  05-24-05




CERTIFICADO DE TERCERA ENMIENDA DEL
CERTIFICADO DE INCORPORACION
CORREGIDO Y VUELTO A REDACTAR

i
Genentech, Inc. una corporacion organizada y existente bajo y por virtud de la Ley
General de Corporacion del Estado de Delaware. r

CERTIFICA POR LA PRESENTE:

PRIMERO: Que en una reunion de la Junta Directiva de Genentech, Inc. se

adoptaron debidamente resoluciones que establecen una enmienda prc')puesta del

certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de dicha corporacién,

declarando dicha enmienda como aconsejable y llamando a una reunion de
. accionistas de dicha corporacion para consideracion de la misma. La 'resolucién

establece la enmienda propuesta de la siguiente manera:

RESUELVE, que el Certificado de Incorporacion Corregido y vuelto a Redactar de
esta corporacién se enmiende cambiando ‘la Seccion 4.01(a)” del AFiculo alli
numerado “4” tal que, como se enmienda, dicha Seccion de dicho Articulo se lea
de la siguiente manera:

SECCION 4.01. Acciones de Capital. (a) la Corporacién eété
autorizada a emitir dos clases de acciones que deben designarse,
respectivamente, acciones preferenciales Y acciones comunes. 'E|
numero total de acciones que la Corporaci6n esta autorizada a em%tir
. es de mil trescientos millohes (1,300,000,000) de acciones. C‘i'

L7S

millones (100,000,000) de acciones seran designadas accio: \
V. o /W
. preferenciales, por un valor de $0.02 por accion (“Ac o ‘..:%mz’e

Preferencial”). Mil doscientos millones (1,200,000,000) de .;.r"g;‘- é

s

. y /
seran designadas acciones comunes, por un valor o_,v,a;”.f
accion (“Accién Comun”). La accion comun de la @

toda de una misma clase.

SEGUNDO: Que por lo tanto, de acuerdo con Ia resolucién de su Junta Directiva,
la reunién ordinaria de accionistas de dicha corporacién se convoco debid:'?menfe
y se sostuvo al ser anunciada de acuerdo con la seccién 222 de la Ley General de
-Corporacién del Estado de Delaware, en donde el namero necesario de acciones

requerido por los estatutos votaron a favor de la enmienda.




- B o
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TERCERO: Que dicha enmienda se adopté debidamente de acuerdo con lo
previsto en la Seccién 242 de la Ley General de Corporacion del Estado de

Delaware.

CUARTO: Que el capital de dicha corporacion no sera reducido bajo o por razén
de dicha enmienda

EN TESTIMONIO DE LO CUAL, dicha Genentech, Inc. ha causado este
Certificado de Enmienda para que sea firmado por Stephen G. Jueilsgaard, un
Funcionario Autorizado, este 10 de Mayo de 2001,

GENENTECH, INC.

Por: (Firma) |

Nombre: Stephen G. Juelsgaard

Titulo: Vicepresidente, Consejo
y Secretaria General. l
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PATENTEDEINVENCION []] 'MOD;@L.O DE UTILIDAD [ ] Art 33 Decision 486/00
I : : : - B, 4
, Indicacion qu : se solicila una pat@n :

DISENO H\J?US]RIA[ 1]

PATE,NTEJ;JEJN/EN/CIG'N PCT 'Efﬂm:m DL UTILIDAD per ] ATt33 Decision 496/00, Gireul
: 7 ., : = R "‘_—\\ - - | — e,
: '/ndlcamon que se sohcn ta una PCT ‘

Datos de icienurlcacnon del s.ollcncmtol
Pescripcion d Ia invencién 1

o de la persona Qque presenla la solicltud

Dibujos de se sfos. peltlnemes' :

Comprobante de pago de|as [aS(,IS establecidas (De serelc

aso formato de descuento 0)
Completa d

, ~ o !ncomple( D | : ]

ar Unica

Copla de Ia =ol|utud en eop"mol l

al como fue plosenladﬁ mlchlmon e (capftulo des scriplivo,
rei,vindica'tom lesumen) '

Dibujos de s¢r estos pert|n'entc§$ i ,

Comprobantcé de pago de lag ‘ta:Sf:IlS establecid

as (de ser el caso formato de descuento)

Completa | [ ‘ _ lncomple[d \,

.
| 1
: o g j (Art, 119 DeC[SIOH 486/00) :
" Indicacién qué se solicita DlseﬁOﬂﬂdUSUId] ,. ,

Datos de Idert Uﬂcacton del s
Reptesenlac:

uohc;tan te o de Ia persona:que presenta |

a sollcitud
5n gréafica y folog:érlca del Disefo. mduslrlal 0 Mmuestra

del material que incorpora el
dlseno .

Comprobante;dejp'ago.:cle las tasags establecidas

| - Completa ['\J ' ‘ - lnCon?pleta l:f ' . : 3
ESQUEMA DE TRAZADO D 5 i |

——————

Completa rj
R

(Art, 92 Demsmn 486/00)

Indicacion quc. se solicita un esquoma de tl azado

Datos de iden mmclon del SOIIL,I an e o0 de]

a persona que presenta la solicity
Representamdn grafica de un esquema de trazado
Comprobante & de pago de las hsas es tablecidas

A | | Incompleta I\J |
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Doctor(a)

CADENA SARMIENTO JUAN PABLO
Apoderado(a) y/o Representante de
GENENTECH, INC.

REFERENCIA Radicaciéon No. 10 123800 [
Solicitud internacional PCT/\JS2009/036314
Fecha inicio fase nacional 06/10/2010

Tramite 1
Evento _ 378
Actuacion 430

Oficio No. | fw J 4 0\9“1.I

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisién 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla

51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comeircio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante 0 a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decision 486 de la
Comisién de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) dei Tratado de Cooperacion en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le requieré para que dentro del término
de dos meses siguientes a la fecha de notificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente
enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
perdera su prelacion. 1

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e)] del capitulo quinto de! titulo
primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMENZA CESPEDES DE VERGEL
Directora de NuevagCreaciones (c)

£l anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha 2 9 UCL zoln‘

adpal1
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Al contestar favor indigue el nimero de Sede Centro: Carrera 13‘ No. 27-00 Pisos 2, §, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 65613240, Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogoté D.C. - Colombia
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