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Contactenos

De: CAROLINA POLANCO <CPOLANCO@prietocarrizosa.com>

Enviado el: martes, 13 de agosto de 2013 3:44 p. m.

Para: contactenos@sic.gov.co

cC: NATALIA NOSSA; ELISEO FRANCO; PATMARKS (prietocarrizosa); 150442_71833

_MILLENNIUM PHARMACEUTICALS_ INC_ _ COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS_ Correspondencia

Asunto: RE: Radicacion recurso de apelacidon ['WOV-Iimanage.FID280272]

Datos adjuntos: doc20130813153051.pdf

Estimados Sefiores,

Me permito adjuntar nuevamente el anexo del recurso de reposicion enviado en el dia de ayer 12 de
agosto de 2013, el cual no subié por error involuntario al momento de anexar el archivo correspondiente.

Por lo anterior, solicito amablemente se anexe el presente document¢é al expediente No. 10.161.489
correspondiente a la Solicitud de Patente de Invencidon denominada: "COMPUESTOS DE ESTER BORONATO
Y COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS” a nombre de MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,
INC, sdlo en caso de que éste no hubiera cargado correctamente en el dia de ayer.

Un cordial saludo.

Carolina Polanco SUFERN B
Asociada/Associate ENDENCIA DE INDL
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* Aviso de confidencialidad: Este mensaje es para el uso exclusivo de la persona o entidad a la que se encuentra dirigido y puede contener
informacidn privilegiada o confidencial. Si usted ha recibido por error esta comunicacion, sirvase notificarnos de inmediato telefénicamente al
(571).3268600 o via e-mail, borrar de inmediato el mensaje y abstenerse de divulgar Asu contenido. Cualquier opinién, conclusién u otra
informacién contenida en este mensaje, que no esté relacionada con las actividades oficiales de nuestra firma, deberéd considerarse como
nunca proporcionada o aprobada por la firma.
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CC: NATALIA NOSSA; PATMARKS (prietocarrizosa); NATALIA NOSSA; PATMARKS (prietocarrizosa)
Asunto: Radicacion recurso de apelacion

Estimados Sefiores:

Conforme a la Resolucién 42847 del 18 de julio de 2012, me permito adjuntar recurso de reposicion en
forma oportuna, en contra de la Resolucion No. 37571 del 24 de junio de 2013, por medio de la cual se
negé la Solicitud de Patente de Invencion denominada: "COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS” a nombre de MILLENNIUM PHARMACEUTICALS,
INC. Solicito que los presentes documentos sean anexados al expediente 10.161.489.

Un cordial saludo.

Carolina Polanco
Asociada/Associate
prietocarrizosa

Carrera 9 # 74-08, Bogota D.C., Colombia

+ (571) 3268600 (Main) Ext. 1454
www.prietocarrizosa.com
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4 La sostenibilidad del medio ambiente comienza en casa, piense antes de imprimir!

* Aviso de confidencialidad: Este mensaje es para el uso exclusivo de la persona o entidad a la que se encuentra dirigido y puede contener
informacién privilegiada o confidencial. Si usted ha recibido por error esta comunicacion, sirvase notificarnos de inmediato telefénicamente al
(571) 3268600 o via e-mail, borrar de inmediato el mensaje y abstenerse de divulgar Asu contenido. Cualquier opinidn, conclusion u otra
informacion contenida en este mensaje, que no esté relacionada con las actividades oficiales de nuestra firma, deberd considerarse como
nunca proporcionada o aprobada por la firma.

* Confidentiality notice: This message is intended only for the use of the individua! or entity to which it is addressed and may contain
information that is privileged or confidential. If you received this communication in error, please notify us immediately by telephone (571)
3268600 or by e-mail, delete the e-mail and do not disclose its content to any person. Opinions, conclusions and other information in this
message, not related to the official business of our firm, shall not be understood as given or endorsed by it.
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Sefiores

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Direccion de Nuevas Creaciones

E. S. D.

REF. PCT- PATENTE DE INVENCION
Invencién: COMPUESTOS DE ESTER BORONATO Y COMPOSICIONES
FARMACEUTICAS DE LOS MISMOS
Expediente: 10.161.48S
TITULAR: MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC.
Asunto: COMPLEMENTO DE INFORMACION

MAURICIO PATINO BONNET, mayor de edad, con domicilio en la ciudad de
Bogota D.C., identificado como aparéce al pie de mi firma, en mi calidad de
apoderado de la sociedad MILLENNIUM PHARMACEUTICALS, INC., me

permito manifestar lo siguiente:

I. El 12 de agosto de 2013 se presentd recurso de reposicién en contra de
la Resolucion No. 37571. Por un error involuntario al momento de
adjuntar el archivo correspondiente a la respuesta del recurso no se
adjunté la totalidad de la traduccién correspondiente al anexo i)

“Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, et al. “Evaluation of the
Proteasome Inhibitor MLN9708 in Preclinical Models of Human Cancer”.

Cancer Res 2010;70:1970-1980. February 16, 2010".

II. Teniendo en cuenta los hechos anteriores, allego las hojas faltantes de
la traduccion del documento mencionado.

NOTIFICACIONES

Recibiré notificaciones en la secretaria de su Despacho o en la Carrera 9 # 74-
08, Oficina 305, en la ciudad de Bogota D.C.

2132802_1_71833/1
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Cancer Research
Evaluacion del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cancer humano
Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, et al.

Cancer Res 2010;70:1970-1980. Publicado en linea primero. Febrero 16 de 2010.

Version  actualizada: Acceda a la version mas reciente de este articulo en:
d0i:10.1158/0008-5472.CAN-09-2766

Material ~ complementario:  Acceda al  material  suplementaric  mas recjente en:
http://cancerres.aacrjournals.org/content/suppl/2010/02/15/0008-5472.CAN-09-2766.DC1.html

Articulos citados: Este articulo cita $3 articulos, a 28 de los cuales usted puede acceder gratis en:
http://cancerres.aacrjournals.org/content/70/5/1970.full. htm1#ref-|ist-1
Articulos que citan: Este articulo ha sido citado por 17 articulos de HighWire. Acceda a los articulos en

http://cancerres.aacrjournals.org/content/70/5/1970.full.html#related-urls

Alertas de E-mail: Regfistrese para recibir alertas de E-mail gratuitas relacionadas con este articulo o
revista

Reimpresiones y suscripciones: Para ordenar reimpresiones de este articulo o para suscribirse a la revista,
contacte el Departamento de Publicaciones de la AACR a través de pubs@aacr.org,

Permisos: Para solicitar permiso para re utilizar todo o algunas partes de este articulo, contacte el
Departamento de Publicaciones de la AACR a través de permissions@aacr.org.

Terapéutica, metas y biologia quimica.
Evaluacién del inhibidor de proteasoma MLN9708 en Modelos Preclinicos de cincer humano

Erik Kupperman, Edmund C. Lee, Yueying Cao, Bret Bannerman, Michael F itzgerald, Allison Berger, Jie
Yu, Yu Yang, Paul Hales, Frank Bruzzese, Jane Liu, Jonathan Blank, Khristofer Garcia, Christopher Tsu,
Larry Dick, Paul Fleming, Li Yu, Mark Manfredi, Mark Rolfe, y Joe Bolen.

Resumen

La proteasoma fue validada como un blanco de Ja oncologia luego del éxito clinico de VELCADE
(bortezomib) para inyeccién para el tratamiento de mieloma miltiple y linfoma de células de manto
recurrente. En consecuencia, diversos grupos estén detras del desarrollo de inhibidores de proteasoma de
moléculas pequefias adicionales tanto para indicaciones hematoldgicas como de tumores sélidos. En el
presente articulo describimos el MLN9708, un inhibidor de proteasoma selectivo, biodisponible
oralmente, de segunda generacién que se encuentra en la fase I de desarrollo clinico. MLN9708 tiene una
vida media de disociacién de proteasoma mas corta, asi como farmacocinética, farmaco dindmica y
actividad anti tumor mejorada en comparacién con el bortezomib. MLN9708 tiene una mayor distribucion
de volumen de sangre en estado estable, y los analisis de la inhibicién de la proteasoma 208, asi como los
marcadores de la respuesta de proteina desplegada confirmaron que MLN9708 tiene mayores efectos
farmaco dinamicos en los tejidos a comparacion con el borteozomib. MLN9708 mostré actividad tanto en
tumores sdlidos como en modelos de xenoinjertos hematolégicos, y encontramos una correlacién entre
mayores respuestas firmaco dindmicas y actividad anti tumor mejorada. Por otro lado, la actividad anti
tumor fue evidenciada a través de multiples rutas de dosificacién, incluyendo sonda oral. En conjunto,
esta informacién soporta el desarrollo clinico de MLN9708 tanto para indicaciones hematoldgicas y de
tumores sélidos. Cancer Res; 70(5); 1970-80. ©2010 AACR.
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Introduccion:

El sistema ubiquitina-proteasoma procesa la mayoria de las proteinas celulares y es la principal manera en
la que las células regulan la homeostasis de proteinas. Durante la homedstasis de proteinas normal,
proteinas especificas son objeto de destruccion a través de la unién de ubiquitina. Estos sustratos de
proteasoma incluyen proteinas mal plegadas y miembros altamente regulados de cascadas de seiiales
criticas, incluyendo proteinas involucradas en el control del crecimiento, la regulacién del ciclo celulary
apoptosis. La inhibicién de la proteasoma resulta en la estabilizacién y acumulacién de dichos sustratos,
llevando a la activacion de sefiales antiproliferativas, trastornos en el ciclo celular, activacién de caminos
apoptéticos, y en ultimo caso, muerte celular (1,2). Las células malignas de rapido crecimiento, que ya
son deficientes en mecanismos de chequeo del ciclo celular normal, parecen ser altamente susceptibles a
Ja inhibicion de proteasoma (3-6). En consecuencia, la proteasoma se convirtié en un blanco atractivo
para las terapias anticancerigenas. El éxito del inhibidor de proteasoma de la molécula pequefia primera
de su clase VELCADE (bortezomib) para inyeccién (Millennium Pharmaceuticals, Inc.) valid6 la
proteasoma como un blanco terapéutico para el tratamiento de cancer humano (1, 7-12). VELCADE esta
aprobado para el tratamiento de pacientes con mieloma miltiple y linfoma de células de manto
previamente tratada (13-21). Actualmente hay multiples grupos en el proceso de desarrollar inhibidores
de proteasoma de molécula pequefia para varias indicaciones de oncologia. Estos incluyen tanto
inhibidores reversibles, tal como CEP-18770 como inhibidores irreversibles, tal como carfilzomib y NPI-
0052. Tanto CEP-18770 como NPI-0052 son activos oralmente, y todos los tres compuestos han mostrado
actividad anti tumor en modelos preclinicos y actualmente se encuentran en varias fases de desarrollo
clinico (22-30).

La proteasoma 20S consiste de un nicleo multicatalico recubiertos en cada extremo con 195 subunidades
regulatorias. La proteasoma 20S es una estructura compartimentada, en forma de barril que contiene dos
anillos heptaméricos hechos de subunidades a y dos anillos heptamétricos hechos de subunidades B. Los
anillos o realizan funciones de recubrimiento y de compuerta, mientras que tres de las subunidades  (B1,
B2, y BS) contienen las treoninas NH2-terminal responsables de las diferentes actividades proteoliticas de
la proteasoma. Las subunidades B1, B2, y S son referidas como de tipo caspasa, de tipo tripsina, y de tipo
quimiotripsina, respectivamente, porque el sitio de escision preferido de cada subunidad es similar a aquel
de otras proteasas conocidas (2, 31-34).

El bortezomib muestra una inhibicién dependiente del tiempo de la proteasoma 208 uniendo 2 la cadena
de lado de la treonina NH2-terminal de las subunidades cataliticas B. El bortezomib exhibe actividad
inhibidora contra todas las tres subunidades P pero preferenciaimente se une e inhibe las del lado 5 (35).
Aunque el bortezombib ha demostrado eficacia clinica en mieloma maltiple y linfoma de células de
manto, a la fecha no ha demostrado atn una actividad fuerte en indicaciones de tumores solidos, quizas
debido a su inhabilidad de penetrar en los tejidos y alcanzar concentraciones terapéuticamente relevantes
en dichos sitios objetivo. En consecuencia, hay fundamentos sélidos para identificar los inhibidores de
proteasoma que tienen propiedades fisicoquimicas o farmacocinéticas diferentes. En la presente
describimos la informacién bioquimica y farmacoléfica preclinica que soporta el desarrollo de MLN9708.
MLN9708 es un inhibidor de proteasoma de molécula pequefia que estd siendo desarrollado para el
tratamiento de un amplio rango de tumores humanos malignos. MLN9708 fue seleccionado de un amplio
pool de inhibidores de proteasoma que contienen boro con base a un perfil fisicoquimico distinto al
bortezomib. MLN9708 tiene una vida media de disociacién de proteasoma mas corta que el bortezomib,
lo cual creemos que juega un rol importante en la mejoria en la distribucién de tejidos. La comparacién
directa con el borteozomib revelé que MLN9708 tiene un perfil farmacocinético y farmacodinamico
mejorado y muestra una actividad anti tumor superior tanto en tumores sdlidos como en modelos de
xenoinjertos hematolégicos, y muestra actividad anti tumor cuando es administrado a través de miltiples
rutas de dosificacion y regimenes. MLN9708 esté actualmente siendo evaluado en multiples estudios
clinicos de fase 1 tanto para tumores sélidos y hematolégicamente basados.

Materiales y Métodos

Cultivos celulares



Células WSU-DLCL2, OCI-Ly7, A375, H460, HCT-116, HT-29, MDAMB- 231, HEK293, y células
Calu-6 fueron obtenidas de Ia American Type Culture Collection y mantenidas segin las
recomendaciones del proveedor.

Ensayos in vitro

Analisis cinético de inhibicién de proteasoma 20S: El analisis cinético de la inhibicién de proteasoma 203
fue realizado segiin lo descrito previamente por Williamson y sus colegas (36).

Ensayos de indicador basados en células NF-xB-Luc y 4xUb-Luc

Los ensayos de indicador basados en célufas NF-xB-Luc y 4xUb-Luc fueron realizados segiin lo descrito
previamente por Williamson y sus colegas (36).

Proteasoma Glo IC50 y ensayos de inhibidor de lavado basados en células. Las células Calu-6 fueron
cultivadas en MEM conteniendo 10% suero bovino fetal y 1% penicilina/estreptomicina y fueron
sembradas 1 d antes del comienzo del experimento a 10,000 células por cavidad en una placa da
cavidades de 384 cavidades. Para las determinaciones IC50 las células fueron tratadas con
concentraciones variables de bortezomib o de MLN2238 en DMSO (0.5% final, v/v) por 1 ha 37°C. Para
los experimentos de reversibilidad, las células fueron tratadas con bien sea 1 pmol/L bortezomib o
MLN2238 por 30 min a 37°C y luego fueron lavadas tres veces en el medio para remover los compuestos.
Las células fueron incubadas por 4 h adicionales a 37°C luego de lo cual el medio fue removido y
reemplazado con medio fresco. La actividad de proteasoma fue evaluada monitoreando Ja hidrolisis del
sustrato quimiotripsina de tipo quimiotripsina Suc-LLVY - aminoluciferin en presencia de luciferasa
haciendo uso de los reactivos de ensayo Proteasoma-Glo de acuerdo con las instrucciones del fabricante
(Promega Corp.). La luminiscencia fue medida haciendo uso de un instrumento LEADseeker (GE
Healthcare Life Sciences).

Estudios farmacocinéticos

Las muestras de sangre y de tumores fueron recolectadas antes de la dosis y en numerosos puntos de
tiempo luego de la administracién. Cada punto en el tiempo representa el valor promedio de tres animales.
Las concentraciones de MLN2238 o bortezomib en la sangre y en las muestras de plasma fueron
determinadas haciendo uso de un método basado en una espectrometria de masa de un tindem de
cromatografia de un liquido de précticas de laboratorio no-bueno (LC/MS/MS). MLN2238 o el
bortezomib fueron aislados de 50 pL de plasma o de sangre haciendo uso de un procedimiento de
extraccion liguido-liquido. Una muestra (50 pL) fue mezclada con 50 pL de solucién estindar interna, 50
uL de 0.5 mol/L HCl, y 500 uL de éter metil terciario butil. Lo flotante (300 pL) fue luego transferido a
una placa de cavidades de 96 cavidades, evaporado, reconstituido en in 100 pL de acetronilo/ agua (5:95)
con un contenido de 0.1% de acido formico, e inyectado en el sistema LC/MS/MS para analisis. Un
método gradiente de fase de reversién proporcioné apilamiento de muestras y separacion. El analisis
farmacocinético de la informacidn de concentracién de sangre y plasma fue realzado haciendo uso de
WinNonlin versién 5.2 (Pharsight Corp.). Los pardmetros cinéticos fueron estimados haciendo uso de un
modelo sin compartimientos que utiliza un modo de muestreo disperso (modelo 201 para plasma y
sangre). Los valores del area bajo la concentracién versus la curva de tiempo (AUC) y del area bajo el
efecto versus la curva de tiempo (AUE) fueron calculados haciendo uso de la regla trapezoidal lineal.

Estudios farmacodindmicos

Aproximadamente 200 pL de sangre entera fueron recolectados de cada animal y procesados para el
ensayo de inhibicion de proteasoma de sangre 20S. Los tumores subcuténeos (aproximadamente 600- 800
mm3 de tamafio fueron recolectados y divididos en dos o tres partes. Uno fue procesado para el ensayo de
inhibiciéon de proteasoma de tejido 20S uno para analisis de transferencia de Western y otro para
immunohistoquimica.

Procesamiento de tumores para ensayos de proteasoma de tejido 20S



Muestras congeladas fueron pulverizadas en el Tejido CryoPrep (Covaris) y transferidas a tubos de vidrio.
Luego de adicionar 1 mL de solucién reguladora de lisis de tejido frio [SO mmol/L HEPES (pH 8.0), 1
mmol/L DTT], las muestras fueron colocadas en hielo y homogenizadas segiin las instrucciones del
fabricante haciendo uso del Covaris E200.

Procesamiento de tumores para ensayos de transferencia de Western.

Los tumores fueron procesados como se describié previamente en el Covaris E200. La solucién
reguladora de lisis M-PER (Pierce) fue suplementado con lo siguiente: 1x conjunto de coctel de inhibidor
de proteasa (Calbiochem), 2 mmol/L sodio ortovanadato (Sigma), 25 mmol/L fluorido de sodio y 25
mmol/L. B-glicerofosfato. Se adicioné sotucién reguladora frio de lisis (300~ 800 L) a los tumores justo
ante del ultrasonido. Luego del ultrasonido, los flotantes fueron transferidos a tubos nuevos y fueron
determinadas las concentraciones de proteina.

Analisis de transferencia de Western

Lisato tumoral fue cargado en 4% a 12% Bis-Tris gels (Invitrogen). Las proteinas fueron transferidas a
membranas PVDF-FL (Millipore) hacienda uso de un aparato de transferencia semi seco. Luego de la
transferencia y el bloqueo, las membranas fueron incubadas con un anticuerpo primario durante la noche
a 4°C. Las membranas fueron lavadas tres veces con TBSTween 20 (TBST) e incubadas con
inmunoglobulina de cabra anti-conejo G Alexa Fluor etiquetada -680 (Sondas moleculares) durante 1 h.
Las membranas fueron lavadas cinco veces con TBST y una vez con TBS mientras eran protegidas de la
luz. Las membranas fueron secadas y escaneadas con un Sistema de Imagenes Infrarrojas Odyssey (LI-
COR Biosciences). Fueron utilizados los siguientes anticuerpos primarios: anti-tubulina (policlonal de
conejo, dilucién 1:15.000; Abcam) y daiios en el ADN anti-detencién del crecimiento 34(GADD34;
Proteintech Group, Inc.). Un anticuerpo secundario fue utilizado a 1:20,000 para tubulina y a 1:2,000
para GADD34. La cuantificacion de las sefiales de transferencia de Western fue realizada con un software
Oddyssey.

Proteasoma 20S B5 y ensayos de sangre

Los tumores de proteasoma 20S B5 y los ensayos de sangre fueron realizados como se describid
previamente (36-38).

Estudios inmunohistoquimicos

Las secciones tumorales fijadas con formalina, CWR22 incrustados con parafina y los xenoinjertos WSU-
DLCL2 fueron tefiidos con anticuerpos primarios a GADD34, activando el factor de transcripcion 3
(ATF3), y la caspasa-3 escindida (Proteintech Group, Santa Cruz Biotechnology, y Cell Signaling
Technology). Los anticuerpos GADD34 y ATF3 fueron detectados con anticuerpos secundarios
etiquetados con peroxidasa de rabano silvestre (UltraMapa anti-conejo Ventana Medical Systems) e
incubados con el kit de Chromo-Map 3,3'-diaminobenzidine (DAB) (Ventana Medical Systems). El
anticuerpo de caspasa-3 escindido fue detectado con un anticuerpo secundario con etiqueta de Alexa
Fluor 594 (Invitrogen). Las ldminas fueron contrastadas con hematoxilina para ensayos de GADD34 y
ATF3 y 4',4 " ,6-diamino-2-fenilindol para el ensayo de caspasa-3 escindido. Se capturaron imagenes
haciendo uso de un microscopio Eclipse E800 (Nikon Instruments), lente 20x, y una camara digital a
color Retiga EXi (QImaging). Se capturaron cinco campos de vision por muestra, y las imagenes fueron
procesadas haciendo uso de un software MetaMorph (Molecular Devices). Los niveles marcadores
farmaco dindmicos fueron medidos por color umbralizando en el DAB o en la sefial fluorescente y
midiendo el 4rea de la sefial umbralizada. El porcentaje de érea positiva fue calculado normalizando con
el area total del campo de vision.

Cuidado animal

Ratones con CB17 —severa con inmunodeficiencia combinada (SCID) y ratones diabéticos no obesos
(NOD)-SCID fueron alojados y mantenidos en un ambiente controlado y recibieron comida y agua a
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voluntad. Se proporcioné cuidado veterinario a los animales de acuerdo con el Comité Internacional del
milenio de Cuidado y Uso de animales

Estudios de eficacia
Xenoinjertos CWR22

Ratones machos CB17-SCID (Laboratorios Charles River), aproximadamente de 8 a 11 semanas de edad
fueron inoculados por via subcutdnea con fragmentos de tumor CWR22 recientemente disecados (~20
mg) en el flanco dorsal derecho. La media del volumen tumoral (MTV) fue calculada haciendo uso de la
siguiente formula: 0.5 x (largo x ancho2). Cuando la MTV alcanzé aproximadamente 150 a 200 mms3, los
animales fueron aleatorizados en grupos de tratamiento (n = 10 por grupo) antes de la administracién. La
actividad anti tumor fue determinada al final del estudio calculando la proporcién de tratamiento sobre
control (T/C) de sus MTV al final del estudio.

Xenoinjertos WSU-DLCL2

Ratonas hembras CB17-SCID de ~6 semanas de edad fueron inoculadas por via intravenosa con 4 x 106
WSU-DLCL2 células tumorales suspendidas en 0. mL RPMI 1640 en el flanco dorsal derecho. Los
animales fueron aleatorizados, y la MTV y la proporcién T/C fueron calculadas como se describio
previamente.

Xenoinjertos OCI-Ly7-Luc diseminados

Ratonas hembras NOD-SCID de ~9 semanas de edad fueron inoculadas por via intravenosa por la vena
de Ia cola con células tumorales 1.0 x 10s OCI-Ly7. Los ratones fueron aleatorizados en grupos de
tratamiento (n = 10 por grupo) el dia 7 luego de la inoculacién. Para cada sesién de imagenes los animales
recibieron 150 mg/kg de luciferina (Caliper Life Sciences) a través de una inyeccion intraperitoneal. La
vista dorsal y ventral de los animales fueron capturadas en imégenes para determinar el flujo de fotones
total. Las iméagenes fueron capturadas con el sistema de imagenes Xenogen IVIS (Xenogen Corp.), y la
informacién fue recolectada con el software Xenogen Living Image (Living Image 3.0.2.2). La actividad
antitumor fue determinada calculando la proporcién T/C del flujo de fotones promedio al final del
estudio. Las curvas de supervivencia fueron generadas haciendo uso del método Kaplan-Meier.

Analisis estadistico

Los datos de eficacia fueron analizados haciendo uso de un modelo de regresion de efecto mixto lineal.
Las diferencias entre los ratones fueron tratadas como efectos aleatorios, y una estructura de covarianza
simétrica compuesta fue utilizada para modelar la variabilidad entre medidas tumorales repetidas para
cada ratén. Las comparaciones de los tratamientos fueron realizadas tomando curvas ajustadas del modelo
para calcular AAUCs. La importancia de las AAUC fue evaluada hacienda uso de pruebas de
permutacion. Los valores P de <0.05 fueron considerados significativos. Para el estudio OCI-Ly7-Luc,
las diferencias en el flujo total de fotones fueron comparadas haciendo uso de ANOVA de una sola via y
las comparaciones fueron ajustadas con el método Tukey-Kramer. Las curvas de supervivencia generadas
haciendo uso del método Kaplan-Meier fueron comparadas haciendo uso de la prueba log-rank (Mantel-
Cox) y las comparaciones por pares fueron ajustadas con la correccién Bonferroni.

Resultados y discusién

MLN?2238 es un inhibidor de la proteasoma selectivo, potente y reversible. MLN9708 fue identificado en
pantallas para inhibidores de proteasoma de molécula pequefia con un perfil farmacolégico mejorado a
comparacién con el bortezomib (Figl ). En estudios preclinicos, MLN9708 inmediatamente hidrolizé a
MLN2238 (ver datos suplementarios), la forma biolégicamente activa, en la exposicion a soluciones
acuosas o plasma. En estudios en los que una solucion de MLN9708 fue adicionada directamente en una
rata, un perro o plasma humano e inmediatamente extraida y analizada por cromatografia liquida de alto
rendimiento, tnicamente se pudo identificar MLN2238. MLN2238 es un acido borénico dipeptidilo
leucino N-recubierto y preferencialmente unido a e inhibido el sitio de tipo quimiotripsina proteolitico



(B5) de la proteasoma 20S con un valor IC50 de 3.4 nmol/L (Ki de 0.93 nmol/L; Tabla 1). En mayores
concentraciones, también inhibi6 los sitios proteoliticos de tipo caspasa (B1) y de tipo tripsina (§2) (IC50
of 31 and 3,500 nmol/L, respectivamente). Aunque la selectividad y la potencia de MLN2238 fueron
similares a aquellas del bortezomib, la cinética de unién de proteasoma para estas dos moléculas es
diferente. Tanto MLN2238 como el bortezomib mostraron inhibicién de proteasoma reversible
dependiente del tiempo; sin embargo, se determiné que la vida media de disociacion de proteasoma (t1/2)
para MLN2238 era ~6-veces mas répida que aquella del bortezomib (t1/2 de 18 y 110 minutos,
respectivamente).

MLN2238 es un potente inhibidor de la proteasoma en células tumorales. A partir de los resultados
bioquimicos, una serie de experimentos basados en células fueron realizados para confirmar la potente
inhibicion de proteasoma en las células. La inhibicién de la proteasoma resulta en la estabilizacién y
acumulacién de proteinas ubiquitinadas, las cuales han sido objeto de destruccion. Esto lleva a trastornos
en el ciclo celular, la activacién de caminos apoptdticos, y activa la muerte celular (39-43). Estudios
iniciales examinaron los efectos del tratamiento MLN2238 en un substrato de proteasome exdgeno. Las
células MDA-MB-231 que expresan un indicador 4xUb-Luc (36) fueron tratadas con concentraciones en
aumento de MLN2238 y bortezomib. Ambos compuestos inhibieron de manera fuerte la actividad de
proteasoma, lo que resulta en la acumulacién del indicador de luciferasa con valores EC50 similares
(Tabla 1).

El efecto del bortezomib y de MLN2238 sobre la activacion de necrosis tumoral de factor -a (TNF-a)-
inducido del camino NF-xB fue igualmente examinada (44). La inhibicion de la proteasoma previene la
degradacién de IxBa, un inhibidor de NF-kB, resultando en una disminucién de la expresion del gen
impulsado por in NF-xB. Las células HEK293 que expresan de forma estable un indicador de NF-xB-Luc
fueron tratadas con concentraciones en aumento de MLN2238 y bortezomib. Ambos compuestos
inhibieron de manera fuerte la activacién de TNF-o— inducida del camino NF-xB, resultando en valores
EC50 similares (Tabla 1).
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Figura 1. Estructura de MLN9708 A, concentracion de sangre y plasma versus perfil de tiempo de MLN2238 y bortezomib cn ratones CB -
178CID siguiende una n aguda por via intravenosa (100 pL por ratén) a 17 o 0.8 mg/kg, respectivamente. B, concentraci6n de
sangre y plasma versus perfil de txempo siguiendo una administracién aguda oral de MLN2238 en ratones CB17 ~ SCID a 11 mg/kg (100 pL por
rat6n). C, concentracién de plasma versus perfil de tiempo siguiendo una inistracién aguda por via intravenosa (200 pL por rata) de
MLN2238 vy bortezomib en ratas desnudas a 0.3, 0.2 y 0.2 mg/kg, respectivamente. D, barras, SD. N=3 para todos los puntos excepto 0.5 h




después de Ja dosis en plasma para MLN2238 por via intravenosa, 1 h después de la dosis en plasma para bortezomib por via intravenosay 0.5 y
8 horas despuss de la dosis en sangre para MLN2238 por via oral (PO), en donde n=2.

El efecto de MLN2238 o el bortezomib sobre la actividad de 85 fue determinada in situ haciendo uso de
la evaluacion Proteasoma-Glo basada en células. Los valores IC50 determinados por este ensayo luego de
una hora de tratamiento con MLN2238 o bortezomib se encontraron en el rango nanomolar bajo y
comparable con aquellos calculados con proteasoma 208 purificada. La recuperacién de la actividad de
proteasoma fue determinada llevando a cabo experimentos de lavado con MLN2238 o bortezomib. Las
células fueron tratadas con el medicamento por 4 horas, {uego de las cuales el medicamento fue removido
y la actividad de proteasoma fue evaluada. La actividad de proteasoma en las células tratadas con
MLN2238 se recuperd al 69% de las células de control, mientras que en las células tratadas con
bortezomib se recuperd tan solo al 20% (Tabla 1). La diferencia en la recuperacién de la actividad de
proteasoma entre MLN2238 y el bortezomib es consistente con las diferencias observadas en la
proteasoma t1/2 entre las dos moléculas.

Los estudios de viabilidad celular fueron llevados a cabo en una variedad de lineas celulares de
mamiferos para comparar los efectos antiproliferativos in vitro de MLN2238 con el bortezomib. Los
estudios llevados a cabo con células A375 (pulmén), H460 (pulmén), HCT-116 (colon), y HT-29 (colon)
revelaron valores LDsosimilares para los dos compuestos, los cuales oscilaron entre 4 a 58 nmol/L (Tabla

1).

Tabla 1. Resumen de parametros de enzimologia, farmacocinética y farmaco dinamica de MLN2238 y

bortezomib

Ensayos bioquimicos
B5 Ki (nmol/L)

B5 ICsp (nmol/L)

B2 ICsp (nmol/L)

B1 ICs, (nmol/L)

BS disociacién de media vida (min)

Ensayos basados en células

MDA-MB-231 4xUb-Luc ECsp(nmol/L)

Emax (veces de estimulacion)

HEK293 NF-xB-Luc ECs (nmol/L)

Enax (% inhibicién maxima)

Calu-6 Proteasome-Glo 1Cso (nmol/L)
Calu-6 Proteasoma-Glo (% actividad),* t=4h,

sin lavado

MLN2238

0.93 (0.64-1.4,n=13)
34(2.8-4.1,n=3)
3,500

31

18 (6.8-30, n =3)

525 (330-840,n = 4)
265 (160370, n = 4)
55(33-91,n="7)

993 (99.0-99.6,n = 7)
9.7(n="7)

7.1 3.6-10.6,n=5)

Calu-6 Proteasoma-Glo (% actividad),* t=4h,

Bortezomib

0.55 (0.34-0.89, n = 3)

2.4 (2.0-2.9, n = 45)
1,200

24 (14.5-40, n=12)
110 (71-150, n=3)

310 (230400, n = 29)
370 (330410, n = 29)
33 (2740, n = 23)

99.6 (99.3-100, n = 23)
48 (n=12)

3.45(2.04.9,n=5)

lavado 69 (66-71,n=15) 20(18-23,n=5)
A375 ATPlite LDs, (nmol/L) 20 6.5
H460 ATPlite LDsy (nmol/L) 58 13
HCT-116 ATPlite LDsp (nmol/L.) 19 4
HT-29 ATPlite LDs, (nmol/L) 52 7
Parametros farmacocinéticos
Agente Dosis y ruta Matriz =~ Cpax(ng7mL9  AUC; 4 (h-ng/mL) Vd F%
(L/kg)
MLN2238 14 mg/kg i.v Plasma 17,000 8.090
14 mg/kg i.v Sangre  10.500 9.660 202
11 mg/kg oral Plasma 1.630 1.810 27.8
11 mg/kg oral Sangre  1.710 6.310 59.5
Bortezomib 0.8 mg/kgi.v. Plasma 321 485
0.8 mg/kg i.v. Sangre 548 4422 43
Parametros farmaco dindmicos
MLN2238 14 mg/kgiv  Sangre 83.1+ 718+
14 mg/kgiv  Tumor (CWR22) 69.1 1120 1.56
14 mgkgiv  Tumor (WSU-DLCL2) 77.0 1460 2.03
Bortezomib 0.8 mg/kgi.v. Sangre 88.3 1170
0.8 mg/kgiv. Tumor (CWR22) 44.8 804 - 0.69

it



0.8 mg/kgi.v. Tumor(WSU-DLCL2) 27.6 306 0.26

NOTA: Los resultados son reportados como media (95% intervalo de confianza, niimero de experimentos)
Abreviaciones: K;, constante de disociacién de inhibicién; E., maximo efecto; F%, biodisponibilidad
oral; t = tiempo; AUCy2 n, AUC desde 0 a 24 h; Cpax, concentracion maxima; Vd, volumen de
distribucion; 1%, porcentaje de inhibicién.

* Después de la exposicién a 1 pmol/L o 1 pmol/L de bortezomib por 30 min.

+Para MLLN2238, sangre E,,... = 81.3 % a 85.0% (n=2) y AUEq4= 554 2 882 (n=2)

+Para bortezomib sangre Ep. = 86.8% a2 89.8% (n =2) y AUEq 545, = 1,140 2 1,200 (n = 2).

En conjunto, estos estudios in vitro muestran que MLN2238 es un potente inhibidor del sitio 5 de la
proteasoma 20S y que MLN2238se disocié mas ripidamente de la proteasoma que el bortezomib, en
consistencia con una recuperacion més rapida de la actividad de proteasoma observada en el ensayo de
Proteasome-Glo. Dadas las altas concentraciones de proteasoma encontradas en los RBCs, esgrimimos la
hipétesis de que la divisién de RBC podria servir como un disipador de medicamento para el bortezomib
y limitar su distribucién por fuera del compartimiento sanguineo. La proteasoma més pequefia tin de
MLN2238 deberia permitir una distribucién del medicamento en los tejidos. Para abordar este aspecto de
forma directa, una serie de estudios farmacocinéticos, farmacodiniamicos y de eficiencia con MLN2238 y
bortezomib fueron realizados en diferentes modelos de xenoinjertos.

Farmacocinética de MLN2238 y bortezomib

Para determinar el perfil farmacocinético de MLN2238 y el bortezomib, se les administr6 a los ratones
una dosis tnica de MLN2238 a 14 mg/kg por via intravenosa y 11 mg/kg oralmente o bortezomib a 0.8
mg/kg por via intravenosa. Estas dosis representan la dosis maxima tolerada (MTD) para cada
medicamento para la via de administracién especificada. Las exposiciones fueron determinadas midiendo
la concentracién de medicamento sanguinea y de plasma en varios puntos en tiempo luego de la dosis
inicial (Tabla 1). La curva de concentracién versus tiempo de MLN2238 administrado por via intravenosa
mostré un perfil biexponencial diferente con una fase de distribucion inicial empinada y una terminal
larga tin (>24 horas ; Fig. 1B). Debido a la extensa division de RCB, la distribuci6n de tejidos de cuerpo
entero es reflejada de manera mas precisa en la distribucién de volumen de sangre en estado estable (Vds
») mas que en la distribucién de volumen de plasma en estado estable (Vds, ). MLN2238 mostré un mayor
Vds, s (20.2 L/kg) a comparacién con el bortezomib (4.3 L/kg), proporcionando solida evidencia de que
MLN2238 se mueve mas facilmente del compartimiento sanguineo al compartimiento del tejido.
MLN2238 igualmente mostré una biodisponibilidad moderada (Tabla I; Fig. 1C). Para determinar el
perfil farmacocinético de MLN2238 y el bortezomib en segundas especies, se les administré a ratas
Sprague-Dawiey una dosis intravenosa {inica de MLN2238 a bien sea 0.3 o 0.2 mg/kg o bortezomib a 0.2
mg/kg. Ambas dosis de MLN2238 proporcionaron una exposicién de plasma mayor (dosis AUCosn
de704 y1,070 h-ng/mL para 0.2 y 0.3 mg/kg, respectivamente) a comparacién con el bortezomib (AUCos
»of 206 h-ng/mL), confirmando que MLN2238 tiene una exposicién de plasma mejorada a comparacion
con el bortezomib en los roedores (Fig. 1D).

MLN2238 induce una mayor respuesta farmacodinamica que el bortezomib en tumores xenoinjertos.

Para una evaluacién adicional de la actividad de MLN2238 in vivo, una serie de estudios farmaco
dinamicos fueron desarrollados en ratones CB17-SCID usando prostata humana (CWR22). La respuesta
farmaco dinamica fue evaluada por medio de la medicién de (a) el grado de inhibicién de proteasoma
20S y (b) los niveles de expresion de la proteina GADD34.

La inhibicién de la proteasoma 20S en sangre y tumores fue generada por MLN2238 y bortezomib desde
ambos CWR22 y xeno implantes WSA-DLCL2 (Fig.2) la AUE fue calculada desde 0 hasta 24 horas
(AUEq24y) tanto para sangre como para tumor (Tabla 1) estas AUEs representa la suma del efecto
farmaco dindmico sobre un periodo definido de tiempo en un compartimiento de tejido particular.
Calculando Ia tasa AUE de tumor y sangre proporcionando una reflexién funcional de la distribucion y
del efecto farmaco dindmico perdurable del medicamento en diferentes compartimientos de tejido. El
nivel maximo de inhibicién de proteasoma en sangre (Eq.s) seguido de una dosis aguda intravenosa bien



sea de MLN2238 (83.1%) o bortezomib (88.3%) fue cercanamente idéntica (Tablal) Sin embargo, la
duracién del efecto difiere entre la dos moléculas, teniendo con bortezomib una respuesta mas sostenida
y, por lo tanto, un AUE mayor en sangre que MLN2238 (Fig. 2B y D) en contraste con la sangre,
MLN2238 mostré una tanto una mayor y méxima y sostenida inhibicién de proteasoma de tumor
comparada con bortezomib en ambos modelos de xenoimplante (Tabla 1; Fig 2° y C) la tasa de sangre y
tumor para MLN2238 en CWR22s y WSU-DLCL2s fue 1.56 y 2.03, respectivamente, comparada con
0.69 y 0.29 para bortexomib (Tabla 1). Consistente con los perfiles farmacocinéticos descritos para estas
dos moléculas (es decir, MLN2238 tiene un mayor Vdg, p), estos resultados mostraron que MLN2238
tuvo un mayor efecto farmacodinamico en tumor comparado con sangre, mientras que lo contrario fue
cierto para bortezomib. Consistente con el tumor mejorado Enax en ratones tratados MLN2238, estos
datos confirman que MLN2238 tuvo un mayor efecto farmacodinidmico general que e} bortezomib tal y
como fue evaluado por la inhibicién de 20S.
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Figura 2. Inhibicién de la proteasoma versus perfil de tiempo de MLN2238 (14 mg/kg; A y C) y bortezomib (0.8 mg/kg; B y D) siguiendo una
administracién aguda por via intravenosa en CWR22 ( A y BY y WSU-DLCL2 (C y D) ratones que llevan tumores. La respuesta farmaco
dinamica en sangre y tumores fue determinada por medio de la medicion de Ja inhibicién de la enzima BS de la proteasoma “0S en sangre y
tumores en diferentes puntos de tiempo. y

Fueron evaluados marcadores adicionales de framacodinamica para estudiar el efecto descendiente de la
inhibicién de la proteasoma. Una de las consecuencias de la inhibicion de la proteasoma es la
acumnulacién de las proteinas asociadas con el estrés de la via de tension de reticulum endoplasmico (ER)
y de la via de respuesta de proteinas desdobladas (UPR) (11, 45-50). Una de estas proteinas es GADD34,
un gen de tensién inducible que también es sobre regulado en respuesta a dafios en el ADN, hipoxia, ¥
agotamiento de energia (51). Los anilisis de Western blot fueron realizados en tumores aislados a partir
de ratones CWR22 y WSU-DLCL2que llevaban xenoimplantes tanto con MLN2238 como con
bortezomib (Fig 3). El incremento de la expresion de GADD34 fue visto en tumoreé CWR22 xeno
implantados siguiente tratamiento de MLN2238 o bortezomib, mientras que una respuesta{ aun mayor fue
vista siguiendo el tratamiento MLN2238 (Fig 3A). De manera similar, el tratamiento con bortezomib solo
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Fiura 3.1la farmaco dina en tumores fue determinada por medio de la medida de losﬁiivel&s de la proteina GADD?34 en diferentes
puntos de tiempo por medio de western bolt y cuantificada con un Sistema de iméagenes Infrarojo Odyssey. A y B, respuesta normalizada de
GADD34 versus perfil de tiempo se muestran como factor de cambio del vehiculo de control siguiendo una administracion aguda por via
intravenosa de MLN2238 a 10 mg/kg y bortezomib a 0.8 mg/kg en ratones que llevan tumores CWR22 (A) y WSU — DLCL2 (B). Las columnas,
media de tres tumores por grupo, excepto el grupo de vehiculo CWR22 con cuatro tumores y ¢l grupo de vehiculo WSU — CLDL2 con 5 tumores;
las barras, SD. La coloracion inmunohistogimica (C y D) para GADD34 en tumores xenoimplantados CWR22 8h siguiendo una dosis aguda
intravenosa de cualquiera de los vehiculos (C) 0 MLN2238 a 14 mg/kg (D).

llevé a un menor incremento en los niveles de GADD34 en tumores xeno implantados WSU.DLCLZ2, en
donde MLN238 induce fuertemente si expresidn (Fig 3B). Para confirmar estos resultados y para tener un
mejor entendimiento de la magnitud de la respuesta a través de células individuales dentro del tumor, se
desarroll6 una coloracién inmunohistoquimica usando en anticuerpo anti-GADD34 (Proteintech). Una
coloracién fuerte GADD34, reflejando un incremento en los niveles de proteina GADD34, fue vista a
través de la mayoria de las células del tumor en xenoimplantes CRW22 8 horas después de una dosis
intravenonsa tnica de MLN2238 a 14mg/kg (Fig. 3D) comparada con una muy baja coloracion en los
xenoimplantes CRW22 tratados con vehiculos (Fig. 3C). Aproximadamente un incremento de 5 veces el
nimero total de células positivas de GADD34 fueron vistas 8 y 24 horas después del tratamiento con
MLN2238 en comparaci6n con el vehiculo de los tumores de control tratados (Fig. suplementaria S1). En
los tumores xenoimplantados WSU-DLCL2, el tratamiento con bortezomib lleva solo a un menor
incremento en los niveles de GADD34 medidos por western blot, en donde MLLN2238 induce fuertemente
su expresion (Fig. 3B). De manera adicional, examinando los niveles de ATF3, otro gen sobre regulado
durante la tensién ER y la activacién UPR (48, 52, 53) revel6 un patron similar, con un mayor niimero de
celular con coloracién positivamente para ATF3 siguiendo un tratamiento de tumores xenoimplantados
WSU.DLCL2 con MLN2238 en comparacién con bortezomib (Fig. suplementaria S2). Estos resultados
confirman que la mejor exposicién de los tumores vista con MLN2238 trasladada dentro de una
farmacodinamica mejorada del tumor responde tanto al nivel como de manera descendiente desde la
proteasoma.
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Figura 4. Actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib en ratones que Nevan tumores CWR22 (n =10). A. los animales fueron dosificados por
via intravenosa dos veces a la semana (BIW) con un vehiculo (5% HPBCD) bortezomib (0.4 y 00.8 mg/kg en salina 0.9%), y MLN2238 (7y 14
mg/kg en 5% HPPCD). B. los animales fueron dosificados por via intravenosa dos veces a la semana con un vehiculo, dos veces a al semana por
via intravenosa con MLN2238 (14 mg/kg), o por via oral dos veces a la semana con MLN2238 (11 mg/kg). Los puntos, volumen promedio del
tumor en cada grupo de tratamiento; barras, SE. Valores T/C y P fueron calculados tal y como s¢ describe en Materiales y Métodos. Un valor P
<0.05 fue considerado como significativo.

MLN2238 muestra una actividad anti tumor en el modelo de xenocimplante CWR22.

Para confirmar que la respuesta farmaco dinamica vista en los xenoimplantes CWR22 se podria trasladar
dentro de la actividad anti tumor, una serie de experimentos de eficacia fueron llevados a cabo
comparando MLN2238 con bortezomib.

* Los efectos antitumor de MLN2238 dosificado a 14mg/kg de manera intravenosa o 7 mg/kg de manera
intravenosa fueron comparados con bortezomib dosificado a 0.8 mg/kg de manera intravenoso o 0.4
mg/kg de manera intravenosa en un régimen de dos veces a la semana (Fig 4A). La dosis mas alta tanto
para MLN2238 como para bortezomib mostraron una actividad anti tumor similar en este modelo (T/C =
0.36 y 0.44 respectivamente). Sin embargo, MLN2238 (7 mg/kg) mostré mayor eficacia a una dosis de
0.5 MTD en comparacién con una dosis de 0.5 MTD de bortezomib (0.4 mghkg: T/C = 0.4 en
comparacion con T/C = 0.79 respectivamente; Fig. 4A).

MLN2238 tiene una biodisponibilidad moderada (Tabla 1) en la Fig 4B, nosotros mostramos que la dosis
oral de MLN2238 resulté en una actividad anti tumor en el modelo xenoimplante CWR22 (T/C = 0.37) .
Tomado en conjunto, estos resultados muestran que el modelo de préstata humana es sensible a la
inhibicién de proteasoma. Adicionalmente, una comparacién directa entre MLN2238 y bortezomib reveld
una actividad anti tumor similar cuando es dosificada a sus respectivos MTD; sin embargo, cuando ambos
compuestos fueron dosificados a sus respectivos 0.5 MTD, MLN2238 mostré una actividad mejorada por

sobre bortezomib (Fig 4A).
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como regimenes de dosificacién continuo de MLN2238 mostraron una fuerte actividad anti tumor (T/C =
0.44 y 0.29 for 14 mg/kg por via intravenosa y mg/kg por via subcuténea, respectivamente) y generaron
una respuesta apopoptica mayor en tejidos de tumor tal y como fue medido por los niveles de caspasa-3
escindidos (Fig. suplementaria S3).

Figura 5. La actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib en dos modelos de linfoma xenoimplantado. Cada grupo de tratamiento consistié en
10 ratones. A. la actividad anti tumor en xenoimplantes WSU — DLCD2. Los animales fueron dosificados con un vehiculo (5% HPBCD por via
intravenosa dos veces a la semana) bortezomib (0.8 mg/kg dos veces a la semana o 0.4 mg7kg por via subcutanea QD) o MLN2238 (14 mg/kg
por via intravenosa dos veces a la semana o 4 mg/kg por via subcutanca QD) por tres semanas consecutivas. B, la actividad anti tumor en el
modelos de linfoma diseminado OCI-Ly7-Luc. Los animales fueron dosificados con un vehiculo (0.5% Solutol + 1% DMSO por via subcuténea
QD) bortezomib (0.4 mg/kg en salina 0.9% por via subcutanea QD), bortczomib (1.0 mg/kg en salina 0.9% por via intravenosa QW) o MLIN2238
(4 mg7kg en 0.5 Solutol + 1% DMSO via subcutinea QD) por 3 consecutivas Los Puntos, volumen promedio de los tumores; barras, SE
La valores T/C y P fueron calculados tal y como fue descrito en Materiales y Métodos. Un valor P de <0.05 fue considerado como significativo.
C, perfil de supervivencia Kaplan-Meier.

La actividad anti tumor de MLN2238 y bortezomib fue evaluada en un modelo diseminado de linfoma.
La capacidad de los dos medicamentos para reducir la carga tomoral y mejorar la supervivencia general
fue evaluada en este modelo de linfoma sistémico. Ratones NOD-SCID fueron inoculados con células
OCI-Ly7-Luc expresando un gen de reporte de luciferasa. Escaneos bioluminiscentes, obtenidos por
medio de formacién de imagenes cuantitativas Xenogen, permiti6 el seguimiento del crecimiento del
tumor en animales vivos a través de] tiempo. La més fuerte respuesta anti tumor fue vista siguiendo el
tratamiento con MLN2238 a 4.0 mg/kg por via subcutdnea QD (T/C = 0.20; Fig 5B). Este régimen de
dosificacién también prolongé de manera significativa la supervivencia general en este modelo en
comparacién con los vehiculos de control tratados (la supervivencia media fue de 54 dias versus 33 dias,
P = 0.05; Fig. 5C). Una respuesta anti tumor mucho més débil fue vista siguiendo el tratamiento con
bortezomib a 0.4 mg/kg por via subcutinea QD o 1.0 mg/kg por via intravenosa una vez a la semana
(T/C = 0.86 y 0.76 respectivamente). Este régimen de dosificacién de bortezomib tampoco prolongé de
manera significativa la supervivencia (la supervivencia media fue de 33 y 43 dias respectivamente; P >
0.99 para ambos; Fig. 5C).

En resumen, hemos identificado una segunda generacién de pequefias moléculas inhibidores de la
proteasoma. Estas tienen unas propiedades fisico quimicas diferentes en comparacion con el bortezomib,
incluyendo una disociacién mas corta de la proteasoma t), la cual nosotros creemos que juega un rol
critico en la capacidad de esta molécula para distribuir dentro de los tejidos. Una farmacocinética y
tolerabilidad mejoradas permiten que esta molécula sea administrada en dosis mas altas, resultando en
una mayor exposicién de la sangre y el plasma. De manera consistente con estos hallazgos, hemos
encontrado una mayor respuesta formaco dinamica en miltiples modelos de xenoimplantes tratados con
MLN2238 n comparacién con bortezomib, particularmente en tumores, soportando nuestra hipétesis de
que MLN2238 tiene unas caracteristicas de distribucién mejoradas. La biodisponibilidad superior también
permite a esta molécula ser dosificada por via oral, en donde bortezxomib est4 restringido regimenes de
dosificacién intravenoso y subcutineo para alcanzar niveles de exposicién aceptables. Los datos
generados tanto de los estudios de eficacia subcutinea como de xenoimplantes diseminados muestran que
MLN2238 tiene una mayor actividad anti tumor cuando es administrado bien sea por regimenes de
dosificacién continuos o intermitentes y mejora la supervivencia general en comparacion con el
bortezomib. Tomados en conjunto, estos datos soportan el desarrolio clinico de MLN9708, tanto para
indicacion de tumores s6lidos como hematoldgicos. '
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Correccién: Evaluacion del Inhibidor de la Proteasoma MLN9708 en modelos Preclinicos de cancer
humano

En este articulo (Cancer Res 2010;70:1970-80),, ¢l cual fue publicado en la edicion del 1 de marzo de
2010 de Cancer Research (1), Paul Hales (Millennium Pharmaceuticals, Inc., Cambridge, Massachusetts)
debi6 haber sido incluido como el noveno autor. El articulo en linea ha sido cambiado para reflejar esta
correccién y ya no coincide con la versién impresa.
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