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® SOLICITUD DE:
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[ capttuio 1. X capituio 1.
@ Nombre: F. HOFFMANN-LA ROCHE AG IDENTIFICACI N
Direccidn: Grenzacherstrasse 124, CH-
SOLICITANTE 4070 Baslen, Suiza. cc. O nwNt [
(1) Necionalidad o Domicilio: Basilea, Sulza ce [0 ow []
Lugar de Constitucién: Suiza.
Cual
Teléfono: 3284270 Fax: 6069701 ua
E-mall: ]Ilwoﬂoradmmacho.m Namero
Nombre: ALICIA LLOREDA RICAURTE
® cc. B nm (O
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REPRESENTANTE |Bogots, Colombia
O APODERADO
Teléfono: 3264270  Fax: 6068701 Cual __
Nimero 39.880.713 TP 53.215
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0) Nombre: HIGGINS, Brian, KOLINSKY, Kenneth. 7.
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ANEXOS \

E Comprobante de pago de la tasa de presentacion de Ia solicitud.
Documento que acredita la existencia y representacion legsl cuando el solicitante sea persona juridica.
[X] Documento de Representacion Legal.

[:] Documento de cesion de Ios Inventores

I_—_| Declaraclones
D Copia de Ia salicitud intemnacional. {Resumen, descripclon, neivindicaciones, dibujos)
E Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaclones, dibujos)

[<] Copia del reporte preliminar intemacional sobre patentabilidad.
Traduccion del reports preliminar intemacional sobre patentabilidad.

[[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

D De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos tradiclonales
de las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12X12. .{

De ser ol caso, informacion sobre ofras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
misma titular o su causante, relaclonados parcial o totaimante con la invencidn de asta solicitud.,

[} De ser sl caso, modificaciones efactuadas a la solicltud internacional.

IZI Otros: Reporte de blsqueda intemnaclonal con su traducgidn, publicacién con su traduccion, capltulo
reivindicatorio originalmente presentado en fase intemecional con su traduccién y anexo explicativo de
meodificaciones a las reivindicaciones.
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NEX

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

respecto de la solicitud en él contenida.

g&\u NMoy—

LLOREDA RICAURTE
T.P. No. 53.215
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“TRADUCCION OFICIAL No.
de un documento escrito en Inglés, e! cual para su identificacién se sella con el sello
de la traductora, lo mismo que la presente.-

Traduccién de la apostila en inglés que se encuentra a continuacion de la
legalizacidn de las firmas de los sefiores Klausner y Strebel, representantes legales
de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en un documento de Poder, escrito en
espafiol e inglés, conferidc a ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO TAMAYO yio
IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioma inglés por el
notario Peter Kuster, bajo el No. 2004/20, el 17-08-2004, en Basilea, Suiza.

AUTENTICACION OFICIAL .,
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961) :2 =
1. Pals: Suiza H T
Este documento plblico “:.-‘
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster -3
3. Actuando en calidad de notario plblico )
4. Llova el sello del mencionado notario
Certificado
5. en Basel (Basilea) . 6. el 18 de agosto 2004
7. por la Cancilleria de Estado del Cant6n de Basel-Stadt- - . .. .
8. bajo ol No 8835/13376 ST
9. Sello 10. Firma 3
Cancilleria de Estado Fdo.: firma ilegible :
de la ciudad de Basel (Basilea) Ruedi Eggs_ .-t

£S TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de ;a eual 8o deja copla en. los archivos de
estas oficinas para su confrontacién. > ..".._t' A

Bogoté, 2 de septiembre 2004
! \l\xuwau\gg
a MercedesUn .

]000]’ 2005 ! - _ Traductora Juramentada
¥ L N8 Resolucion 10607/81 Minjusticia
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\'\.-.-\L@abaju ‘firmados, F.HOFFMANN-LAR CHE AG,

(+]

una saciedad organizeda y existente de conformidad
con las leyes de Suiza.

con domicilio en 4070 Basllea, Sulza

nombramos por ol presante a ALICIA LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO yio IGNACIO SANTAMARIA
ylo ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 60., nuestros representantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiclales o
extrajudiciales, con e fin de dar cumplimianto al
parigrafo 10. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

Los doctores ALICIA LLOREDA ylo GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA y/o ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualqulera de ellos
designe, quedan especiaimente facultados para
representamos ante las autoridades colombianas,
adminlstrativas, judiclales o de policla, en todos los
trdmites relativos a la propiedad Industrial, a cuyo
efecto les faculiamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; elevar solicitudes, declaraciones, reclamos,
recursos Yy presentar desistimientos; formular
descripciones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
Instaurar cancelaclones, renunciar flolal o
parciaimente a los registros, abonar fodos los
Impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por 1a ley; recibir todos los documentos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisilos y tomar, en fin, todas
las medidas que creyeren conducentss &l resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facuitados para tomar Intervencién como
demandanies ¢ demandados ente los jusces gue
sean competenies, pudlendo transar, someter a

arbitros, deslistir, percibir y apelar, con todas las - .
demés facultades que resulten necesarias, y por el* .
presente declaramos desde ahora vélido y bueno’ -

cuanto dichos representantes y/o los apoderados que-
cuzlquiera de ellos nombre hicleren en nuestro
beneficio.

Asimismo, facultemos a los doclores ALICIA
LLOREDA y/lo GUSTAVO TAMAYO yfo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solictar en la Oficina de Propiedad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquier
poder que cualquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado y frmado

S

The undersigned, FH FFMANN-LA ROCHE AG, a

corporation organized and existing under the laws of
Switzerland,

domiciled et 4070 Basel, Switzeriand

hereby appdint, ALICIA LLOREDA andior
GUSTAVQ TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with offices In seld town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Floor, our true and legal representatives in Bogota,
with power 1o receive notifications and to appoint
judiclal or extrajudicial agents, so as to comply with
paragreph 1o. of article 543 of decree 410 of 1871.

Doctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAVO
TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appoinled, are especlally empowered to
ropresent us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombla, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
autho:ize them to toke before the said authorities all
the necessary steps for the said end; to file petitions,
declaretions, claims, recourses and withdrawals, to
draw up specifications; to file amendments, to limit
the scope of applications, file oppositions; file
cancellations total or partially walve registrations, to
pay all Instaliments and effect all other paymenis
prescribed by law; to recelve proper receipis, to
comply with all other requirements and, in short, to
lake all those measures which they may deem fii for
the protaction of our interests; and in case of
opposiltion, where the proceedings be passed over to
the courts, wae authorize sald agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent judges, with full powers to make
arangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with alf such further
powers as may be required, and we heraby declare
from now on as valid and good all that said
rdpresentatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

&

Wae alzo authorize doctors ALICIA LLOREDA
andlor GUSTAVO TAMAYO andior IGNACIO

SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to epply
for protocolization of this document and of any power
of attomey by any one of them conferred In our name,
before the Office of Industrial Property.

Mandatory

n.. .'l ‘SI_J‘_‘\
Denise Strebe

CwANA 'A-_'_ .
N v
2 JuAN MANUEL BUTERQ LIEDINA §
NOTARIG
20y ;
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+ eRTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)

g‘fl::.;‘ -

de 2007, comparecid

Ll J..?r'

a cons que anteﬂor documento,
y qu m juramentado daclard y dijo que
éest pcdu /o Nda tarjo
de F. OF MNN-LA ROCHE AG, la compafila

nombraja e iel documento que antscede, una
socleda ente orpanizada y existenie
conformo Ias 1[',‘« de Sulza, domiciiada en la
cludad Basl Sulza, legaimente constitulda
para un duraclén que ain no ha
terminado, q aje su objeto soclal; conforme a

las leyes de Su\ga; qud,el declarants esta autorizado
por diche Compala pad conferlr este poder; que al
sello estampado poX él al pI de tal poder, an nombre
yen represeniaclon dyla a afesada Compafila, es el
sallo oficial de ella; y e ol pwato para el cual se
conflere este instrumenip esta) pomprendldo dentro
del de la sociedad. “

El suscriio Notario ha '¥sto hs Estatutos de
Incorporacion ﬁrmados en Suirg, cid gad de Basllea,

con fecha 14.3uni) 149)- \ee ica que de
conformldad con la leg!slac:én Pals, la
anterior declaracién  juramen prueba

suficiente de que los hechos sobre qu glld\mrsa son
clertos o verdadercs, de lo cualdafe. '\ '\

5“‘-"’ ® qulen conozco y

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Switzerland
Basel {ss

On this 17th day of August , 2004
personally Fr:l.dalin Klausner and Denise Strebel -

to me kogin: Snipe citizens and Swiss regidents,

fo me known,
signed the foregoing Instrument, who being by me
duly swon did depose and say that he is the Holder of
Procuration/Mandatory of F.HOFFMANN-LA
ROCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of
.+ . the Switzerland, domiciled at the City of Basel,
" legally constituted for a period of tenure not yet
explred, which exercises s corporale purposes
according to the laws of Switzeriand; thal the
deponent s’ authorized by sald Company fo confer
this power of attomey; that the seal! affixed hereunto
by the deponent In the name and on behalf of sald
Corporation Is the corporate seal thereof; and that the
purpcse for which this Instrument is granted is
Included within the corporate purposes of the
Company.
The undersigned Notary Public has sesn the articies
of Incorporation of said Corporation executed at
Sulza, ciudad de Basel, under date of 19th day of
June 1997 , and hereby certifies that under
the laws of sald Country the faregoing
acknowledgment Is sufficlent proof that the facts
thereln contained are frue, which he attests.

W4
Notary Public {Notario Piblico). ‘\\‘\ Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
\\\\ M- . two thousand and four)
\ )'
! Q17,7
bt

Wt Dr. Peter Kuster

\Y.oa Lz_p_%t_, \ Advokat und Notar

. Petarskirchplatz 12

. . Postiach

*2 1-,,. ~ ‘g CH-4001 Basel
Allg. Frot— -5/ Ne. 2
— 1o P d
&7—“ 7
l’,
- "
—
e -~
‘__i"" [ 4
'-
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5. in Rusel (5330} . on

. 5 signed bY covinnnennnnns

OFTICiAL MUITIENTICATION
(Hagne Corventio, e Ouieles 5, 1961)

. Couniry: Swotes-"a 3 Sehweiz £ hnissc)

This ailicial documnent

Certified

- 18, Aug. 200¢

. by the Stale Chaseery of (he Canton of Hasei-Stadt ...

133 Jrs 22C




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. R N DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solictud: (51) Int.CL. ABT 317513
N Fectadesciomd: 77128 (71)Solcitante{s)  F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
(30)Priordad  (31) No.Priorided 32) Feche  (33) Peis
B0/576,541 030604 us
(72) Invectorfes)  HIGGINS, Brian y KOLINSKY, Kennsth
(74) Apodersdc:  ALICIA LLOREDA RICAURTE
(85)  Fechalimilainiclo fase nacional:  03-01-07 (87) Publicacién intemacional
(85)  Defos relativos a la presentacidn de la solickud PCT Feche: 15-12-05
Fecha de prosentacidn de la solciud:  27-05-05 N° publicacion: WO 200517887 A1

No. de soliciiud PC7/EP2005/003733

(54) Tiulo:  TRATAMIENTO CON GEMCGITABINA Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

Resumen - Reivindicacidn({es):
Relvindieacién nimero 1.-

Una composicion farmacéutica, en particular para su utllizaclén en el tratamiento del cancer, que

contiene un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, con un transportador farmacéuticamente

aceplable.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
SUPERINTENDENCIA
PATENTEDE INVENCION ___ PCT (X MODELO DE UTILIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL _
(21) N" de solicitud: {22) Fecha de solicitud: 27-12-06
/51) Ciastficacién Intermacional : AB1K 31/513
(71) Solicitante(s)

[(72) Inventor{es):  HIGGINS, Brian y KOLINSKY, Kenneth

(74) Apoderado:  ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Priorided 32} Fecha (33) Pals
60/576,541 03/06/04 us
(85) Fecha kmite inicio fase nacional: 03-01-07 (87) Publicacidn intemacional
(86) Datos relativos a la presentacidn de la sollcitud PCT Fecha: 15-12-05
Fecha de presantacion de la solicitud: 27-05-05 N° publicacién: WO 2005/117887 A1
No. de solicitud PCT/EP2005005735
(54) Titulo:

TRATAMIENTO CON GEMCITABINA Y UN INHIBIDOR DEL EGFR




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
@ Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPEWINTENOENCIA  PATENTEDEINVENCION ___ PCTIX MODELODE UTIIDAD ___ DISERO INDUSTRIAL __
21) N* de solchud: (22) Fecha de solcitud: 27-12-06
(51) Clasificacitn Intemacional: AB1K 31/513
(71) Solicitanta(s) :
F. HOFFMANN-LA ROCHE AG
{72) Inventorfes): HIGGINS, Brien y KOLINSKY, Kenneth
(74) Apoderado: _ ALICIA LLOREDA RICAURTE FIGURA CARACTERISTICA
(30) Priovided @1) No.Priorided (32)  Fechs (33) Pals Sx 6 om
60/576,541 0a0EA4 us

(85) Fecha limie Inido fase nacional: 03-01-07 (87) Publicacion Intemacional
(86) Detos relativos a la presentacion de la sollc. °CT | Focha: 15-12-05

Fecha de presentacion de la soficilud: 27-05-05 No. Publicacion: WO 2005H17887 Af

No. de solictud PCT/EF2005/005735
(54) Tiulo:

TRATAMIENTO CON GEMCITABINA Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

(57) Resumen:

Relyindicacién nimero 1.-

Una composicién farmacéutica, en particular para su utilizacién en el tratamiento del céncer, que contiana un

inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, con un transportador farmacéuticamente aceptable.
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intenacional No.
PCT/EP2005/005735

A. CLASIFICACION DE MATERIA

AG1P35/00

8. CAMPOS BUSCADOS

IPC7 AGIK3L/51) AGIK31/517 AGIK31/5377 AGIK3L/519 AG1K31/4706

Scgun la Clasificacidn de Fatentm Internacional (CP1) o scgin la clasificacidn naclonal y Ia CPI

IPC7 ASIK A6IP

Documentacién minime buscada (sisiema de chasificacidn seguido de simbolos de clasificacion)

Documentacidn buscada fuera de documentacidn eninima hasia donde dichcs docurnentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos electrdnica consultads dursnte la bisqueda internacional (nombre de ia base de datos y, donde sea prictico, buscar términos usados)
EPO-Interno, Dato WP1, PAJ, BIOSIS, EMBASE, Dato CHEM ABS, SCISEARCH

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoris *

Citacidn de documento, con indicacién, donde ses apropiado, de los textos relevantes

Relevante a I reivindicacion No. |

PROC AM SOC CLIN ONCOL
vol. 21, no. Abs2115, 2002, XP009053760
el documento completo

inscripcién Septiembre 18, 2002,

DailyDrugNews.com
XP001207335

o

X RATAIN ET AL.: “Ensayo Fase I de erlotinib (OSI- 1-36
774) en combinacién con gemcitabina (G) y cisplatino
(P) en pacientes con tumores sélidos avanzados™

X Ensayo Fase IIl de Tarceva en CPNM completa la 1-36

E En el recuadra C se enumeran més documentos.

E En ¢l anexo se snumeran micmbros de la familis de patentes.

® Categoriss especinles de documnentos citados:

A" documento que define el estudo general de Ia téenica el cusl no se
cansiders de relevancia particular

'E' documentn antexior paro publicado en 0 despuéa de In fecha de
presentacidn intemaciona)

'L’ documnento que puede arrojar dudas sobre reivindicaciones de
prioridad o que se cita pars establecer In fecha de publicacién de ot
citecidn u otra raxin cspecial (scgin se especifica)

Q' documento que s refiere a una revelacion orl, uso, exhibicion u
otros medios

‘" documento publicado mtes de la fecha de presentacidn internacional
pero despuds de I fecha de prioridad reivindicada

‘T documento posterior publicado después de s fecha de presentucidn
imternacional o fecha de priorided y que no esth en conflicto con I
soliciud pero citado pera entender el principio o tecria que sustenta
In invencidn

‘X" documento de relevancia particular; In invenciém relvindicada no
puede considerarss nueva o no pusde considerarse que comprende
un paao inventivo cuando el documents s toms solo

7Y documento de relevancia panticular; fa invencidn reivindicada no
puede considerarse que comprende un pasy inventivo cuando el
documento s combina con uno o mis documentos, siendo dicha
cambinacidn obvia pars una persana experts en Ia técnica

‘%’ documento miembro de la misma familia de patentes

Fecha de In terminacién real de la bilsqueda intemacional

Fecha de envio por comreo del reporte de biisqueds internacional

Tel. No. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo l,

FaxNo. _ (+31-70) 340-3016

15 de Septiembre de 2005 05/10722005

Nombre y direccidn de corren de ISA Funciemario sutorizado
European Patent Office, P.B. 5818 Patentlaan 2
NL-2280 HV Rijswijk Homich, E

Fenma PCT ISA 210 {sgunds hoja) (Enern 2004)

16



REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

[ Solicitud Intemacional No.
PCT/EP2005/005735

C. (Continuacidn) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Citacifn de documento, con indicacién, donde sea apropiado, de 1os textos relevames Relevanto s Is reivindicacion No.

X

KRAWCZYK PAWEL ET AL: “Agentes terapéutices Anti-
HER en ¢l tratamiento de cdncer pulmonar no microcitico™
ANNALES UNIVERSITATIS MARIAE
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Este reporte de bnisqueda internacionsl no ha sido establecido respecto a ciertas reivindicaciones bajo el Articulo
17(Z)e) por las siguientes mzones:

1. [X] Reivindicaciones Nos.:

porque se relacionan con un asunto que no es necesario que esta Autoridad busque, a saber:
Aunque las reivindicaciones 25-28 y 36 estin dirigidas a un método de tratamiento del cuerpo
humano/animal, la bisqueda ha sido llevada a cabo y basada en los efectos alegados del
compuesto/composicién.

2. [ Reivindicaciones Nos.:
porque se relacionan con partes de la solicitud intemacional que no cumplen con los requisitos
prescritos hasta tal grado que no se puede llevar a cabo una bisqueda internacional significativa,
especificamente:

3. [ Reivindicaciones No.:

porque son reivindicaciones dependientes y no estin diseiiadas de acuerdo con In segunda y tercera
oracién de la Regla 6.4(a).

Casllla I1I Observaciones donde falta unidad de Invenclén (Continuaclién del Item 3 de la primers hojs)

Esta Autoridad de Bisqueda Intemacionsal encontré invenciones milltiples en esta solicitud internacional, as!:

1. D Puesio que todos los derechas de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de biisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables.

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

i D Puesto que sélo algunos de los derechos de bixqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de bisqueda internacional cubre (inicamente aquellas reivindicaciones para
1as cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:

4 D El solicitante no pagd oportunamente los derechos de bisqueda adicionales requeridos. Por
comsiguiente, este informe de bisqueda internaciona) se restringe a la primera invencién mencionada
en las reivindicaciones; estd cubierto por las reivindicaciones Nos.:

Comentario sobre Protests || Los derechos de bisqueda adicionales estuvieron acompafiados por la
protesta del solicitante.

D El pago de los derechos de biisqueda adicionales no estuvo acompafiado por
una protesta.
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ages 777-784 XP002334312
ISSN: 0732-183X .
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Reivindicaciones

1. Una composicién farmacéutica, en particular para su
utilizacién en el tratamiento del céncer, gque contiene un
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina,
con un transportador farmacéuticamente aceptable.

2. Una composicién farmacéutica de la reivindicacién
1, en la que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
es erlotinib.

3. La composicifn farmacéutica de la reivindicacién 2,
en la que erlotinib estd presente en forma de una sal de
hidrocloruro.

4. La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que ademis comprende uno o mée
agentes antineoplésicos diferentes.

5. Un método de fabricacién de un medicamento destina-
do al tratamiento de tumores o metdstasis tumorales, que se
caracteriza por utilizar un inhibidor de la actividad qui-
nasa del EGFR y gemcitabina.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el me-
dicamento est& destinado al tratamiento del céncer.

7. El método de la reivindicacién 5 o 6, en el que el
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y la gemcitabina
ge encuentran dentro de la miema formulacién.

8. El método de la reivindicaci6m 5 o 6, en el que el
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y la gemcitabina
se encuentran dentro de formulaciones diferentes.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a

8, en el gque el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
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y la gemcitabina estdn destinados a ser administrados al
paciente por la miema via.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 9, en el que el inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR y la gemcitabina estdn destinados a ser administrados
al paciente por vias diferentes.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 10, en el que se utiliza el inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR erlotinib.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 11, en el que erlotinib estd destinado a ser administrado
al paciente por via parenteral u oral.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 12, en el que gemcitabina est destinada a ser adminis-
trada al paciente por via parenteral.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 13, que contiene de forma adicional uno o mi&s agentes an-
tineoplésicos diferentes.

15. Bl método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 14, en el que los agentes antineopldsicos diferentes son
seleccionados de entre: un agente alquilante, ciclofosfami-
da, clorambucil, cisplatino, busulfano, melfalano, carmus-
tina, estreptozotocina, trietilenomelamina, mitomicina C,
un antimetabelito, metotrexato, etop6sido, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, 5-fluorouracilo,
capecitabina, dacarbazina, un antibiético, actinomicina D,
doxorubicina, daunorubicina, bleomicina, mitramicina, un

alcaloide, vinblastina, paclitaxel, un glucocorticoide, de-
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xametasona, un corticosteroide, prednisona, un inhibidor
enzimidtico de nucleSsidos, hidroxiurea, una enzima reducto-
ra de aminodcidos, asparaginasa, leucovorina y un derivado
del &cido félico.

16. Un método de preparaci6n de una composicién farma-
céutica para el tratamiento de tumores o metdstasis tumora-
les en un paciente, que comprende la combinacién de gemci-
tabina con un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacién 16, en
el que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR es er-
lotinib.

18. El método de la reivindicacién 17, que también
comprende la combinacién de un transportador farmacéutica-
mente aceptable con la gemcitabina y erlotinib.

19. Un equipo que comprende un envase que contiene ge-
mcitabina y un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR.

20. El equipo de la reivindicacién 19, que ademds con-
tiene un diluyente estéril.

21. El equipo de la reivindicacién 19, en el que el
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR es erlotinib.

22. El equipo de cualquiera de las reivindicaciones 19
a 21, que ademds contiene un documento anexo con instruc-
ciones impresas de informacién indicando el uso de un tra-
tamiento combinado de gemcitabina y erlotinib a un paciente
como método para el tratamiento de tumores, metéstasis tu-
morales u otros célnceres en un paciente.

23. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1,

que ademis contiene uno o mis agentes antineoplésicos dife-
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rentes.

24. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién
23, en la que dichos agentes antineopl&sicos diferentes son
miembros seleccionados del grupo formado por: f&rmacos al-
quilantes, antimetabolitos, inhibidores de los microtibu-
los, podofilotoxinas, antibiféticos, nitrosoureas, trata-
mientos hormonales, inhibidoree de quinasas, activadores de
la apoptosis de células tumorales y agentes antiangiogéni-
cos.

25. Un método para el tratamiento del céncer, que com-
prende la administracién a un sujeto que necesite dicho
tratamiento de (i) una primera cantidad efectiva de un
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda
cantidad efectiva de gemcitabina.

26. Un método para el tratamiento del céancer, que com-
prende la administraci6én a un sujeto que necesite dicho
tratamiento de (i) una primera cantidad subterapéutica de
un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR o de una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda
cantidad subterapéutica de gemcitabina.

27. Un método para el tratamiento del céncer de acuer-
do con la reivindicacién 25 o 26, en la que el inhibidor de
la actividad quinasa del EGFR ee erlotinib.

28. El método de la reivindicacién 5, en el que los
tumores o las metéstasis tumorales a tratar son tumores co-
lorrectales o met&stasis tumorailes.

29. Una composicién farmacéutica, en particular desti-
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nada al tratamiento del c&ncer, que contiene (i) una prime-
ra cantidad efectiva de un inhibidor de la actividad quina-
sa del EGFR o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo; y (ii) una segunda cantidad efectiva de gemcitabina.

30. Una composiciébn farmacéutica, en particular desti-
nada al tratamiento del céncer, que contiene (i) una prime-
ra cantidad subterapéutica de un inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo; y (ii) una segunda cantidad subterapéutica de
gemcitabina.

31. Una composicién farmacéutica de acuerde con 1la
reivindicacién 29 o 30, en la que el inhibidor de la acti-
vidad quinasa del EGFR es erlotinib.

32. Un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y
gemcitabina para su uso comc medicamentos, en particular
para su utilizacién en el tratamiento del céncer.

33. Erlotinib y gemcitabina para su uso como medica-
mentos, en particular para su utilizacién en el tratamiento
del céncer.

34, La utilizacién de un inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR y gemcitabina para la fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de tumores o de metés-

tasis tumorales.

35. La utilizacién de acuerdo con la reivindicacién
34, en la que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
es erlotinib.

36. Los compuestos, los procesos, las composiciones
farmacéuticas, los métodos y los usos novedosos tal como

aqul se han descrito.

Al
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WHAT IS CLAIMED 1S:

1. A pharmaceutical composition, in particular for use in cancer, comprising an EGFR
kinase inhibitor and gemcitabine, in a pharmaceutically acceptable carrier.

2. A pharmaceutical composition of claim 1, wherein the EGFR kinase inhibitor is
erlotinib.

3. The pharmaceutical composition of claim 2, wkerein ﬂ:e' erlotinib in the composition is
present as a hydrochloride salt.

4. The pharmaceutical composition of any one of claims 1 to 3, additionally comprising
one or more other anti-cancer agents.

5. A method for manufacturing a medicament intended for treating tumors or tumor
metastases, characterized in that an EGFR kinase inhibitor and gemcitabine are used.

6. The method of claim 5, wherein the medicament is intended fior cancer.

7. The method of claim 5 or 6, wherein the EGFR kinase inhibitor and gemcitabine are
confained in the same formulation.

8. The method of claim 5 or 6, wherein the EGFR kinase inhibitor and gemcitabine are
contained in different formulations.

9. The method of any one of claims 5 to 8, wherein the EGFR kinase inhibitor and
gemcitabine are intended for administration to the paticat by the same route.

10. The method of any one of claims 5 to 9, wherein the EGFR kinase inhibitor and
gemcitabine are intended for administration to the patient by different routes.

11. The method of any one of claims 5 to 10, wherein the EGFR kinase inhibitor edotinib
is used.

12. The method of any one of cleims 5 to 11, wherein erlotinib is intended for
administration to the patient by parenteral or oral administration.

13. The method of any one of claims 5 to 12, wherein gemcitabine is intended for
administration to the patient by parenteral administration.

20
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14. The method of any one of claims 5 to 13, additionally comprising one or more other
anti-cancer agents. '

15. The method of any one of claims 5 to 14, wherein the other anti-cancer agents are
selected from an alkylating agent, cyclophosphamide, chlorambucil, cisplatin, busulfan,
melphalan, carmustine, streptozotocin, triethylenemelamine, mitomycin C, an anti-
metsbolite, methotrexate, etoposide, §-mercaptopurine, 6-thiocguanine, cytarabine, 5-
fluorouracil, capecitabine, dacarbazine, an antibiotic, actinomycin D, doxorubicin,
daunorubicin, blecomycin, mithramycin, an alkaloid, vinblastine, paclitaxel, a
glucocorticoid, dexamethasone, a corticosteroid, prednisone, a nucleoside enzyme
inhibitors, hydroxyurea, an amino acid depleting enzyme, agparaginase, leucovorin, and 2
folic acid derivative. )

16. A method of preparing a pharmaceutical composition useful for treating tumors or
tumor metastases in a patient, comprising combining gemcitabine with an EGFR kinage
inhibitor.

17. A method according to claim 16, wherein the EGFR kinase inhibitor is erlotinib.

18. The method of claim 17, further comprising combining a phurmaocutlcally
acceptable carrier with the gemcitabine and erlotinib,

19. A kit cormprising a container comprising gemcitabine and an BGFR kinase inhibitor.
20. The kit of claim 19, further comprising a sterile diluent.
21, The kit of claim 19, wherein the EGFR kinase inhibitor is erlotinib.

22, The kit of any one of claims 19 to 21, further comprising a package insert comprisirig™ -
printed instructions directing the use of & combined treatment of gemcitabine and

erlotinib to a patient as a method for treating tumors, tumor metastases or other cancers

in a patient.

23. The composition according to elaim 1, additionally comprising one or more other
anti-cancer agents.

24. A composition in accordance with claim 23, wherein said other anti-cancer agent is a
member selected from the group consisting of alkylating drugs, antimetabolites,
microtubule inbibitors, podophyllotoxins, antibiotics, nitrosoureas, hormone therapies,
kinase inhibitors, activators of tumor cell apoptosis, and antiangiogenic ageats.
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25. A method for the treatment of cancer, comprising administering to a subject in need
of such treatment (i) an effective first amount of an EGFR kinase inhibitor, ora

pharmaceutically acceptable salt thereof; and (ii) an effective second amount of
gemcitabine,

26. A method for the treatment of cancer, comprising administering to a subject in need
of such treatment (i) a sub-therapeutic first amount of an EGFR kinase inhibitor, or a
pharmaceutically acceptable salt thereof; and (ii) 2 sub-therapeutic second amount of
gemcitabine.

27. A method for the treatment of cancer according to claim 25 or 26, wherein the EGFR
kinase inhibitor is erlotinib.

28. The method of claim 5, wherein the tumnors or tumor metastases to be treated are
colorectal tumors or tumor metastases.

29, A pharmaceutical composition, in particular for use in cancer, compriging (i) an
effective first amount of an EGFR kinase inhibitor, or a pharmacentically acceptable salt
thereof; and (ii) an effective second amount of gemcitabine.

30. A pharmaccutical composition, in particular for use in cancer, comprising (i) a sub-
therapeutic first amount of an EGFR kinage inhibitor, or a pharmaceutically acceptable
salt thereof; and (ii) a sub-therapeutic second amount of gemcitabins,

31. A pbarmaceutical composition according ta claim 29 or 30, wherein the EGFR kinase
inhibitor is erlotinib.

32, An EGFR kinase inhibitor and gemoitabine for usé as medicament, in particular for
use in cancer.

33. Erlotinib and gemcitabine for use as medicament, in particular for use in cancer.

34. Use of an BEGFR kinase inhibitor and gemcitabine for the manufacture of a
medicament for treating tumors or tumor metastases,

35. Use according to claim 34, wherein the EGFR kinase inhibitor is erlotinib.,

36. The novel compounds, processes, pharmaceutical compositions, methods and uses as
described herein.

¥
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formularé ninguna opinién con respecto a la aplicabilidad industrial de estas reivindicaciones
(Articulo 34(4)(a)(I) del PCT).

2. Referencias:

D1:

D2

D3;

D5
Dé6:

D7:

28

RATAIN Y COLS.: “Ensayo fase I de erlotinib (OSI-774) en combinacién con gemcitabina
(G) y dsplatino (P) en pacientes con tumores s6lidos avanzados” PROC AM SOC CLIN
ONCOL, vol. 21, no. Abs2115, 2002.

ensayo fase [II de Tarceva en CPNM! completa la inscripcién. [Septiembre 18, 2002).
DailyDrugNews.com

KRAWCZYK PAWEL Y COLS.: “Agentes terapéuticos anti-HER en el tratamiento de cincer
pulmonar no microcftico”. ANNALES UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-SKLODOWSKA.
SECCION D: MEDICINA. 2003, vol. 58, no. 1, 2003, paginas 113-117, ISSN: 0066-2240
HIGGINS BRIAN Y COLS.: “Actividad antitumoral de erlotinib {OSI-774, Tarceva), solo o
en combinacifén, en modelos de xenoinjerto de cincer pulmonar no microcftico humano”.
ANTI-CANCER DRUGS, vol. 15, no. 5, Junio, 2004 (2004-06), paginas 503-512, ISSN: 0959-
4973.

WO 01/34574 A

GIACCONE Y COLS.: “Gefitinib en combinacién con gemcitabina y cisplatino en céincer
pulmonar no microcftico avanzado: Un ensayo fase III-INTACTO 1" JOURNAL OF
CLINICAL ONCOLOGY, GRUNE AND STRATTON, NEW YORK, NY, US, vol. 22, no. 5,
Marzo 1, 2004 (2004-03-01), pdginas 777-784, ISSN: 0732,183X

HAMMOND L A: “EVALUACION FARMACOCINETICA DE GEFITINIB AL SER
ADMINISTRADO CON QUIMIOTERAPIA” CLINICAL LUNG CANCER, CANCER
INFORMATION GROUP, DALLAS, TX, US, vol. 5, no. SUPPL 1, Septiembre, 2003 (2003-
09), paginas 518-520, ISSN: 1525-7304

WO 02/45653 A

WO 02/39121 A

Forma PCT/Hoja scparada/409 (Hoja 1) (EPO-Enero 2004)

! Cancer Pulmonar No Microcitico (NSCLC por sus siglas en Inglés).
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3.1

3.2

3.3

D10: WO 2004/014386 A

D11: SRIDHAR SS'Y COLS.: “Inhibidores de los receptores del factor de crecimiento epidérmico:
una revisién de la investigacion clfnica enfocada en el cfincer pulmonar no microcftico”
LANCET ONCOLOGY, LANCET PUBLISHING GROUP, LONDRES, GB, vol 4, no. 7,
Julio, 2003 (2003-07), paginas 397-406, ISSN: 1470-2045

D12: GATZEMEIER Y COLS.: “Resultados de un ensayo fase III de erlotinib (OSI-774) en
combinacién con quimioterapia de cisplatino y gemcitabina en cdncer pulmonar no
microcitico avanzado” PROC AM SOC CLIN ONCOL, vol. 23:617, no. Abs7010, Junio, 2004
(2004-06)

D13: BURGOS FUSTER L M Y COLS.: “Ensayos clinicos selectos de erlotinib (OSI-774) en céincer
pulmonar no microcftico con énfasis en los resultados de la fase III" CLINICAL LUNG
CANCER 2004 ESTADOS UNIDOS, vol. 6, no. SUPPL. 1, 2004, péginas S24-529, ISSN: 1525-
7304

Novedad (Art. 33(2) del PCT)

D1 revela un ensayo de fase I de erlotinib en combinacién con cisplatino y gemcitabina, y que se
planeaba un ensayo fase III.
D1 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 5, 6, 8, 10-15, 19-22, 25-27 y 32-36.

Basicamente las mismas reivindicaciones son anticipadas por lo revelado en D2:
D2 estf relacionado con un ensayo fase III de erlotinib en combinacién con cisplatino y
gemcitabina en céincer de pulmén no microcftico (CPNM)

D3 revela que: “en ensayos fase II, en pacientes de CPNM, se observa un efecto aditivo de Tarceva
en combinacién con... gemcitabina”. Adicionalmente, se reporta que: “el ensayo clfnico fase III de
Tarceva en pacientes con CPNM, mostré que su supervivencia se prolonga y que la medicacién
actia en conjunto con otros agentes quimioterapéuticos como cisplatino y gemcitabina”.

D4 involucra estudios acerca del efecto de la combinacién de erlotinib con gemcitabina en un
modelo de xenoinjerto de un tumor de CPNM humano en ratones (FH460a, A549)

Forma PCT/Hoja sepamda /409 (Hoja 2) (EPO-Enero 2004)
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34

3.5

3.6

37

a8

D3 y D4 son perjudiciales para la novedad de las reivindicaciones 5, 6, 8, 10-13, 19-22, 25-27 y 32-
36.

D5 se relaciona con erlotinib. Erlotinib es 1til en el tratamiento de céncer colorrectal (ver por
ejemplo, pagina 43, linea 15; reivindicaciones 14-16). Erlotinib puede combinarse con gemcitabina
(pégina. 43, linea. 13). Erlotinib es usado en “terapias de combinacién, por ejemplo en CPNM
(Ib/V), como wuna terapia de primera Ifnea, con carboplatino/paclitaxel o
gemcitabina/cisplatino, en CPNM (IlIb/V)....” (pagina 43, lineas 1-3). Las composiciones
farmacéuticas pueden ser adaptadas para administracién oral o parenteral.

D5 destruye la novedad de las reivindicaciones 5, 6, 11, 12, 14, 15, 19-22, 25-27 y 32-36.

D6 reporta un ensayo fase III de gefitinib en combinaci6n con gemcitabina y cisplatino en CPNM
avanzado. Adicionalmente, D6 se refiere a un ensayo que involucra erlotinib en combinacion con
gemcitabina y cisplatino.

D6 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 5, 6, 9-15, 19-22, 25-27 y 32-36.

D7 reporta un ensayo que estudia la combinacién de gefitinib con cisplatino/gemcitabina en
pacientes con diferentes tumores sdlidos, entre otros CPNM.
D7 destruye la novedad de las reivindicaciones 5, 6, 8, 10, 13-15, 19, 20, 25, 26, 32, 34 y 36.

D8 revela la combinacién de IMC-C225 con gemcitabina (mds radiacién) en la terapia del céncer.
La combinacién es probada en animales. El documento también esté relacionado con tumores en
colon.

D8 es perjudicial para la novedad de las reivindicaciones 5, 6, 8, 10, 13, 19, 20, 25, 26, 28,32, 34 y
26.

Bésicamente, las mismas reivindicaciones son anticipadas por D9:
D9 revela experimentos in vivo e in vitro que evalan el efecto de la combinacién de PKI166 y
gemcitabina en tumores y metdstasis.

D10 revela composiciones que comprenden cantidades sinérgicas de CI-1033 y gemcitabina.
La actividad anticancerfgena de la quimioterapia de combinacién con CI-1033 y gemcitabina, es
mostrada en el ejemplo 1.

Forma PCT/Hoja separada/409 (Hoja 3) (EPO-Enero 2004)
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D10 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1, 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 19, 20, 25, 26, 29, 30,
32,24y 3.

39 D11 revisa la evidencia (pre-) clinica de anticuerpos monoclonales o inhibidores de la tirosina
quinasa. Se hace referencia, por ejemplo, a combinaciones de cetuximab con gemcitabina y
carboplatino, trastuzumab con cisplatino/gemcitabina, gefitinib con cisplatino/gemcitabina o
erlotinib con cisplatino/ gemcitabina.

D11 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 5, 6, 11-15, 19-22, 25-27 y 32-36.

1 Nivel Inventivo (Art. 33(3) del PCT)
La materia objeto de las retvindicaciones 2-4, 7, 17, 18, 23, 24 y 31 parece ser novedosa.

La materia objeto de las reivindicaciones 2 6 3 estA relacionada con una composicién farmacéutica que
comprende erlotinib o su sal clorhidrato y gemcitabina, en un portador farmacéuticamente aceptable. La
reivindicaci6n 4 se relaciona con la posterior adicién de otro agente anticancerigeno.

La combinacién de inhibidores de la actividad quinasa del EGFR, por ejemplo, erlotinib, con
gemcitabina, atn con agentes anticancerfgenos adicionales, ya es conocida en la terapia del cincer (ver
D1-D11). Sin embargo, en el arte previo no estd explicitamente establecido que los componentes estén
comprendidos en una composicién.

Hacer una composicién a partir de componentes para los cuales ya es conocida la administracion
combinada, no puede ser considerado inventivo (reivindicaciones 2-4).

Por la misma razén, la materia objeto de las reivindicaciones 7, 17, 18, 23, 24 v 31 no es considerada
inventiva.

5.  Aplicabilidad Industrial (Art. 33(4) del PCT)

51 Loe requisitos de la aplicabilidad industrial, son cumplidos por la materia objeto de las
reivindicaciones 1-24 y 29-35.

Forma PCT/Hoja separada /409 (Hoja 4) (EPO-Encro 2004)
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52  Para la evaluacién respecto a la aplicabilidad industrial de las actuales reivindicaciones 25-28 y 36

no existe un criterio unificado en los estados contratantes del PCT. La patentabilidad puede
depender de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO, por ejemplo, no reconoce como
industrialmente aplicable la materia objeto de reivindicaciones para el uso de un compuesto en
tratamiento médico. Sin embargo, puede permitir reivindicaciones para el primer uso en
tratamiento médico de un compuesto conocido, y el uso de dicho compuesto para la fabricacién
de un medicamento para un nuevo tratamiento médico.

SECCION VI

6.

6.1

6.2

Los siguientes documentos D12 y D13 fueron publicados entre la fecha de prioridad y la fecha de
presentacion de la presente solicitud.

Asumiendo que la prioridad de la presente solicitud ha sido reclamada de manera vilida, D12 6
D13 no son considerados arte previo (R. 33.1 y 64.1 del PCT).

D12 presenta los resultados de un ensayo fase Il de erlotinib combinado con cisplatino y
gemcitabina en pacientes con CPNM.

D13 también reporta los resultados de ensayos fase III de erlotinib en combinacién con cisplatino
y gemcitabina.

Porma PCT/Hoja separada /409 (Hoja 5} (EPO-Enero 2004)
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Box No.| Baais of the report

1. With regard to the language, this report is based on the intemational application in the language in which it was
filed, unless otherwise indicated under this item.

0 This report is based on translations from the original language into the following language ,
which is the language of a translation fumnished for the purposes of:
O international search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the Intemnational application (under Rule 12.4)
O intemational preliminary examination {under Rules 55.2 andbr 55.3)

2. With regard to the elementa* of the international application, this report Is based on (replacement sheets which
have been fumished o the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to in this
report as "originally fled" and are not annexed lo this report).

Description, Pagas

1-44 as originally Rled
Claims, Numbere
1-38 as originally flled

Drawings, Sheets
18 as originally filed

O asequence listing andbr any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. O The amendments have resulted in the cancellation of:

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs
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O any table{s) related to sequence listing (specify).

4. [0 This report has been established as if (some of) the amendments annexed to this report and listed below
had not been made, since they have been considered to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the
Supplemental Box (Rule 70.2(c)).
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O the claims, Nos.

O the drawings, shestsfigs
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O any table(s) related to sequence listing (spacify).
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Box No. Il Non-establishment of opinion with regard to nom. inventive step and Industrial
applicability

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

O
&

(|

the entire intemational application,
claims Nos. 25-28,36 (with regard to industrial appilcability)
because:

the said Intemational application, or the said claims Nos. 25-28,38 (with ragard to industrial applicability)
relate to the following subject matter which doas not require an intemational preliminary examination

(specify):
see ssparate shest

the description, ¢laims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. are so unclear
that no meaningful opinion could be formed (specify).

the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported by the deacription that no meaningful opinion
could be formed.

no international search report has been established for the said claims Nos.

the nucleotide and/or amino acid sequence listing does not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that:

the written form O has not been fumnished
[0 does not comply with the standard
the computer readable form  [1  has not been fumished
O does not comply with the standard
the tables related to the nucleotide andbor amino acid sequence listing, if In computer readable form only, do
not comply with the technical requirements provided for In Annex C-bis of the Administrative Instructions.

See saparate sheet for further detalls

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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Box No.V Reaaoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial
applicabliity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N} Yes: Claims 2-4,7,17,18, 23, 24, 31
No: Claims 1,5,8,8-16,19-22,25-30,32-36
Invantive step (IS) Yes: Claims
No: Claims 1-36
Industrial applicability (1A) Yes: Claims 1-24,29-35
No: Claims

2. Citations and axplanations {Rule 70.7):
see aeparate sheet

Box No. VI Certmin doacuments cited

1. Certain published documents (Rule 70.10)
and /or

2. Non-written disclosures (Rule 70.9)
800 separate sheet

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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SECTION lll

1. Claims 25-28 and 36 relate to subject-matter considered by this Authority to be
covered by the provisions of Rule 67.1{iv) PCT. Consequently, no opinion will be
formulated with respect to the industrial applicability of the subject-matter of these
claims (Article 34(4)(a)(l) PCT).

2. References:

D1:

DS:

RATAIN ET AL.: "Phase | trial of erlotinib (OSI-774) in combination with
gemcitabine (G) and cisplatin (P) in patients with advanced solid tumours."
PROC AM SOC CLIN ONCOL, vol. 21, no. Abs2115, 2002.

Phase Ill Tarceva trial in NSCLC completes enroliment. [September 18, 2002].
DailyDrugNews.com

KRAWCZYK PAWEL ET AL: "Anti-HER therapeutic agents in the treatment of
non-small-cell lung cancer." ANNALES UNIVERSITATIS MARIAE CURIE-
SKLODOWSKA. SECTIO D: MEDICINA. 2003, vol. 58, no. 1, 2003, pages 113-
117, ISSN: 0066-2240

HIGGINS BRIAN ET AL: "Antitumor activity of erlotinib (OSI-774, Tarceva)
alone or in combination in human non-small cell lung cancer tumor xenograft
models" ANTI-CANCER DRUGS, vol. 15, no. 5, June 2004 (2004-06), pages
503-512, ISSN: 0959-4973

WO 01/34574 A

GIACCONE G ET AL: "Gefitinib in combination with gemcitabine and cisplatin in
advanced non-smali-cell lung cancer: a phase lll trial--INTACT 1°* JOURNAL OF
CLINICAL ONCOLOGY, GRUNE AND STRATTON, NEW YORK, NY, US, vol.
22, no. 5, 1 March 2004 (2004-03-01), pages 777-784, ISSN: 0732-183X
HAMMOND L A: "PHARMACOKINETIC EVALUATION OF GEFITINIB WHEN
ADMINISTERED WITH CHEMOTHERAPY" CLINICAL LUNG CANCER,
CANCER INFORMATION GROUP, DALLAS, TX, US, vol. 5, no. SUPPL 1,
September 2003 (2003-09), pages S18-S20, ISSN: 1525-7304

WO 02/45653 A

WO 02/39121 A

Form PCT/Sepamts Sheat/408 (Sheet 1) (EPO-January 2004)
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D10: WO 2004/014386 A

D11: SRIDHAR S S ET AL: “Inhibitors of epidermal-growth-factor receptors: a
review of clinical research with a focus on non-small-cell lung cancer”
LANCET ONCOLOGY, LANCET PUBLISHING GROUP, LONDON, GB,
vol. 4, no. 7, July 2003 (2003-07), pages 397-406, ISSN: 1470-2045

D12 GATZEMEIER ET AL.: "Results of a phase lll trial of erotinib (OSI-774)
combined with cisplatin and gemcitabine chemotherapy in advanced non-
small cell lung cancer®" PROC AM SOC CLIN ONCOL, vol. 23:617, no.
Abs7010, June 2004 (2004-06).

D13: BURGOS FUSTER L M ET AL: "Select clinical trials of erotinib (OSI-774)
in non-small-cell lung cancer with emphasis on phase Ill outcomes"
CLINICAL LUNG CANCER 2004 UNITED STATES, vol. 6, no. SUPPL. 1,
2004, pages S24-S29, ISSN: 1525-7304

3. Novelly (Art.33(2) PCT)

3.1 D1 discloses a phase | trial of erfotinib in combination with cisplatin and gemcitabine
and that a phase |ll trial was planned.

D1 anticipates the subject-matter of claims 5. 6. 8, 10-15, 198-22, 25-27 and 32-36.

3.2 Basically the same claims are anticipated by the disclosure of D2:
D2 relates to a phase [l! trial of erlotinib in combination with cisplatin and gemcitabine
in non-small-cell lung cancer (NSCLC).

3.3 D3 discloses that 'in phase Il trials, in NSCLC patients, additive effect of Tarceva is
observed in combination with ... gemcitabine'. Furthermore, it is reported that ‘phase
lit Tarceva clinical trial in NSCLC patients showed that their survival is prolonged and
that the medication acts together with other chemotherapeutic agents like cisplatin
and gemcitabine'.

D4 involves studies on the effect of a combination of erlotinib with gemcitabine in
human NSCLC tumor xenograft models in mice (H460a, A549).

Form PCT/Separats Sheet/400 (Sheet 2) (EPO-January 2004)
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D3 and D4 are prejudicial to the novelty of claims 5, 6, 8, 10-13, 19-22, 25-27 and
32-36.

3.4 Db relates to erlotinib. Erlotinib is useful in the treatment of colorectal cancer (see
e.g. p. 43, |. 15; claims 14-16). Erlotinib may be combined with gemcitabine (p. 43, I.
13). Erotinib is used in 'combination therapies, for example in NSCLC (llib/V), as a
first line therapy with carboplatin/paclitaxel or gemcitabine/cisplatin, in NSCLC
(Ilb/V), ...." (p. 43, I. 1-3). The pharmaceutical compositions may be adapted for
parenteral or oral administration.

DS takes away the novelty of claims 5. 6, 11, 12, 14, 15. 18-22, 25-27 and 32-36.

3.5 D6 reports on a phase |l trial of gefitinib in combination with gemcitabine and
cisplatin in advanced NSCLC. D6 furthermore refers to a trial involving erlotinib in
combination with gemcitabine and cisplatin.

D6 anticipates the subject-matter of claims 5. 6. 9-15. 18-22, 25-27 and 32-36.

3.6 D7 reports on a trial studying the combination of gefitinib with cisplatin/gemcitabine
in patients with different solid tumours, among others NSCLC.

D7 takes away the novelty of claims §. 6. 8. 10, 13-15. 19, 20, 25, 26, 32, 34 and 36.

3.7 D8 discloses the combination of IMC-C225 with gemcitabine (plus radiation) in
cancer therapy. The combination is tested in animal tests. The document also relates
to colon tumor.

D8 is prejudicial to the novelty of claims 5. 6. 8. 10, 13, 19, 20, 25, 26, 28, 32, 34
and 26.

Basically the same claims are anticipated by D9:
D9 discloses in vitro and in vivo experiments testing the effect of the combination of
PKI166 and gemcitabine in tumors and metastasis.

3.8 D10 discloses composjtions comprising synergistic amounts of Cl-1033 and
gemcitabine.
The anticancer activity of a combination chemotherapy with Cl-1033 and gemcitabine
is shown in example 1.

Form PCT/Separats Sheat/408 (S8hesat 3) (EPO-Jaruary 2004)
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D10 anticipates the subject-matter of claims 1. 5, 6, 8, 10, 12, 13, 16, 19. 20, 25,
26. 20, 30, 32, 24 and 36.

3.9 D11 reviews the (pre-)clinical evidence of monoclonal antibodies or tyrosine kinase
inhibitors. Reference is made to, for instance, combinations of cetuximab with
gemcitabine and carbopiatin, trastuzumab with cisplatin/gemcitabine, gefitinib with
cisplatin/gemcitabine or erotinib with cisplatin/gemcitabine.

D11 anticipates the subject-matter of claims 5. 6. 11-15, 19-22, 25-27 and 32-36.

4. Inventive Step (Art. 33(3) PCT)
The subject-matter of claims 2-4. 7. 17. 18. 23. 24 and 31 appears to be novel.

The subject-matter of claims 2 or 3 relates to a pharmacsutical composition
comprising erlotinib or its hydrochloride salt and gemcitabine, in a phamaceutically
acceptable carrier. Claim 4 relates to the further addition of another anticancer agent.

The combination of EGFR kinase inhibitors, for instance erlotinib, with gemcitabine,
even with further anticancer agents, in cancer therapy is already known (see D1-
D11). It is however not explicitly stated in the prior art that the components are
comprised in one composition.

Making a compaosition from componentis of which the combined administration is
already known in the art cannot be considered inventive (claims 2-4).

For the same reason, the subject-matter of claims 7, 17. 18, 23. 24 and 31 is not

considered inventive.

5.  Industrial Applicability (Art. 33(4) PCT)

5.1 The requirements of industrial applicability are fulfilled for the subject-matter of claims
1-24 and 29-33.

Farm PCT/Separate Sheet/400 (Shest 4) (EPO-January 2004)
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5.2 Forthe assessment of the present claims 25-28 and 36 on the question whether they
are industrially applicable, no unified criteria exist in the PCT Contracting States. The

patentability can also be dependent upon the formulation of the claims. The EPO, for
example, does not recognize as industrially applicable the subject-matter of claims to
the use of a compound in medical treatment, but may allow, however, claims to a
known compound for first use in medical treatment and the use of such a compound
for the manufacture of a medicament for a new medical treatment.

SECTION VI

6. The following documents D12 and D13 were published between the priority date and

the filing date of the present application.
On the assumption that the priority of the present application has been validly
claimed, D12 or D13 are presently not considered prior art (R. 33.1 and 64.1 PCT).

6.1 D12 presents the results of a phase Il trial of erlotinib combined with cisplatin and
gemcitabine in patients with NSCLC.

6.2 D13 also reports on outcomes of phase ill trials of erlotinib combined with cisplatin
and gemcitabine.

Form PCT/Saparate Sheet/408 (Sheet 5) (EPO-January 2004)



ANEXO EXPLICATIVO DE MODIFICACIONES A LAS

REIVINDICACIONES

En ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 del
Tratado de Cooperaclén en materia de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo relvindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase Internaclonal ha

sldo moadificado.

Las modificaclones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripclén de la presente invencién y en este
sentido, no conflguran una ampllacién del invento o de la

divulgacién contenida en la solicltud presentada.

sl
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TRATAMIENTO CON GEMCITABINA Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

RESUMEN-OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un método para la
fabricaciétn de un medicamento destinado al tratamiento de
tumores o metédstasis tumorales, gque se caracteriza por la
utilizacién de una cantidad terapéuticamente efectiva de un
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y de gemcitabi-
na, con o 8in agentes o© tratamientos adicionales, como
otros fArmacos antineopl&sicos o radioterapia. La invencidn
también comprende una composicién farmacéutica que esté
formada por una combinacién de inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR y gemcitabina a su vez combinada con un
transportador farmacéuticamente aceptable. Un ejemploc pre-
ferido de inhibidor de la actividad quinasa del EGFR utili-
zable en la préctica de esta invencién es el compuesto er-

lotinib clorhidrato(también conocido como Tarceva™).



10

15

20

25

s3

TRATAMIENTO CON GEMCITABINA Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La presente invencién estd dirigida a composiciones y
métodos para la elaboracién de medicamentos con el propdsi-
to de tratar el cancer. En particular, la presente inven-
cibén esti dirigida a métodos para la elaboracién de medica-
mentos que comprenden gemcitabina y un inhibidor de la ac-
tividad quinasa del receptor del factor de crecimiento epi-
dérmico (EGFR).

El céncer es el nombre genérico utilizado para un am-
plio rango de tipos de células neopldsicas caracterizadas
por un crecimiento incontrolado, falta de diferenciacién y
una capacidad de invadir tejidos locales y producir metés-
tasis. Estas enfermedades neoplésicas pueden afectar, con
diferentes grados de prevalencia, a cada uno de los tejidos
y 6rganos del cuerpo.

A lo largo de las (ltimas décadas se han desarrollado
una gran cantidad de agentes terapéuticos para el trata-
miento de diversos tipos de céncer. Los tipos mds utiliza-
dos de agentes antineopléisicos incluyen: agentes alquilan-
tes del DNA (p. ej., ciclofosfamida, ifosfamida), antimeta-
bolitos (p. ej., metotrexato, un antagonista del folato, y
5-fluorouracilo, un antagonista de la pirimidina), disgre-
gadores de microtfibulos (p. ej., vincristina, vinblastina,
paclitaxel), intercalantes de DNA (p. ej., doxorubicina,

daunomicina, cisplatine) y terapia hormonal (p. ej., ta-
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moxifeno, flutamida).

Segin el Instituto Nacional del Cancer (National Can-
cer Institute), el céncer de pulmén es la principal causa
individual de muertes por céncer en los Estados Unidos y es
responsable de cerca del 30 &% de las muertes por céncer en
este pais. Segin la Organizacién Mundial de la Salud, exis-
ten mads de un milldén doscientos mil casos de cédncer de pul-
mébn y bronquios en todo el mundo cada aflo, provocando
anualmente un nimerc de muertes aproximado de un millén
cien mil. E1 CPNM (cidncer de pulmén no microcitico) es 1la
forma m&s comin de céncer de pulmén y cubre casi el 80 por
ciento de todos los casos. Las opciones de tratamiento para
el céncer de pulmén son la cirugia, la radioterapia y la
quimioterapia, tanto solas como en combinacién, dependiendo
de la forma y el estadio del céncer. Para el CPNM avanzado,
los agentes que han demostrado ser activos incluyen cispla-
tino, carboplatino, paclitaxel, docetaxel, topotecan, iri-
notecan, vinorelbina, gemcitabina (p. ej. gemzar®) y los
inhibidores de la actividad quinasa del EGFR, gefitinib y
erlotinib. Los regimenes de quimioterapia combinada que
contienen cisplatino y carboplatino producéh tasas de res-
puesta objetivas mayores que las logradas con agentes de
quimioterapia Unicos (Weick, J.K., et al. (1991) J. Clin.
Oncol. 9(7):1157-1162). Se ha descrito que el paclitaxel
posee actividad como agente Gnico en pacientes en estadio
IV, con tasas de respuesta en el rango del 21 % al 24 %
(Murphy W.K., et al. (1993) J. Natl. Cancer Inst.

85(5) :384-388). Las combinaciones de Paclitaxel han mostra-
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do unas tasas de respuesta relativamente altas, una super-
vivencia de un afio significativa, y una paliacién de los
sintomas del cancer de pulmén (Johnson D.H., et al. (1996)
J. Clin. Oncol. 14(7):2054-2060). Con un reqgimen de pacli-
taxel mis carboplatino, las tasas de respuesta estin en el
rango del 27 % al 53 % con tasas de supervivencia de un ailo
del 32 % al 54 %. No obstante, la eficacia de estos trata-
mientos hace que en la actualidad no se pueda considerar
ningin régimen especifico como tratamiento estandar.

La sobrexpresién de la quinasa del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR), o su ligando TGF-alfa,
con frecuencia esta asociada con muchos tipos de céancer,
incluyendo el cancer de mama, cincer de pulmén, cancer co-
lorrectal y cancer de cabeza y cuello (Salomon D.S., et al.
{1995) Crit. Rev. Oncol. Hematol. 19:183-232; Wells, A.
(2000) signal, 1:4-11), y se cree que contribuye al creci-
miento maligno de estos tumores. Se ha encontrado que una
mutacién por delecién en el gen del EGFR también aumenta la
tumorigenicidad celular (Halatsch, M-E. et al. (2000) J.
Neurosurg. 92:297-305; Archer, G.E. et al. (1999) Clin.
Cancer Res. 5:2646-2652). La activacién de las rutas de se-
falizacién estimuladas por el EGFR promueven miltiples pro-
cescs que potencialmente son promotores del cancer, p. ej.
proliferacién, angiogénesis, motilidad e invasién celular,
disminucién de la apoptosis e induccidén de la resistencia a
farmacos. El desarrollo de compuestos que directamente in-~
hiban la actividad quinasa del EGFR para utilizarlos como

agentes antitumorales, asi como de anticuerpos que reduzcan
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la actividad quinasa del EGFR mediante el bloqueoc de la ac-
tivacién del EGFR, son Areas a las que se estd dedicando un
gran esfuerzo en investigacién (de Bono J.S. y Rowinsky,
E.K. (2002) Trends in Mol. Medicine 8:S19-526; Dancey, J. ¥y
Sausville, E.A. (2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-
313). Muchos estudios han demostrado o descrito que algunos
inhibidores de la actividad quinasa del EGFR pueden mejorar
la supresién de células tumorales o de neoplasias cuando se
utilizan en combinacién con otros tipos de agentes o trata-
mientos antineoplasicos o quimioterapéuticos determinados
(p. ej. Raben, D. et al. (2002) Semin. Oncol. 29:37-46;
Herbst, R.S. et al. (2001) Expert Opin. Biol. Ther. 1:719-
732; Magne, N et al. (2003) Clin. Can. Res. 9:4735-4732;
Magne, N. et al. (2002) British Journal of Cancer 86:819-
827; Torrance, C.J. et al. (2000) Nature Med. 6:1024-1028;
Gupta, R.A. y DuBois, R.N. (2000) Nature Med. 6:974-975;
Tortora, et al. (2003) Clin. Cancer Res. 9:1566-1572; Solo-
mon, B. et al (2003) Int. J. Radiat. Oncol. Biol. Phys.
55:713-723; Krishnan, S. et al. (2003) Frontiers in Bios-
cience 8, el-13; Huang, S et al. (1999} Cancer Res.
59:1935-1940; Contessa, J. N. et al. (1999) Clin. Cancer
Res. 5:405-411; Li, M. et al. Clin. (2002) Cancer Res.
8:3570-3578; Ciardiello, F. et al. (2003) Clin. Cancer Res.
9:1546-1556; Ciardiello, F. et al. (2000) Clin. Cancer Res.
6:3739-3747; Grunwald, V. e Hidalgo, M. (2003) J. Nat. Can-
cer Inst. 95:851-867; Seymour L. (2003) Current Opin. In-
vestig. Drugs 4(6):658-666; Khalil, M.Y. et al. (2003) Ex-

pert Rev. Anticancer Ther.3:367-380; Bulgaru, A.M. et al.
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(2003) Expert Rev. Anticancer Ther.3:269-279; Dancey, J. ¥y
Sausville, E.A., (2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-313;
Kim, E.S. et al. (2001) Current Opinion Oncol. 13:506-513;
Arteaga, C.L. y Johnson, D.H. (2001) Current Opinion Oncol.
13:491-498; Ciardiello, F. et al. (2000) Clin. Cancer Res.
6:2053-2063; Publicacién de Patente N°: US 2003/0108545; US
2002/0076408; y US 2003/0157104; y Publicacién de Patente
Internacional N°: WO 99/60023; WO 01/12227; WO 02/055106;
WO 03/088971; WO 01/34574; WO 01/76586; WO 02/05791; y WO
02/089842) .

Un farmaco antineoplé&sico idealmente suprimira de for-
ma selectiva las células cancerosas, con un elevado indice
terapéutico en relacién a su toxicidad hacia las células no
malignas. También mantendrd su eficacia frente a células
malignas, aln tras una exposicién prolongada al farmaco.
Desafortunadamente, ninguna de las quimioterapias actuales
posee tal perfil idilico. En su lugar, la mayoria presenta
indices terapéuticos muy bajos. Ademds, las células cance-
rosas expuestas a concentraciones ligeramente subletales de
un agente quimioterapéutico desarrollan con mucha frecuen-
cia una resistencia a este agente y también, bastante a me-
nudo, una resistencia cruzada a otros agentes antineoplési-
cos diferentes.

Asi, existe una necesidad de tratamientos mas eficaces
frente a la neoplasia y a otros trastornos proliferativos.
Las estrategias para aumentar la eficacia terapéutica de
los farmacos existentes han implicado hasta el momento cam-

bios en el calendario de su administracién, y también el

5%
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uso de estos en combinacién con otros agentes moduladores
bioquimicos © antineéoplasicos. El tratamiento combinado es
bien conocido como un método que puede dar lugar a una ma-
yor eficacia y una disminucién de los efectos secundarios
relacionados con el uso de la dosis terapéuticamente rele-
vante de cada uno de los agentes individualmente. En algu-
nos casos, la eficacia de la combinacién de farmacos es
acumulativa (la eficacia de la combinacién es aproximada-
mente igual a la suma de los efectos de cada farmaco por
separado), pero en otros casos el efecto es sinérgico (la
eficacia de la combinacién es mayor que la suma de los
efectos de cada farmaco administrado de forma individual).

No obstante, sigue existiendo una necesidad muy impor-
tante de mejorar los tratamientos para el cancer de pulmén
y otros canceres. Esta invencién proporciona un tratamiento
combinado frente al céncer que reduce las dosis necesarias
de sus componentes individuales para que sean eficaces, de
modo que se disminuyen los efectos secundarios asociados
para cada agente, a la vez que se mantiene o incrementa su
valor terapéutico. La invencién aqui descrita proporciona
nuevas combinaciones de farmacos y métodos para utilizar
combinaciones de farmacos para el tratamiento del céncer de
pulmén y otros canceres.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un método para 1la
fabricacién de un medicamento destinado al tratamiento de
tumores o metastasis, que se caracteriza por la utilizacién

de un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcita-
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bina. Preferentemente, la combinacién de cantidades tera-
péuticamente efectivas de inhibidor de la actividad gquinasa
del EGFR y gemcitabina estd destinada para su administra-
cién simultdnea o secuencial y con agentes o tratamientos
adicionales, o sin ellos, comoc otros farmacos antineoplasi-
cos 0 la radioterapia.

La invencién también incluye una composicién farmacéu-
tica que consta de una combinacién de un inhibidor de 1la
actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, a su vez en com-
binacién con un transportador farmacéuticamente aceptable.

Un ejemplo escogido de inhibidor de la actividad qui-
nasa del EGFR que puede utilizarse para poner en practica
esta invencién es el compuesto erlotinib clorhidrato (tam-
bién conocido por Tarceva™).

DESCRIPCION BREVE DE LAS FIGURAS

Figura 1l: Concentraciones plasmiticas de arlotinib en
funcién del tiempo (A) Conocentraciones plasmiéticas dspen-
dientes de la dosis (B) Correlacién entre las concentraci -
nes del firmaco sn el tumor y las concentraciones del fir-
maco en plasma. Se administraron dosis orales diarias de
erlotinib de 0; 6,3; 12,5; 25,0; 100,0 y 150,0 mg/kg duran-
te 21 dias a ratones con tumores. Veintiocho dias después
del implante del tumor se recogieron muestras de sangre
{del seno retroorbital) y muestras del tumor, 1 y 6 horas
después de la administracién de la dosis. Se determinaron
las concentraciones de erlotinib utilizando LC-MS/MS. Los
resultados se expresan como la media + DE, n=3.

Figura 2: Efecto de erlotinib en el volumen medio del

ST
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tumor en el modelo de xenoinjerto de CPMM H460a. Se implan-
taron en ratones células de CPNM H460a. Cuando aparecieron
tumores palpables, los animales se aleatorizaron de modo
que cada grupo tenia un volumen medio inicial del tumor de
100-150 mm’. Los ratones recibieron dosis diarias de erloti-
nib de 0; 6,3; 12,5; 25 o 100 mg/kg durante 21 dias. El1l ta-
mafio del tumor se midié 3 veces por semana. Se muestran las
medias, n=10.

Figura 3: Efecto de erlotinib y gemcitabina, indivi-
dualmente o en coombinacién, sobre el volumen medio del tu-
mor en &l modelo de xencinjerto de CPMM H460a. Se implanta-
ron en ratones células de CPNM H460a. Cuando aparecieron
tumores palpables, los animales se aleatorizaron de forma
que cada grupo tenia un volumen medio inicial del tumor de
10-150 mm®. Los ratones se trataron durante 21 dias con un
vehiculo, solo con erlotinib oral a 25 o 100 mg/kg/dia, so-
lo con gemcitabina i.p. a 30 o 120 mg/kg cada 3 dias o con
erlotinib a 25 mg/kg/dia en combinacién con gemcitabina a
30 mg/kg cada 3 dias. El tamafio del tumor se midié 3 veces
por semana. Se muestran las medias, n=3,

Figura 4: Efecto de erlotinib y gemcitabina, indivi-
dualmente y en combinacién, socbre el volumen maedio del tu-
mor en el modelo de =xenoinjerto de CPNM AS549. Se implanta-
ron en ratones células de CPNM A549. Cuando aparecieron tu-
mores palpables, los animales se aleatorizaron de forma que
cada grupo presentaba un volumen medio inicial del tumor de
100-150 mm’. Los ratones se trataron con vehiculo, solo er-

lotinib oral a 25 o 100 mg/kg/dia, solo gemcitabina i.p. a
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30 o 120 mg/kg cada 3 dias o erlotinib a 25 mg/kg/dia en
combinacién con gemcitabina a 30 mg/kg cada 3 dias. El1 ta-
mafio del tumor se midié 3 veces por semana. Se muestran las
medias, n=3.

Figura 5: Lesiones dérmicas en ratones tratados ocon
exrlotinib. Durante la necropsia, las muestras de piel se
fijaron en formaldehido al 10 % en solucién amortiguadora,
se incluyeron en parafina, se realizaron cortes de 5 pm y
se tifieron con hematoxilina y eosina. En los ratones que
recibieron erlotinib a 100 mg/kg/dia durante 21 dias, las
lesiones de la piel se caracterizaban por estar extremada-
mente enrojecidas y escamosas. Histolédgicamente, las lesio-
nes consistian en una acantosis difusa leve o moderada, hi-
perqueratosis epidérmica, escarosis focal e infiltracién en
la dermis de la mayoria de las células implicadas en la in-
flamaciétn aguda. Las lesiones fueron transitorias y desapa-
recieron con el tratamiento continuado.

Figura 6: Fotomicrografias de la tinocién inmunchisto-
quinica en modalos ds xenoinjerto de CPMM. Las secciones de
tumores de ratones nude se tifieron con el antigeno Ki67 pa-
ra detectar proliferacidén celular en ratones control (A) y
ratones tratados con erlotinib a 100 mg/kg/dia durante 21
dias (B). Las 4reas oscuras representan tincién con Kié7,
que indica actividad proliferativa.

DESCRIPCION BREVE DE LAS TABLAS

Tabla 1: Farmacocinética de una dosis finica des erloti-
nib da 20 y 100 mg/kg en ratones atimicos nu/nu hembras sin

tumores.
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Tabla 2: Evaluacién de la dosis méxima tolerada en ra-
tones atimicos nude sin tumores durante 14 dias (n=5).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El término «cdncer» en un animal se refiere a la pre-
sencia de células gque poseen unas caracteristicas tipicas
de las células causantes de cancer, como una proliferacién
incontrolada, inmortalidad, capacidad de metéastasis, creci-
miento y tasa de preoliferacidén rdapidos y ciertos aspectos
morfoldégicos caracteristicos. A menudo, las células cance-
rosas se encuentran en forma de tumor, aunque dichas célu-
las pueden encontrarse de forma individual en un animal,
por ejemplo circulando por el torrente sanguineo como célu-
las independientes como es el caso de las células causantes
de leucemia.

Un «crecimiento celular anormal», como se usa aqui, a
menos que se indique de otro modo, se refiere al crecimien-
to celular que es independiente de los mecanismos de regu-
lacién normales (p. ej., pérdida de la inhibicién por con-
tacto). Esto incluye el crecimiento anormal de lo siguien-
te: (1) células tumorales (tumores) que proliferan por la
expresién de una tirosina quinasa mutada o por la sobrex-
presion de un receptor de tirosina quinasa; (2) células be-
nignas o malignas de otras enfermedades proliferativas en
las que se produce una activacién anormal de tirosina qui-
nasas; (4) cualquier tumor que prolifere a causa de los re-
ceptores tirosina quinasa; (5) cualgquier tumor que prolife-
re por una activacién anormal de serina/treonina quinasas;

y (6) células benignas o malignas de otras enfermedades
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proliferativas en las que se produce una activacién anormal
de serina/treonina quinasas.

El término «tratar» se utiliza aqui, a menos que se
indique lo contrario, para referirse a la remisién, alivio,
inhibicién del progreso y prevencién, tanto parcial como
total, del crecimiento de tumores, metdstasis u otras célu-
las causantes de cancer o neoplasia en un paciente. El tér-
mino «tratamiento» se utiliza aqui, a menos que se indique
lo contrario, para referirse a la accién de tratar.

La frase «método de tratamiento» © su equivalente
cuando, por ejemplo, se aplica a céncer, se refiere a un
procedimiento o accién que se disefla para reducir o elimi-
nar el nimero de células cancerosas en un animal, o aliviar
los sintomas de un cincer. Un «método de tratamiento» del
cidncer o de otra alteraciédn proliferativa no significa, ne-
cesariamente, que las células cancerosas o de otra altera-
cién serdn eliminadas, que las células cancerosas o de otra
alteracién seran reducidas, o que los sintomas del cancer o
de otra alteracidén seradn aliviados. A menudo, un método de
tratamiento se llevara a cabo incluso cuando la probabili-
dad de éxito sea baja, pero en el que, segin los anteceden-
tes médicos y la esperanza de vida estimada de un animal,
aun asi se estima una accién beneficiosa global.

El término «agente terapéuticamente efectivo» se re-
fiere a una composicién que desencadenard la respuesta mé-
dica o bioldégica en un tejido, sistema, animal o humano,
buscada por el investigador, el veterinario, el médico u

otro profesional sanitario.

25
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El término «método de fabricacién de un medicamento»
se refiere a la fabricacién de un medicamento para su uti-
lizacién en las indicaciones aqui especificadas y, en par-
ticular, para su utilizaciédn frente a tumores, metdstasis o
cancer en general. El término se refiere al formato de rei-
vindicacién denominado «Swiss-type» para la indicacién es-
pecificada.

El término «cantidad terapéuticamente efectiva» o
«cantidad efectiva» se refiere a la cantidad de un compues-
to o de una combinacién en estudio, que desencadena la res-
puesta en un tejido, sistema, animal o humano buscada por
el investigador, el veterinario, el médico u otro profesio-
nal sanitario.

Los datos presentados en los ejemplos mostrados mas
adelante en este documento demuestran que la coadministra-
cién de gemcitabina con un inhibidor de la actividad quina-
sa del EGFR es eficaz en el tratamiento de cadnceres avanza-
dos, como el cancer colorrectal. Por consiguiente, la pre-
sente invencién proporciona un método de fabricacién de un
medicamento destinado al tratamiento de tumores o metasta-
sis en un paciente que se caracteriza por la utilizacién de
una combinacién de gemcitabina y de un inhibidor de la ac-
tividad quinasa del EGFR en cantidades terapéuticamente
efectivas. Preferentemente, dicha combinacién estAd destina-
da para la administracién al paciente de manera simulténea
o secuencial. En una de las realizaciones, los tumores o
las metédstasis tratados son los tumores y las metéstasis

colorrectales.
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Preferentemente, dichas sustancias estidn destinadas
para su administracién al paciente de manera simultanea o
secuencial. Por tanto, la presente invencién ademis propor-
ciona un método de fabricacién de un medicamento para el
tratamiento de tumores o metdstasis, que se caracteriza por
la utilizacién de una combinacién de gemcitabina y de un
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR en cantidades
terapéuticamente efectivas, y que estd destinado para la
administracién a un paciente de forma simultdnea o secuen-
cial. Ademds, se utilizan preferiblemente uno o mAs agentes
citotbébxicos, quimioterapéuticos o antineoplasicos o© com-
puestos que potencian los efectos de tales compuestos.

En el contexto de esta invencién, otros agentes cito-
toéxicos, quimioterapéuticos o antineopldsicos adicionales o
compuestos que potencian los efectos de tales compuestos,
incluyen, por ejemplo: agentes alquilantes o agentes con
una accién alquilante, como la ciclofosfamida (CTX; p. ej.
cytoxan®), clorambucil (CHL; p. ej. leukeran®), cisplatino
(CisP; p. ej. platinol®) busulfdn (p. ej. mileran®), melfa-
ldn, carmustina ({BCNU), estreptozotocina, trietilenomelami-
na (TEM), mitomicina C y similares; antimetabolitos, como
el metotrexato (MTX), etopdésido (VPi6; p. ej. vepesid®), 6-
mercaptopurina (6MP), 6-tioguanina (6TG), citarabina (Ara-
C), 5-fluorouracilo (5-FU), capecitabina (p. ej. Xeloda®),
dacarbazina (DTIC) y similares; antibiéticos, como la acti-
nomicina D, doxorubicina (DXR; p. ej. adriamicina®), dauno-
rubicina (daunomicina), bleomicina, mitramicina y simila-

res; alcaloides como los alcaloides de la vinca, como la



10

15

20

25

-— 14 -

vincristina (VCR), vinblastina y similares; y otros agentes
antitumorales, como el paclitaxel (p. ej. taxol®) y deriva-
dos de paclitaxel, los agentes citoesté&ticos, glucocorti-
coides como la dexametasona (DEX; p. ej. decadron®) y cor-
ticosteroides como la prednisona, los inhibidores enzimati-
cos de nuclebésidos como la hidroxiurea, enzimas hidroliti-
cas de aminodcidos como la asparaginasa, leucovorina, Aacido
folinico y otros derivados de &cido folinico, y, diversos
agentes antitumorales similares. Los siguientes agentes
también pueden utilizarse como agentes adicionales: amifos-
tina (p. ej. ethyol®), dactinomicina, mecloretamina (mosta-
za de nitrbégeno), estreptozocina, ciclofosfamida, lornusti-
na (CCNU), doxorubicina liposomal (p. ej. doxil®), daunoru-
bicina liposomal (p. ej. daunoxome®), procarbazina, mitomi-
cina, docetaxel (p. ej. taxotere®), aldesleucina, carbopla-
tino, cladribina, camptotecina, CPT 11 (irinotecan), 10-
hidroxi 7-etil-camptotecina (SN38), floxuridina, fludarabi-
na, ifosfamida, idarubicina, mesna, interferén alfa, inter-
ferén beta, mitoxantrona, topotecan, leuprolida, megestrol,
melfalan, mercaptopurina, plicamicina, mitotano, pegaspar-
gasa, pentostatina, pipobromén, plicamicina, tamoxifen, te-
nipésido, testolactona, +tioguanina, tiotepa, mostaza de
uracilo, vinorelbina, clorambucilo.

También es mds preferido un método para la fabricacién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metasta-
sis tumorales, que se caracteriza por que se utiliza una
cantidad terapéuticamente efectiva de una combinacién de

inhibidor de la actividad quinasa de EGFR y gemcitabina y
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estd destinado a la administracién a un paciente de forma
simultdnea o secuencial, y en el que, ademas, se utilizan
une o mas agentes antihormonales. Tal como se utiliza aqui,
el término «agente antihormonal» incluye compuestos natura-
les o sintéticos, orgénicos o peptidicos que actian para
regular o inhibir la accién de hormonas sobre los tumores.

Los agentes antihormonales incluyen, por ejemplo: an-
tagonistas de receptores esteroideos, antiestrédgenos como
el tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores de
aromatasa, otros inhibidores de aromatasa, 42-
hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, LY 117018, ona-
pristona y toremifeno (p. ej. Fareston®); antiandrégencos
como la flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolido ¥y
goserelina; y sales farmacéuticamente aceptables, acidos o
derivados de cualquiera de los compuestos anteriores; ago-
nistas o antagonistas de hormonas glicoproteicas como 1la
hormona foliculoestimulante (FSH), hormona estimuladora de
la tiroides (TSH), la hormona luteinizante (LH) y LHRH
(hormona liberadora de la hormona luteinizante); el acetato
de goserelina, antagonista de la LHRH, comercializado como
Zoladex® (AstraZeneca); D-alaninamida N-acetil-3-(2-
naftalenil)-D-alanil-4-cloro-D-fenilalanil-3-(3-piridinil)-
D-alanil-L-seril-N6-(3-piridinilcarbonil)-L-1isil-N6-(3-
piridinilcarbonil)-D-1isil-L-leucil~N6-(1-metiletil)-L-
lisil-L-prolina (p. ej., Antide®, Ares-Serono), otro anta-
gonista de la LHRH; acetato de ganirelix, también antago-
nista de la LHRH; los antiandrégenos esteroideos acetato de

ciproterona (CPA) y acetatoc de megestrol, comercializados
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como Megace® (Bristol-Myers Oncology); el antiandrégeno no
esteroideo flutamida (2-metil-N-[4,20-nitro-3-
(trifluorometil) fenilpropanamida), comercializado como Eu-
lexin® (Schering Corp.); el antiandrédgenoc no esteroideo ni-
lutamida, (5,5-dimetil-3-[4-nitro-3-(trifluorometil-4’ -
nitrofenil)-4,4-dimetil-imidazolidina-dicna); y antagonis-
tas de otros receptores no permisivos, como los antagonis-
tas para RAR, RXR, TR, VDR y similares.

La wutilizacién de 1los agentes citotbdxicos y otros
agentes antineoplasicos descritos anteriormente en regime-
nes quimioterapéuticos, estd en general bien caracterizada
en el campo de la terapia tumoral, y su uso en la presente
se sitda bajo las mismas consideraciones de monitorizacién
de la tolerancia y efectividad y de control de las vias de
administracién y de las dosis, con algunos ajustes. Por
ejemplo, las dosis actuales de los agentes citotdédxicos pue-
den variar dependiendo de la respuesta de las células cul-
tivadas del paciente determinada por la utilizacién de mé-
todos de histocultivo. En general, la dosis se reduciri en
comparacién con la cantidad utilizada en ausencia de otros
agentes adicionales.

Las dosis habituales de un agente citotéxico efectivo
pueden variar segin los rangos recomendados por el fabri-
cante, y cuando se indique mediante las respuestas in vitro
0 respuestas en modelos animales, puede reducirse hasta en
un orden de magnitud de concentracién o cantidad. Asi, 1la
dosis actual dependeria del juicio del médico, la enfermedad

del paciente y la efectividad del método terapeutico basado



10

15

20

25

- 17 -
en la respuesta in vitro de las células primarias malignas
cultivadas o muestra de tejido histocultivado, o la res-
puesta observada en los modelos animales apropiados.

Los compuestos preferidos de los anteriores agentes
citotéxicos, quimioterapéuticos o antineoplasicos adiciona-
les, en el contexto de esta invencidén, son cisplatino y
carboplatino.

También es mAs preferido un método para fabricar un
medicamento para el tratamiento de tumores o metastasis tu-
moral, que se caracteriza por que se utiliza una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibidor
de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y esté des-
tinado para la administracién a un paciente de forma simul-
tdnea o secuencial, en que ademis, se utilizan uno o més
inhibidores de la angiogenesis.

Los agentes antiangiogénicos incluyen, por ejemplo:
inhibidores de VEGFR, como SU-5416 y SU-6668 (Sugen Inc. de
South San Francisco, Calif., USA), o como se ha descrito
en, por ejemplo Solicitud Internacional nfim. WO 99/24440,
WO 99/62890, WO 95/21613, WO 99/61422, WO 98/50356, WO
99/10349, WO 97/32856, WO 97/22596, WO 98/54093, WO
98/02438, WO 99/16755 y WO 98/02437, y Patentes Estadouni-
denses num. 5 883 113, 5 886 020, 5 792 783, 5 834 504 y 6
235 764; inhibidores de VEGF como IM862 (Cytran Inc. de
Kirkland, Wash., USA); angiozima, una ribozima sintética de
Ribozyme (Boulder, Colo.); y anticuerpos contra VEGF, como
bevacizumab (p. ej. Avastin™, Genentech, South San Francis-

co, CA), un anticuerpo recombinante humanizado contra VEGF;
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antagonistas del receptor de integrina y antagonistas de
integrina, como las integrinas oyPfi, ayfs y ovBs, y subtipos
de las mismas, p. ei. cilengitida (EMD 121974), o los anti-
cuerpos anti-inteqgrinas, como por ejemplo anticuerpos huma-
nizados especificos a,f3 (p. ej. Vitaxin®); factores como
IFN-alfa (Patentes U.S. nGm. 41530,901, 4,503,035, vy
5,231,176); angiostatina y fragmentos de plasmindgenc (p.
ej. kringle 1-4, kringle 5, kringle 1-3 (O'Reilly, M. S. et
al. (1994) Cell 79:315-328; Cao et al. (1996) J. Biol.
Chem. 271: 29461-29467; Cao et al. (1997) J. Biol. Chem.
272:22924-22928); endostatina (O'Reilly, M. S. et al.
(1997) Cell 88:277; y la Publicacién de Patente Internacio-
nal nam. WO 97/15666); trombospondina (TSP-1l; Frazier,
(1991) Curr. Opin. Cell Biol. 3:792); factor plaquetario 4
(PF4); inhibidores de uroquinasa/activadores de plasminége-
no; antagonistas del receptor de uroquinasa; heparinasas;
andlogos de fumagilina como TNP-4701; suramina y anédlogos
de suramina; esteroides angiostdticos; antagonistas de
bFGF; antagonistas de flk-1 y flt-1; agentes antiangiogéni-
cos como los inhibidores de MMP-2 (metaloproteinasa de ma-
triz 2) e inhibidores de MMP-9 (metaloproteinasa de matriz
9). Ejemplos de inhibidores de metaloproteinasa utiles se
describen en la Publicacién de Patente Internacional ntm.
WO 96/33172, WO 96/27583, WO 98/07697, WO 98/03516, WO
98/34918, WO 98/34915, WO 98/33768, WO 98/30566, WO
90/05719, WO 99/52910, WO 99/52889, WO 99/29667 y WO
99/07675, las Publicaciones de Patente Europea nitm. 818
442, 780 386, 1 004 578, 606 046 y 931 788; la Publicacién
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de Patente Britdnica ndim. 9912961, y las Patentes Estadou-
nidenses nim. 5 863 949 y 5 861 510. Los 1inhibidores de
MMP-2 y MMP-9 preferidos son aguellos que no presentan ac-
tividad inhibidora de MMP-1 o la presentan baja. Mas prefe-
ridos, son aquellos que inhiben selectivamente MMP-2 y/o
MMP-9 en relacién al resto de metaloproteinasas de matriz
(es decir, MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8,
MMP-10, MMP-11, MMP-12 y MMP-13).

También es mas preferido un método para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metdsta-
sis de tumores, caracterizadoc en que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y estéa
destinada para la administracién al paciente de forma si-
multdnea o secuencial, en que ademas, se utilizan uno o méas
agentes estimulantes de la apoptosis o agentes tumorales
proapoptdéticos.

También es mids preferido un método para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metésta-
sis de tumores, caracterizado en que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y esta
destinada para la administracién al paciente de forma si-
multdnea o secuencial, en que ademds, se utilizan uno o més
inhibidores de la transduccién de sefial.

Los inhibidores de la transduccién de sefial incluyen,
por ejemplo: inhibidores del receptor de erbB2, como las

moléculas corgénicas, o anticuerpos que se unen al receptor
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de erbB2, por ejemplo, trastuzumab (p. ej. Herceptin®); in-
hibidores de otras proteinas tirosina quinasas, p. ej. imi-
tinib (p. ej. Gleevec®)}; inhibidores de ras; inhibidores de
raf; inhibidores de MEK:; inhibidores de mTOR; inhibidores
de quinasas dependientes de ciclina; inhibidores de protei-
nas quinasas C; e inhibidores de PDK-1 (véase Dancey, J. y
Sausville, E.A. (2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-313,
para una descripcién de varios ejemplos de tales inhibido-
res, y su uso en ensayos clinicos para el tratamiento del
cénber).

Los inhibidores del receptor de ErbB2 incluyen, por
ejemplo: inhibidores del receptor de ErbB2, como GW-282974
(Glaxo Wellcome plc), anticuerpos monoclonales como AR-209
(Aronex Pharmaceuticals Inc. de The Woodlands, Tex., USAd),
e inhibidores de erbB2 como los descritos en la Publicacién
Internacional ndm. WO 98/02434, WO 99/35146, WO 99/35132,
WO 98/02437, WO 97/13760, y WO 95/19970, y las Patentes Es-
tadounidenses nGm. 5 587 458, 5 877 305, 6 465 449 y 6 541
481.

También es mis preferido un método para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metista-
sis de tumores, caracterizado por que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y esté
destinada a la administracién al paciente de forma simulta-
nea o secuencial, en el que ademads, se utiliza un anticuer-
po anti-HER2 o un fragmento inmunoterapéuticamente activo

del mismo.
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También es mas preferido un método para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metasta-
sis de tumores, caracterizado en que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, y esta
destinado a la administracién al paciente de forma simulté&-
nea o secuencial, y en el que ademds se utilizan uno o mas
agentes antiproliferativos adicionales.

Agentes antiproliferatives adicionales incluyen, por
ejemplo: inhibidores de la enzima farnesil proteintransfe-
rasa e inhibidores del receptor tirosina del PDGFR, que in-
cluye los compuestos descritos y reivindicados en las Pa-
tentes Estadounidenses Nim. 6 08B0 769, 6 194 438, 6 258
824, 6 586 447, 6 071 935, 6 495 564, 6 150 377, 6 596 735
y 6 479 513, y la Publicacién de Patente Internacional WO
01/40217.

También es mas preferido un método para la elaboracién
de un medicamento para el tratamiento de tumores o metasta-
sis de tumores, caracterizado en que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente efectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y esta
destinada a la administracién al paciente de forma simulté-
nea o secuencial, en el que ademas se utiliza un inhibidor
de COX II (ciclooxigenasa II). Ejemplos de inhibidores de
COX~-IT utiles incluyen alecoxib (p. ej. Celebrex™), valde-
coxib, y rofecoxib.

También es mis preferido un método para la elaboracién

de un medicamento para el tratamiento de tumores o metéasta-
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sis de tumores, caracterizado en que se utiliza una canti-
dad terapéuticamente éfectiva de una combinacién de inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina y esté
destinada a la administracién al paciente de forma simults-
nea o secuencial, en el que ademds se utiliza un radiofar-
maco. En lugar de un radiéférmaco, o adicionalmente, se
puede llevar a cabo el tratamiento con radiacién.

La fuente de irradiacién puede ser tanto externa como
interna al paciente a tratar. Cuando la fuente es externa
al paciente, el tratamiento se conoce como radioterapia con
haz externo (del inglés EBRT). Cuando la fuente de radia-
cién es interna al paciente, el tratamiento se denomina
braquiterapia (BT). Los Aatomos radiocactivos para su uso en
el contexto de esta invencidén pueden seleccionarse del gru-
po que incluye, pero no se limita a, radio, cesio-137, iri-
dio-192, americio-241l, oro-198, cobalto-57, cobre-67, tec-
necio-99, yodo-123, yodo =131 e indio-111l. cuando el in-
hibidor de la actividad quinasa del EGFR de acuerdo con es-
ta invencién es un anticuerpo, es posible marcar el anti-
cuerpo con tales isétopos radioactivos.

La radioterapia es un tratamiento estandar para con-
trolar los tumores o las metastasis tumorales no reseccio-
nables o inoperables. Se ha observado una mejora en los re-—
sultados cuando la radioterapia se ha combinado con quimio-
terapia. La radioterapia se basa en el principio que la ra-
diacién a altas dosis liberadas a un area diana, resultaré
en la muerte de las células reproductoras en ambos tejidos

tumorales y normales. El régimen de dosis de la radiacién
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se define generalmente en términos de dosis de radiacién
absorbida (Gy), tiempo y fraccionamiento, y debe definirse
cuidadosamente por el oncéloge. La cantidad de radiacién
que un paciente puede recibir dependera de varias conside-
raciones, pero las dos mds importantes son la localizacidn
del tumor en relacién a otras estructuras criticas u érga-
nos del cuerpo, y la extensién que ha alcanzado la propaga-
cién del tumor. Un ciclo habitual de tratamiento para un
paciente sometido a radioterapia es un régimen de trata-
miento a lo largo de un pericdo de 1 a 6 semanas, con una
dosis total de entre 10 y 80 Gy administrados al paciente
en una fraccién lnica diaria de alrededor de 1,8 a 2,0 Gy,
5 dias a la semana. En una realizacién preferida de esta
invencién existe sinergia cuando se tratan los tumores de
pacientes humanos con el tratamiento combinado de la inven-
cién y con radiacién. En otras palabras, la inhibicién del
crecimiento tumoral por medio de los agentes que comprenden
la combinacién de la invencién se ve potenciada cuando se
combina con radiacién, o de forma opcional con agentes qui-
mioterapéuticos o antineoplasicos adicionales. Los parame-
tros de las radioterapias adyuvantes se encuentran, por
ejemplo, en la Publicacidén de Patente Internacional WO
99/60023.

Otro método mas preferido es uno para la fabricacién
de un medicamento destinado al tratamiento de tumores o me-
tastasis tumorales, que se caracteriza por la utilizacién
de una cantidad terapéuticamente efectiva de una combina-

cién de inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemci-
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tabina pensada para la administracién simultidnea o secuen-
cial al paciente, y en el que, ademas, se utilizan uno o
mé&s agentes con capacidad de potenciar las respuestas inmu-
nitarias antitumorales.

Los agentes con capacidad de potenciar las respuestas
inmunitarias antitumorales incluyen, por ejemplo, los si-~
guientes: anticuerpos (p. ej. MDX-CTLA4) frente a CTLA4
(antigeno 4 asociado a los linfocitos citotéxicos), y otros
agentes con capacidad de bloquear CTLA4. Los anticuerpos
especificos para CTLA4 que se pueden utilizar en la presen-
te invencién incluyen los descritos en la Patente Estadou-
nidense nim. 6.682.736.

También es mas preferido un método para la fabricacién
de un medicamento que reduzca los efectos secundarios cau-
sados por el tratamientoc de tumores o metastasis tumorales,
que se caracteriza por la utilizacién de una cantidad tera-
péuticamente efectiva de una combinacién de inhibidor de la
actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, destinada a la
administracién simulténea © secuencial al paciente en can-
tidades que sean efectivas para producir un efecto antitu-
moral aditivo, superaditive o sinérgico, y que sean efecti-
vas para inhibir el crecimiento del tumor.

La presente invencién también proporciona un método
para el tratamiento del cAncer, que comprende la adminis-
tracién a un sujeto que necesite dicho tratamiento de (i)
una primera cantidad efectiva de un inhibidor de la activi-
dad quinasa del EGFR o de una sal farmacéuticamente acepta-

ble del mismo; y (ii) una segunda cantidad efectiva de gem-
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citabina.

La presente invencién también proporciona un método
para el tratamiento del cancer, que comprende la adminis-
tracién a un sujeto que necesite dicho tratamiento de (i)
una primera cantidad subterapéutica de un inhibidor de la
actividad quinasa del EGFR o de una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo; y (ii) una sequnda cantidad subtera-
péutica de gemcitabina.

De forma adicional, la presente invencién proporciona
una composicién farmacéutica que contiene un inhibidor del
EGFR y gemcitabina en un transportador farmacéuticamente
aceptable.

La presente invencién también proporciona una composi-
cién farmacéutica, en particular destinada al tratamiento
del cancer, que contiene (i} una primera cantidad efectiva
de un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR o de una
sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) una se-
gunda cantidad efectiva de gemcitabina. Esta composicidn
contiene de forma opcional transportadores o excipientes
farmacéuticamente aceptables.

La presente invencidén también proporciona una composi-
cién farmacéutica, en particular destinada al tratamiento
del cancer, que contiene (i) una primera cantidad subtera-
péutica de un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR o
de una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii)
una segunda cantidad subterapéutica de gemcitabina. Esta
composicién contiene de forma opcional transportadores o

excipientes farmacéuticamente aceptables.
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Preferiblemente, el inhibidor de la actividad quinasa
del EGFR es erlotinib.

Tal como se utiliza aqui, el término «paciente» se re-
fiere preferiblemente a una persona que necesita un trata-
miento con un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
para cualquier finalidad, y mas preferiblemente a una per-
sona que necesita este tratamiento para tratar el céncer o
un trastorno o lesidédn precanceroso. Sin embargo, el término
«paciente» también puede referirse a animales no humanos,
preferiblemente mamiferos como perros, gatos, caballos, va-
cas, cerdos, ovejas o primates no humanos, entre otros, que
necesitan un tratamiento con un inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR

En una realizacién preferida, el paciente es una per-
sona que necesita tratamiento para el céncer o para una le-
sién o trastorno precanceroso. Preferiblemente, se trata de
cualquier céncer tratable, de forma tanto parcial como com-
pleta, mediatne la adminstracién de un inhibidor de la ac-
tividad quinasa del EGFR. El cidncer puede ser, por ejemplo:
cancer de pulmén, cancer de pulmén no microcitico (CPNM),
cancer de pulmébn de células bronquioloalveolares, cancer
6seo, cancer pancreatico, cancer de piel, cidncer de cabeza
y cuello, melanoma cuténeo o intraocular, cancer de f1tero,
cadncer de ovario, cancer rectal, céncer de la regién anal,
cancer de estémago, cancer gastrico, cancer de colon, céan-
cer de mama, cancer de las trompas de falopio, carcinoma
del endometrio, carcinoma del cérvix, carcinoma vaginal,

carcinoma vulvar, enfermedad de Hodgkin, cancer de eséfaqgo,
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cidncer de intestino delgado, cancer del sistema endocrino,
cAncer de tiroides, céancer de paratiroides, céncer de la
glindula adrenal, sarcoma de tejidos blandos, céncer de
uretra, cincer de pene, céncer de préstata, céncer de veji-
ga, cancer de riflébn o de uréter, carcinoma de células rena-
les, carcinoma de pelvis renal, mesotelioma, cancer hepato-
celular, céancer biliar, leucemia crénica o aguda, linfomas
linfociticos, neoplasmas del sistema nervioso central
(SNC}, tumores en la columna vertebral, glioma del tronco
encefalico, glioblastoma multiforme, astrocitomas, schwan-
nomas, ependimomas, meduloblastomas, meningiomas, carcino-
mas de células escamosas, adenoma hipofisario, incluyendo
versiones refractarias de cualquiera de los céanceres men-
cionados o una combinacién de los mismos. El trastorno o la
lesién precancerosa incluye, por ejemplo, el grupo formado
por: leucoplasia oral, queratosis actinica (queratosis so-
lar), pdélipos precancerosos de colon o recto, displasia
epitelial gastrica, displasia adenomatosa, sindrome de cén-
cer de colon hereditario no asociado a poliposis (CCHNP),
eséfago de Barrett, displasia vesicular y alteraciones cer-
vicales precancerosas. En este caso se prefiere que el can-
cer sea cancer de colon y, se prefiere de forma especial
que sea cancer colorrectal. También se prefeire que sea
cancer de pulmén y, en especial, cancer de pulmén no micro-
citico (CPNM).

En el caso de la presente invencidén, «coadministrar» y
«coadministracién de» gemcitabina con un inhibidor de la

actividad quinasa del EGFR (ambos componentes a partir de
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ahora denominados los «dos agentes activos») hacen referen-
cia a cualquier administracién de los dos agentes activos,
de forma separada o conjunta, en la que los dos agentes ac-
tivos son administrados dentro de un régimen apropiado de
dosis para obtener los efectos beneficiosos del tratamiento
combinado. Por lo tanto, los dos agentes activos pueden ad-
minlstrarse como parte de la misma composicién farmacéutica
o en composiciones farmacéuticas separadas. La administra-
cién de gemcitabina puede ser previa o posterior a la admi-
nistracién del inhibidor de la actividad quinasa del EGFR,
a la vez que ésta, o en cualquier combinacién de estas tres
formas. En los casos en que el inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR es administrado al paciente en intervalos
repetidos, p. ej. durante un ciclo estédndar de tratamiento,
la gemcitabina puede administrarse de forma previa, a 1la
vez o de forma posterior a cada administracién del inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR, o en alguna combina-
cién de las mismas, o a intervalos diferentes en relacidn
con el tratamiento con el inhibidor de la actividad quinasa
del EGFR, o en una dosis uUnica previa a, en cualquier mo-
mento durante o posteriormente al ciclo de tratamiento con
el inhibidor de la actividad guinasa EGFR.

El inhibidor de la actividad quinasa del EGFR se admi-
nistrard al paciente de forma caracteristica en un régimen
de dosis que proporcione el tratamiento mis efectivo del
cidncer (desde las dos perspectivas de eficacia y seguridad)
por el que se estd tratando al paciente, tal como se conoce

en la materia y como se describe, p. ej., en la Publicacién
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de Patente Internacional nam. WO 01/34574. Al llevar a cabo
el método de tratamiénto de la presente invencién, el in-
hibidor de la actividad quinasa del EGFR puede administrar-
se de cualquier forma efectiva conocida en el ambito, como
via oral, tépica, intravenosa, intraperitoneal, intramuscu-
lar, intrarticular, subcutdnea, intranasal, intraocular,
vaginal, rectal o intradérmica; dependiendo del tipo de
cédncer a tratar, del tipo de inhibidor de la actividad qui-
nasa del EGFR utilizado (p. ej., molécula pequefia, anti-
cuerpo, RNAi o constructo antisentido) y del juicio médico
del profesional sanitario que lo prescribe basiandose en, p.
ej., los resultados de estudios clinicos publicados.

La cantidad de inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR administrado y la pauta de administracién del inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR dependerd del tipo
(especie, sexo, edad, peso, etc.) de paciente y del tras-
torno del paciente que esta siendo tratado, de la gravedad
de la enfermedad o trastorno que estd siendo tratado y de
la via de administracién. Por ejemplo, pueden administrarse
moléculas pequefias inhibidoras de la actividad quinasa el
EGFR a pacientes a dosis de 0,001 a 100 mg/kg de peso cor-
poral por dia o semana en dosis (Gnicas o divididas, o me-
diante infusién continua (véase, p. ej., Publicacién de Pa-
tente Internacional num. WO 01/34574). En particular, se
puede administrar erlotinib HCl en pacientes a dosis que
oscilan entre 5 y 200 mg por dia, o entre 100 y 1600 mg por
semana, en una dosis dnica o dividida, o mediante infusién

continua. Una dosis preferida es 150 mg/dia. Se puede admi-
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nistrar un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR basa-
do en anticuerpos, RNAi o constructos de tipo ribozima en
pacientes a dosis que oscilan entre 0,1 y 100 mg/kg de peso
corporal por dia o por semana en una dosis Gnica o dividi-
da, o mediante infusién continua. En algunos casos, niveles
de dosificacién por debajo del limite inferior de los in-
tervalos mencionados pueden resultar mas adecuados, mien-
tras que, en otros casos, deben utilizarse dosis todavia
mayores sin causar efectos adversos dafiinos, siempre vy
cuando dichas dosis mayores se dividan primero en varias
dosis mas pequeilas para su administracién a lo largo del
dia.

Los inhibidores de la actividad quinasa del EGFR y la
gemcitabina pueden administrarse de forma separada o a la
vez por la misma via de administracidén o por vias distintas
Yy en una amplia variedad de formas de dosificacidédn distin-
tas. Por ejemplo, es preferible la administracién del in-
hibidor de la actividad quinasa del EGFR por via oral o pa-
renteral, mientras que es preferible la administracién de
la gemcitabina por via parenteral. Cuando el inhibidor de
la actividad quinasa del EGFR es erlotinib HCl (Tarceva™)
se prefiere la administracién oral.

El inhibidor de la actividad quinasa del EGFR se puede
administrar con diversos transportadores inertes farmacéu-
ticamente aceptables en forma de comprimidos, cdpsulas,
pastillas romboidales, troches, grageas, polvos, espréais,
cremas, ungllentos, supositorios, gelatinas, geles, pastas,

lociones, pomadas, elixires, jarabes y similares. La admi-
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nistracién de dichas formas farmacéuticas puede llevarse a
cabo en dosis unicas o miltiples. Entre los transportadores
se encuentran diluyentes sélidos o sustancias de relleno,
medios acuosos estériles y diversos disolventes organicos
no téxicos. Las composiciones farmacéuticas de administra-
cién oral pueden endulzarse o aromatizarse apropiadamente.

El inhibider de la actividad quinasa del EGFR se puede
administrar con diversos transportadores inertes farmacéu-
ticamente aceptables en forma de comprimidos, cépsulas,
pastillas romboidales, troches, grageas, polvos, espréiis,
cremas, unglentos, supositorios, gelatinas, geles, pastas,
lociones, pomadas, elixires, jarabes y similares. La admi-
nistracién de dichas formas farmacéuticas puede llevarse a
cabo en dosis tUnicas o miltiples. Entre los transportadores
se encuentran diluyentes sélidos o sustancias de relleno,
medios acuosos estériles y diversos disolventes orgénicos
no téxicos.

Todas las formulaciones que constan de un inhibidor
proteinico de la actividad quinasa del EGFR se deben selec-
cionar de manera que se evite la desnaturalizacién o degra-
dacién y la pérdida de la actividad biolégica del inhibi-
dor.

Se conocen en el ambito los métodos de preparaciédn de
composiciones farmacéuticas que constan de un inhibidor de
la actividad quinasa de EGFR y se han descrito, p. ej. en
la Publicacidébn de Patente Internacional nim. WO 01/34574.
También se conocen bien en el ambito los métodos de prepa-

racién de composiciones farmacéuticas que contienen gemci-
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tabina. En vista de lo que se ha comentado en la presente
invencién, los métodos de preparacién de una composicién
farmacéutica que consta de un inhibidor de la actividad
quinasa de EGFR y gemcitabina seran evidentes a partir de
las publicaciones citadas antes y de otras referencias co-
nocidas, como Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Pu-
blishing Company, Easton, Pa., 1B8*" edicién (1990).

En el caso de la administraciédn oral de un inhibidor
de la actividad quinasa del EGFR, se combinan comprimidos
que contienen uno de los principios activoes o ambos con
cualquier excipiente, p. ej., celulosa microcristalina, ci-
trato sédico, carbonato calcico, fosfato dicdlcico y glici-
na, junto con diversos desintegrantes como el almidén (pre-
feriblemente, almidén de maiz, patata o tapioca), dacido al-
ginico y determinados silicatos complejos, junto con aglu-
tinantes como la pirrolidona de polivinilo, la sacarosa, la
gelatina y la acacia. Adicionalmente, los agentes lubrican-
tes como el estearato de magnesio, el lauril sulfato sédico
y el talco a menudo son muy utiles para la formacién del
comprimido. También se pueden utilizar composiciones séli-
das de un tipo similar como relleno en cdpsulas de gelati-
na; entre los materiales preferidos con relacién a esto
también incluye lactosa o azucar de la leche, asfi como po-
lietilenglicol de elevado peso molecular. Cuando se prefie-
ren suspensiones acuosas o0 elixires para su administracidén
oral, el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR puede
combinarse con diversos agentes endulzantes o aromatizan-—

tes, sustancias colorantes o© colorantes y, si se desea,
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también con agentes emulsionantes o de suspensién, junto
con diluyentes como agua, etanol, propilenglicol, glicerina
y diversas combinaciones de los mismos.

Para la administracién parenteral de uno de los agen-
tes o de ambos, se pueden utilizar soluciones en aceite de
sésamo o cacahuete o en solucién acuosa de propilenglicol,
asi como, soluciones acuosas estériles que constan del
principio activo o de la correspondiente sal soluble en
agua del mismo. Es preferible que dichas soluciones acuosas
estériles estén adecuadamente tamponadas y, también es pre-
ferible que sean isoténicas, p. ej., con la cantidad de sal
o glucosa suficiente. Estas soluciones acuosas en particu-
lar son especialmente apropiadas para su administracién me-
diante inyeccién intramuscular, subcutidnea e intraperito-
neal. Las soluciones oleosas son apropiadas para la inyec-
cién por via intrarticular, intramuscular y subcuténea. La
preparacién de todas estas soluciones en condiciones esté-
riles se consique fdcilmente mediante procedimientos farma-
céuticos estdndar bien conocidos por los expertos en la ma-~
teria. Cualquier formulacién parenteral seleccionada para
la administracién de inhibidores proteinicos de la activi-
dad quinasa del EGFR deben seleccionarse de manera gue se
evite la desnaturalizacién y la pérdida de actividad biolé-
gica del inhibidor.

Adicicnalmente, es posible administrar por via tépica
uno o ambos de los principios actives, a través de, por
ejemplo, cremas, lociones, gelatinas, geles, pastas, poma-

das, unglentos y similares, de acuerdo con procedimientos
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farmacéuticos esténdar. Por ejemplo, se puede preparar una
formulaciébn tépica que contenga tanto un inhibidor de 1la
actividad quinasa del EGFR como gemcitabina en una concen-
tracién que oscile entre 0,1 % (w/v) y 5 % (w/v).

Cuando se utiliza con fines veterinarios, los princi-
pios activos se pueden administrar en animales de forma se-
parada o a la vez utilizando cualquiera de las formas y de
las vias de administracién descritas anteriormente. En una
realizacidén preferida, el inhibidor de la actividad quinasa
del EGFR se administra en forma de capsula, bolo, comprimi-
do, liquido para administracién oral, inyeccién o implante.
Como alternativa, el inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR se puede administrar con la comida y, con ese objeti-
vo, se puede preparar un aditivo concentrado para el ali-
mento o una premezcla para un animal normal. La gemcitabina
se administra, preferentemente, de forma oral con pistola
dosificadora, mediante inyeccién o como implante. Dichas
formulaciones se preparan de forma convencional de acuerdo
con procedimientos veterinarios estandar.

La presente invencién proporciona un equipo que consta
de un envase Gnico que contiene un inhibidor de la activi-
dad quinasa del EGFR y gemcitabina. La presente invencién
ademds proporciona un primer envase que consta de un in-
hibidor de la actividad quinasa del EGFR y un segundo enva-
se que contiene gemcitabina. En una realizaciédn preferida,
el equipo de envases puede incluir ademds un transportador
farmacéuticamente aceptable. Ademas, el equipo puede in-

cluir un diluyente estéril, que se almacena preferiblemente
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en un envase adicional separado. El equipo ademds incluye
un documento anexo adicional con las instrucciones impresas
para dirigir el uso del tratamiento combinado como un méto-
do para el tratamiento del céncer.

Tal como se utiliza aqui, el término «inhibidor de la
actividad quinasa del EGFR» se refiere a cualquier inhibi-
dor de la actividad quinasa del EGFR que se conozca actual-
mente en el ambito o que se identifique en el futuro e in-
cluye cualquier entidad quimica que, tras su administracién
al paciente, produce la inhibicién de la actividad biolégi-
ca asociada a la activacién del receptor EGF en el pacien-
te, incluyendo los efectos biolégicos derivados de la unién
del receptor EGF a su ligando natural. Dichos inhibidores
de la actividad quinasa del EGFR incluyen cualquier agente
que pueda bloquear la activacién de EGFR o cualquier de los
efectos biolégicos derivados de su activacién que son im-
portantes en el tratamiento del cancer en un paciente. Di-
cho inhibidor puede actuar mediante la unién directa al do-
minio intracelular y la inhibicién de su actividad quinasa.
Alternativamente, dicho inhibidor puede actuar ocupando el
gitio de unién del ligande o una porcién del mismo en el
receptor EGFR, de ese modo el receptor resulta inaccesible
a su ligando natural y su actividad bioclbgica se ve reduci-
da o impedida. Alternativamente, dicho inhibidor puede ac-
tuar modulando la dimerizacién de los polipéptidos EGFR o
la interaccién del polipéptido EGFR con otras proteinas,
estimulando la ubiquitinizacién y la degradacién endocitica

del EGFR. Entre los inhibidores de la actividad quinasa del
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EGFR se encuentran, pero no son los udnicos, inhibidores de
bajo peso molecular; anticuerpos o fragmentos de anticuer-
pos, constructos antisentido, inhibidores pequefios del RNA
[es decir, RNA interferencia mediante dsRNA (RNA de doble
cadena, del inglés double stranded); RNAi] y ribozimas. En
una realizacién preferida, el inhibidor de 1la actividad
quinasa del EGFR es una pequefia molécula orgdnica o un an-
ticuerpo que se une especificamente al EGFR humano.

Los inhibidores de la quinasa EGFR que incluyen, por
ejemplo, inhibidores quinazolina de la quinasa del EGFR,
inhibidores piridopirimidina de la quinasa del EGFR, in-
hibidores pirimidopirimidina de la quinasa del EGFR, in-
hibidores pirrolpirimidina de la quinasa del EGFR, inhibi-
dores pirazolopirimidina de la quinasa del EGFR, inhibido-
res fenilaminopirimidina de la quinasa del EGFR, inhibido-
res oxindol de la quinasa del EGFR, inhibidores indolocar-
bazol de la quinasa del EGFR, inhibidores ftalazina de la
quinasa del EGFR, inhibidores quinalona de la quinasa del
EGFR, inhibidores tirfostin de la quinasa del EGFR, 1los
cuales han sido descritos en las siguientes publicaciones
de patentes y todas las sales y solvatos farmacéuticamente
aceptables de dichos inhibidores de la actividad quinasa
del EGFR: Publicacién de Patente Internacional nim WO
96/33980, WO 96/30347, WO 97/30034, WO 97/30044, WO
97/38994, WO 97/49688, WO 98/02434, WO 97/38983, WO
95/19774, WO 95/19970, WO 97/13771, WO 98/02437, WO
98/02438, WO 97/32881, WO 98/33798, WO 97/32880, WO
97/3288, WO 97/02266, WO 97/27199, WO 98/07726, WO
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97/34895, WO 96/31510, WO 98/14449, WO 98/14450, WO
98/14451, WO 95/09847, WO 97/19065, WO 98/17662, WO
99/35146, WO 99/35132, WO 99/07701, y WO 92/20642; Solici-
tud de Patente Europea num. EP 520722, EP 566226, EP
787772, EP 837063 y EP 682027; Patente U.S. nam. 5,747,498,
5,789,427, 5,650,415, y 5,656,643; y Solicitud de Patente
Alemana ndim. DE 19629652. Ejemplos adicionales no limitados
a inhibidores de la actividad quinasa de EGFR de bajo peso
molecular se encuentran cualquiera de los inhibidores de la
actividad quinasa descritos en Traxler, P., 1998, Exp.
Opin. Ther. Patents B(12):1599-1625.

Ejemplos especificos preferidos de inhibidores de 1la
actividad quinasa de EGFR de bajo peso molecular que se
pueden utilizar de acuerdo con la presente invencién inclu-
yen [6,7-bis (2-metoxietoxi)-4-quinazolin-4-il]-(3-
etinilfenil) amina (también conocida como 0SI-774, erloti-
nib o Tarceva™ (erlotinib  HC1): OSI Pharmaceuti-
cals/Genentech/Roche) (Pat U.S. nim. 5,747,498; Publicacién
de Patente Internacional nim. WO 01/34574, y Moyer, J.D. et
al. (1997) Cancer Res. 57:4838-4848B); CI-1033 (conocida an-
teriormene como PD183805; Pfizer) (Sherwood et al., 1999,
Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 40:723); PD-158780 (Pfizer):;
AG-1478 (University of California); CGP-59326 (Novartis);
PKI-166 (Novartis); EKB-569 (Wyeth); GW-2016 (también cono-
cida como GW-572016 o lapatinib ditosilato ; GSK); y gefi-
tinib (también conocido como ZD1839 o Iressa™; Astrazeneca)
(Woodburn et al., 1997, Proc. Am. Assoc. Cancer Res.

38:633). Un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR de
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bajo peso molecular especlalmente escogido que se puede
utilizar de acuerdo con la presente invencidén es [6,7-
bis({2-metoxietoxi)-4-quinazolin-4-il]-(3-etinilfenil) amina
(es decir. erlotinib), su clorhidrato (es decir, erlotinib
clorhidrato, Tarceva™), u otras sales (p. ej. erlotinib me-
silato).

Entre los inhibidores de la actividad quinasa del EGFR
basados en anticuerpos se encuentra cualquier anticuerpo
anti~EGFR o fragmento de anticuerpo que pueda blogquear par-
cial o totalmente la activacién de EGFR por su ligando na-
tural. Ejemplo de inhibidores de la actividad quinasa del
EGFR basados en anticuerpos, aunque no se limitan a estos,
son los que se describen en Modjtahedi, H., et al., 1993,
Br. J. Cancer 67:247-253; Teramoto, T., et al., 1996, Can-
cer 77:639-645; Goldstein et al., 1995, Clin. Cancer Res.
1:1311-1318; Huang, S. M., et al., 1999, Cancer Res.
15:59(8):1935-40; y Yang, X., et al,, 1999, Cancer Res.
59:1236-1243. Asi, el inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR puede ser el anticuerpo monoclonal Mab E7.6.3 (Yang,
X.D. et al. (1999) cancer mes. 59:123s-43), O Mab C225 (Acceso ATCC
nim. HB-8508), © un anticuerpo o fragmento de anticuerpo
que posea la especificidad de unién del mismo. Entre los
anticuerpos monoclonales apropiados como inhibidores de la
actividad quinasa del EGFR se encuentran, aunque no estén
limitados a ellos, IMC-C225 (también conocido como cetuxi-
mab o Erbitux™; Imclone Systems), ABX-EGF (Abgenix), EMD
72000 (Merck KgaA, Darmstadt), RH3 (York Medical Bioscience

Inc.), y MDX-447 (Medarex/ Merck KgaA).

40



10

15

20

25

-— 39 —

Se pueden obtener inhibidores adicionales de la acti-
vidad quinasa del EGFR basados en anticuerpos mediante la
administracién del antigeno o epitopo apropiado en un ani-
mal huésped seleccionado, p. ej. cerdos, vacas, caballos,
conejos, cabras, ovejas y ratones, entre otros. Se pueden
utilizar diversos adyuvantes conocidos en el ambito para
estimular la produccién de anticuerpos.

Aunque los anticuerpos uUtiles para la puesta en prac-
tica de la invencién pueden ser policlonales, se prefieren
los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos monoclonales
contra EGFR se pueden preparar y aislar utilizando cual-~
quier técnica que proporcione la produccién de moléculas de
anticuerpo mediante lineas celulares establecidas en culti-
vo. Entre dichas técnicas de produccién y aislamiento, aun-
que no son las Unicas, se encuentran la técnica del hibri-
doma descrita originalmente por Kohler y Milstein; la téc-
nica del hibridoma de linfocitos B humanos (Kosbor et al.,
1983, Immunology Today 4:72; Cote et al., 1983, Proc. Nati.
Acad. Sci. USA 80: 2026-2030); y la técnica del hibridoma
EBV (Cole et al, 1985, Monoclonal Antibodies y Cancer The-
rapy, Alan R. Liss, Inc., pp. 77-96).

Alternativamente, se pueden adaptar las técnicas des-
critas para la produccién de anticuerpos de una sola cadena
(véase, p. ej., Patente U.S. num. 4,946,778) para producir
anticuerpos anti~EGFR de cadena tnica. Entre los inhibido-
res de la actividad quinasa de EGFR basados en anticuerpos
que son Utiles para la puesta en practica de la presente

invencién también se encuentran, aunque no estan limitados
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a fragmentos F(ab’).sub.2 de anticuerpo anti-EGFR, que se
pueden generar por digestién con pepsina de una molécula de
anticuerpo intacta, y fragmentos Fab, que se pueden generar
mediante la reducciétn de los puentes disulfuro de los frag-
mentos F(ab’).sub.2. Alternativamente, se pueden construir
bibliotecas de expresién Fab o scFv (véase, p. ej., Huse et
al., 1989, Science 246: 1275-1281) para permitir la rapida
identificacién de fragmentos que poseen la especificidad
deseada frente a EGFR.

Las técnicas de produccién y aislamiento de anticuer-
pos monoclonales y fragmentos de anticuerpo son ampliamente
conocidas en el campo y estan descritas en Harlow y Lane,
1988, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, y en J. W. Goding, 1986, Monoclonal Antibodies:
Principles y Practice, Academic Press, London. También es
posible preparar anticuerpos y fragmentos de anticuerpos
humanizados anti-EGFR de acuerdo con técnicas conocidas co-
mo las descritas en Vaughn, T. J. et al., 1998, Nature Bio-
tech. 16:535-539 y en referencias alli citadas, y estos an-
ticuerpos o fragmentos de los mismos también son 1dtiles en
la practica de la presente invencién.

Los inhibidores de la actividad quinasa del EGFR que
se utilizan en la presente invencién pueden estar basados
de forma alternativa en constructos oligonucleotidicos an-
tisentido. Los oligonucleétidos antisentido, que incluyen
moléculas de RNA antisentido y de DNA antisentido, actuari-
an para bloquear de forma directa la traducciédn del mRNA

del EGFR al unirse al mismo y asi evitar la traduccién de
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proteinas o aumentar la degradacién del mRNA, dando lugar a
un descenso del nivel de proteina gquinasa del EGFR y, por
tanto, de la actividad en una célula. Por ejemplo, se pue-
den sintetizar oligonucleétidos antisentido de al menos 15
bases, complementarios a regiones udnicas de la secuencia
del transcrito de mRNA que codifica el EGFR, y esto se pue-
de realizar mediante, p.ej., técnicas fosfodiéster conven-
cionales, y administrar por, p.ej., inyeccién o infusién
intravencsa. Los métodos de utilizacién de técnicas anti-
sentido para inhibir de forma especifica la expresidn géni-
ca de genes cuya secuencia se conoce son vastamente conoci-
dos en el ambito (véanse p.ej. los nims. de Patente esta-
dounidense 6 566 135, 6 566 131, 6 365 354, 6 410 323, 6
107 091, 6 046 321 y 5 981 732).

Los RNA inhibidores pequefios (siRNA, del inglés small
inhibitory RNA) también pueden funcionar como inhibidores
de la actividad quinasa del EGFR, de utilidad en la presen-
te invencién. La expresidén génica del EGFR se puede reducir
poniendo en contacto el tumor, el sujeto o la célula con un
RNA de doble cadena {(dsRNA, del inglés double stranded RNA)
peqguefio, o con un vector o un constructo, que cause la pro-
duccidédn de un RNA de doble cadena pequefio de forma que la
expresién del EGFR esté inhibida de forma especifica (es
decir, RNA interferencia o RNAi). Los métodos de selecciédn
de un dsRNA o un vector que codifique dsRNA apropiados son
ampliamente conocidos en el ambito en el caso de genes cuya
secuencia se conoce (véanse, p.ej., Tuschi, T. et al.

(1999) Genes Dev. 13{(24):3191-3197; Elbashir, S.M. et al.
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(2001) Nature 411:494-498; Hannon, G.J. (2002) Nature
418:244-251; McManus, M.T. and Sharp, P. A. (2002) Nature
Reviews Genetics 3:737-747; Bremmelkamp, T.R. et al. (2002)
Science 296:550-553; Patentes Estadounidenses nam.
6 573 099 y 6 506 559; y las Publicaciones de Patente In-
ternacional nim. WO 01/36646, WO 99/32619 y WO 01/68836).

Las ribozimas también pueden actuar como inhibidores
de la actividad quinasa del EGFR de uso en la presente in-
vencién. Las ribozimas son moléculas de RNA enzimidtico ca-
paces de catalizar la escisién especifica del RNA. Los me-
canismos de accién de las ribozimas implican la hibridacién
especifica de secuencia de la molécula de ribozima con un
RNA diana complementario, seqguida de una escisién endonu-
cleolitica. Por esta razén, las moléculas de ribozima con
motivo hammerhead modificadas que catalizan de forma espe-
cifica y eficiente la escisién endonucleoclitica de la se-
cuencia de mRNA del EGFR son de utilidad dentro del ambito
de la presente invencién. Inicialmente se identifican los
sitios especificos de escisidén para ribozimas de cualquier
posible RNA diana mediante el cribado de la molécula diana
en busca de sitios de escisidén para ribozimas, que de forma
caracteristica incluyen las sigquientes secuencias: GUA, GUU
y GUC. Una vez identificados, es posible evaluar las carac-
teristicas estructurales predichas, como la estructura se-
cundaria, que puedan hacer que la secuencia oligonucleoti-
dica no sea apropiada, de secuencias cortas de RNA de unos
15 a 20 ribonucledétidos que corresponden a la regién del

gen diana que contiene el sitio de escisién. También se
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puede evaluar la adecuacidén de posibles dianas mediante el
andlisis de su accesibilidad a la hibridacién con oligonu-
cleétidos complementarios wutilizando, p.ej.,- ensayos de
proteccién frente a la ribonucleasa.

Tanto los oligonucledétidos antisentido como las ribo-
zimas que son de utilidad como inhibidores de la actividad
quinasa del EGFR se pueden preparar mediante métodos cono-
cldos. Estos incluyen técnicas de sintesis quimica como, p
ej., la sintesis quimica en fase sélida por el método de la
fosoramidita. Alternativamente, se pueden generar moléculas
de RNA antisentido mediante la transcripcién in vitro o in
vivo de secuencias de DNA que codifican la molécula de RNA.
Estas secuencias de DNA se pueden incorporar en una amplia
variedad de vectores que incorporan promotores adecuados de
la RNA polimerasa como los promotores de la polimerasa T7 o
SP6. Es posible introducir diversas modificaciones en los
oligonuclebétidos de la invencidén como medio para incremen-
tar la estabilidad y la semivida intracelular. Las modifi-
caciones posibles incluyen, entre otras, la adicién de se-
cuencias flangueantes de ribonucleétidos o desoxirribonu-
cleétidos en los extremos 5' o 3' terminales de la molécu-
la, o la utilizaciébn de enlaces fosforoticato o 2'-0-
metilo, en lugar de enlaces fosfodiéster, en la estructura
del esqueleto oligonucleétidico.

La invencién también comprende una composicién farma-
céutica que estd formada por una combinacién de inhibidor
de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina, a su vez

combinada con un transportador farmacéuticamente aceptable.
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De forma preferible, la composicién estd formada por
un transportador farmacéuticamente aceptable y una cantidad
terapéuticamente efectiva y no téxica de una combinacién de
un compuesto inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y
gemcitabina (incluyendo sales farmacéuticamente aceptables
de cada uno de estos componentes).

Ademas, en esta misma realizacibén, la invencién englo-
ba una composicién farmacéutica destinada al tratamiento de
enfermedades y cuyo uso da lugar a la inhibicién del creci-
miento de células neoplasicas, tumores benignos o malignos
o metastdsis, que contiene un transportador farmacéutica-
mente aceptable y una cantidad terapéutiamente efectiva y
no téxica de una combinacién de compuesto inhibidor de 1la
actividad quinasa del EGFR y gemcitabina (incluyendo sales
farmacéuticamente aceptables de cada uno de estos componen-
tes).

El término «sales farmacéuticamente aceptables» hace
referencia a sales preparadas a partir de bases o dcidos no
téxicos farmacéuticamente aceptables. Cuando un compuesto
de la presente invencién es &acido, su sal correspondiente
puede prepararse de forma practica a partir de bases no
téxicas farmacéuticamente aceptables, que incluye bases in-
organicas y bases orgdnicas. Las sales derivadas de estas
bases inorganicas incluyen sales de aluminio, amonio, cal-
cio, cobre (ciprica y cuprosa), sales férricas, ferrosas,
de litio, magnesio, manganeso (manganica y manganosa), de
potasio, sodio, cinc y sales similares. En particular se

prefieren las sales de amonio, calcio, magnesio, potasio y
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sodio. Las sales derivadas de bases no téxicas orgénicas
farmacéuticamente aceptables incluyen sales de aminas pri-
marias, secundarias o terciarias, asi como aminas ciclicas
y aminas sustituidas como las aminas sustituidas naturales
o las sintéticas. Otras bases no téxicas organicas farma-
céuticamente aceptables a partir de las que se pueden for-
mar sales incluyen resinas de intercambio iénico como, por
ejemplo, arginina, betaina, cafeina, colina, N’ ,N’-
dibenciletilenodiamino, dietilamina, 2-dietilaminoetanol,
2-dimetilaminoetanol, etanolamina, etilenodiamina, N-
etilmorfolina, N-etilpiperidina, glucamina, glucosamina,
histidina, hidrabamina, isopropilamina, lisina, metilgluca-
mina, morfolina, piperazina, piperidina, resinas de polia-
mina, procaina, purinas, teobromina, trietilamina, trimeti-
lamina, tripropilamina, trometamina y similares.

En los casos en que un compuesto de la presente inven-
cion sea bdsico, su sal correspondiente puede prepararse de
forma practica a partir de &acidos no téxicos farmacéutica-
mente aceptables, que incluye acidos organicos e inorgéni-
cos. Estos 4&cidos incluyen, entre otros, los sigquientes:
dAcido acético, bencenosulfénico, benzdico, alcanforsulfédni-
co, citrico, etanosulfédnico, fumarico, glucénico, glutémi-
co, bromhidrico, clorhidrico, isetidénico, lactico, maleico,
malico, mandélico, metanosulfénico, micico, nitrico, paméi-
co, pantoténico, fosférico, succinico, sulfirico, tartéri-
co, p-toluenosulfénico y similares. Los acidos particular-
mente preferidos son el citrico, hidrobrémico, clorhidrico,

maleico, fosférico, sulfarico y tartarico.
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Las composiciones farmcéuticas de la presente inven-
¢cién contienen una combinaciédn de compuesto inhibidor de la
actividad quinasa del EGFR y gemcitabina (incluyendo sales
farmacéuticamente aceptables de cada uno de estos componen-
tes) como ingrediente activo, un transportador farmacéuti-
camente aceptable y, de forma opcional, otros ingredientes
terapéuticos o adyuvantes. Otros agentes terapéuticos pue-
den incluir aquellos agentes citotéxicos, quimioterapéuti-
cos o antineoplasicos, o agentes que potencien los efectos
de los primeros agentes antes enumerados. Las composiciones
incluyen composiciones adecuadas para su administracién
oral, rectal, tépica y parenteral (incluyendo la subcuta-
nea, intramuscular e intravenosa), aunque la via mAs ade-
cuada en cada caso en particular dependera del sujeto en
particular y de la naturaleza y gravedad de los trastornos
para los que se administra el ingrediente activo. Las com-
posiciones farmacéuticas se pueden presentar de forma con-
veniente en forma de dosis unitaria y se pueden preparar
mediante cualquiera de los métodos ampliamente conocidos en
el dmbito de la farmacia.

En la practica, los compuestos de esta invencién re-
presentados por una combinacién de compuesto inhibidor de
la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina (incluyendo sa-
les farmacéuticamente aceptables de cada uno de estos com-
ponentes) se pueden combinar como el ingrediente active
mezclado de forma homogénea con un transportador farmacéu-
tico segiin las técnicas farmacéuticas convencionales de

formacién de compuestos. El transportador puede ser de una
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gran variedad de formas en funcién de la forma de presenta-
cién deseada para la administracién, p.ej. oral o parente-
ral (incluida la intravenosa). Por esta razén, las composi-
ciones farmacéuticas de la presente invencién pueden pre-
sentarse en forma de unidades discretas adecuadas para la
administracién oral, como cépsulas, cachets o comprimidos,
cada uno de ellos conteniendo una cantidad predeterminada
del ingrediente activo. Ademids, las composiciones pueden
presentarse en forma de polvos, grénulos, en soluciédn, en
suspensidn en un liquido acuoso, como un liquido no acuoso,
como una emulsidén de aceite en agua o como una emulsién de
agua en aceite. Aparte de las formas de administracién
habituales descritas, también se puede administrar una com-
binacién de compuesto inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR y gemcitabina (incluyendo sales farmacéuticamente
aceptables de cada uno de estos componentes) mediante sis-
temas de liberacién controlada o mecanismos de administra-
cién. Las composiciones combinadas pueden prepararse em-
pleando cualquiera de los métodos farmacéuticos habituales.
De forma general, estos métodos incluyen un paso de asocia-
cioén de los ingredientes activos con el transportador que
constituye uno o mas ingredientes necesarios. Generalmente,
las composiciones se preparan mediante la mezcla uniforme y
homogénea del ingrediente activo con transportadores liqui-
dos, transportadores sdélidos finamente fraccionados o con
ambos. A continuacidén, ya se puede dar al producto la forma
de la presentacidédn deseada.

Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas de esta
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invencién pueden incluir un transportador farmacéuticamente
aceptable y una combinacién de compuesto inhibidor de 1la
actividad quinasa del EGFR y gemcitabina (incluidas sales
farmacéuticamente aceptables de cada uno de estos componen-—
tes). También es posible incluir una combinacién de com-~
puesto inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemci-
tabina (incluidas sales farmacéuticamente aceptables de ca-
da uno de estos componentes) en composiciones farmacéuticas
de forma conjunta con uno o mas compuestos terapéuticamente
activos. Otros compuestos terapéuticamente activos incluyen
esos agentes citotéxicos, quimioterapéuticos o antineopléa-
sicos, o agentes que potencien los efectos de estos prime-
ros, antes citados.

Asi, en una realizacién de esta invencién, una compo-
sicién farmacéutica puede comprender un compuesto inhibidor
de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina en combina-
cién con un agente antineoplasico, en la que dicho agente
antineopléasico es un miembro seleccionado del grupo formado
por farmacos alquilantes, antimetabolitos, inhibidores de
los microtidbulos, podofilotoxinas, antibiéticos, nitrosou-
reas, tratamientos hormonales, inhibidores de quinasas, ac-
tivadores de la apoptosis de células tumorales y agentes
antiangiogénicos.

El transportador farmacéutico empleado puede ser, por
ejemplo, un sélido, un liquido o un gas. Algunos ejemplos
de transportadores sdélidos son: lactosa, terra alba, saca-
rosa, talco, gelatina, agar, pectina, acacia, estearato de

magnesio y acido estedrico. Algunos ejemplos de transporta-
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dores liquidos son el jarabe de glucosa, el aceite de caca-
huete, el aceite de oliva y el agua. Y ejemplos de trans-
portadores gaseosos incluyen el diéxido de carbono y el ni-
trégeno.

Para la preparacién de composiciones de administracién
oral, es posible emplear cualquier medio farmacéutico con-
veniente. Por ejemplo, se puede utilizar agua, glicoles,
aceites, alcoholes, agentes aromatizantes, conservantes,
agentes colorantes y similares, para formar preparaciones
liquidas orales como suspensiones, elixires y soluciones:
mientras que para formar preparaciones sédlidas orales como
polvos, céapsulas o comprimidos, es posible utilizar trans-
portadores como almidones, azicares, celulosa microcrista-
lina, diluyentes, agentes granulantes, lubricantes, agluti-
nadores, agentes desintegrantes y similares. Debido a su
facilidad de administracién, los comprimidos y las cipsulas
son las unidades de administracién oral preferidas cuando
se emplean transportadores farmacéuticos sélidos. Los com-
primidos pueden estar recubiertos de forma opcional median-
te técnicas acuosas o anhidras estandar.

Un comprimido que contenga la composicién de esta in-
vencién puede prepararse por compresié4n o molienda, opcio-
nalmente con uno ¢ mAs ingredientes coadyuvantes o adyuvan-
tes. Los comprimidos pueden prepararse mediante compresién,
en una maquina adecuada, del ingrediente activo en forma de
fluido libre, como polvos o gridnulos, mezclada de forma op-
cional con un aglutinante, lubricante, diluyente inerte,

agente tensioactivo o dispersante. Los comprimidos tritura-
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dos se pueden preparar mediante molienda en una maquina
adecuada de una mezcla de compuesto en polvos humedecido
con un diluyente liquido inerte. Cada comprimido contiene
de forma preferible de unos 0,05 mg a unos 5 g del ingre-
diente activo y cada capsula o sellc contiene de forma pre-
ferible de unos 0,05 mg a unos 5 g del ingrediente activo.

Por ejemplo, una formulacién destinada a la adminis-
tracién oral en humanos puede contener de unos 0,5 mg a
unos 5 g de agente activo, formando un compuesto con una
cantidad adecuada y conveniente de material transportador
que puede variar de un 5 a un 95 % de la composicién total.
Las formas de administracién unitarias contienen general-
mente entre cerca de 1 mg y cerca de 2 g del ingrediente
activo, de forma caracteristica 25 mg, 50 mg, 100 mg,
200 mg, 300 mg, 400 mg, 500 mg, 600 mg, 800 mg o 1000 mg.

Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-
cién que son adecuadas para su administracién parenteral
pueden prepararse como sSoluciones o suspensiones de los
compuestos activos en agua. Es posible afadir un tensioac-
tivo adecuado como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa. Las
dispersiones también se pueden preparar en glicerol, polie-
tilenglicoles liquidos o mezclas de los mismos en aceites.
Ademds, se puede incluir un conservante para evitar el cre-
cimiento perjudicial de microorganismos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-
cién adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones
acuosas estériles o dispersiones. Ademds, las composiciones

pueden estar en forma de polvos estériles para la prepara-
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cién extempordnea de estas soluciones o dispersiones esté-
riles inyectables. En todos los casos, la forma inyectable
final debe estar esterilizada y ser fluida de forma efecti-
va para una facil inyeccién mediante jeringa. Las composi-
ciones farmacéuticas deben ser estables bajo las condicio-
nes de fabricacién y conservacién; por tanto, es preferible
que se preserven frente a la accidédn contaminante de mi-
croorganismos como bacterias u hongos. El1 transportador
puede ser un disolvente o un medio dispersante que conten-
ga, por ejemplo, agua, etanol, poliocl (p.ej., glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido), aceites vegeta-
les y mezclas adecuadas de los mismos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente inven-
cién se pueden presentar en una forma adecuada para el uso
tépico como, por ejemplo, aerosol, crema, pomada, locién,
polvo © similares. Ademas, las composiciones pueden estar
en una forma adecuada para su uso en dispositivos transdér-
micos. Estas formulaciones se pueden preparar utilizando
una combinacién de compuestoc inhibidor de la actividad qui-
nasa del EGFR y gemcitabina (incluyendo sales farmacéutica-
mente aceptables de cada uno de estos componentes) de esta
invencién, a través de los métodos de procesado convencio-
nales. A modo de ejemplo, una crema o una pomada se prepa-
ran mediante la mezcla de material hidréfilo y agua, junto
con de un 5 % en peso a un 10 § en peso del compuesto, para
producir una crema o una pomada que tenga la consistencia
deseada.

Las composiciones farmacéuticas de esta invencién pue-
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den presentarse en una forma adecuada para la administra-
ciébn rectal en la due el transportador sea un sélido. Es
preferible que la mezcla se presente en forma de suposito-
rios de dosis unitaria. Los transportadores adecuados in-
cluyen manteca de cacao y otros materiales de uso habitual
en el ambito. Los supositorios pueden estar formados de
forma practica mediante una primera mezcla de la composi-
cién con el transportador o los transportadores ablandados
o fundidos, seguida de la congelacidén y su colocacién en
moldes para dar la forma deseada.

Aparte de los ingredientes transportadores antes men-
cionados, las formulaciones farmacéuticas descritas ante-
riormente pueden incluir, si es pertinente, uno o varios
ingredientes transportadores, como diluyentes, soluciones
tamponadoras, agentes aromatizantes, aglutinantes, agentes
tensiocactivos, espesantes, lubricantes, conservantes (in-
cluidos los antioxidantes) y similares. Ademés, se pueden
afladir otros adyuvantes para convertir la formulacién en
isoténica respecto de la sangre del receptor previsto. Las
composiciones que contienen una combinacién de compuesto
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina
(incluyendo sales farmacéuticamente aceptables de cada uno
de estos componentes) también pueden prepararse en forma de
polvos o liquido concentrados.

Los niveles de dosis de los compuestos de la combina-
cién de esta invenciédn son aproximadamente los descritos en
este documento, o los descritos para estos compuestos en

las técnicas conocidas del ambito. Sin embargo, se cree que
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el nivel de dosis especifico para cualquier paciente en
particular dependeré de una diversidad de factores gque in-
cluyen: edad, peso corporal, estado general de salud, sexo,
pauta alimentaria, tiempo de adminstracién, via de adminis-
tracidén, tasa de excrecién, combinacién de farmacos y gra-
vedad de la enfermedad en particular que se esta tratando.

Esta invencién se comprendera mejor a partir de los
Datos Experimentales que aparecen a continuacién. Sin em-
bargo, el experto en la materia podra apreciar facilmente
que los métodos y resultados especificos comentados mera-
mente ilustran la invencién que se describe de forma mas
completa en las reivindicaciones que siguen a continuacién,
y no deben considerarse de ningin modo limitados por los
mismos.

Detalles Experimantales:

Introduccibn

El receptor del factor de crecimiento epidérmico
(HER1/EGFR} especifico de células cancerosas es una diana
molecular valiosa para el tratamiento del céncer (Ciardie-
llo, F and Tortora G. (2002) Expert Opin. Investig. Drugs
11:755-768). Gran cantidad de canceres presentan una sobre-
expresién del HER1/EGFR: carcinoma de células escamosas de
cabeza y cuello (70-100 %), céncer de pulmén no microcitico
(CPNM) (50-90 %)}, céncer de préstata (40-70 %), glioma (10-
50 %), cancer gastrico (30-60 %), cancer de mama (35-70 %),
cancer colorectal (45-80 %), céncer pancreatico (30-50 &) vy
cancer de ovario (35-60 %) (Ciardiello, F y Tortora G.

(2002) Expert Opin. Investig. Drugs 11:755-768); Salomon
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D.S., et al. (1995} Crit. Rev. Oncol. Hematol. 19:183-232).
Salomon et al también destacaron la relacién entre la so-
brexpresidén del HER1/EGFR y los pacientes con enfermedad
avanzada, metdstasis o mal pronésticeo.

CPNM es la forma mids comin de céncer de pulmén. El en-
foque del tratamiento sers diferente en funcién del grado
de extensidén de la enfermedad. En el caso de estadios ini-
cales de la enfermedad, la cirugia es el Gnico tratamiento
curativo. AaGn asi, también se puede asociar un enfoque mul-
timodal de quimio/radioterapia a mejorias de la enfermedad.
En estadios de enfermedad avanzada, la quimioterapia, que
ofrece leves mejorias en la supervivencia general, es la
opcién principal. Por lo tanto, sigue existiendo una gran
necesidad médica de buscar regimenes de tratamiento mas
efectivos y mejor tolerados para el CPNM. Se han utilizado
muchos citotédxicos como monoterapia para CPNM, que inclu-
yen: vindesina, carboplatino, etopésido, ifosfamida, ciclo-
fosfamida, vincristina y mitomicina y cisplatino ({(Rajkumar
S.V., y Adjei AA. (1998) Cancer Treat Rev. 24:35-53). La
monoterapia con estos farmacos solamente produce ligeras
mejorias, pero el tratamiento combinado con cisplatino ha
disminuido la gravedad de la enfermedad de los pacientes y
mejorado su calidad de vida en ensayos clinicos aleatoriza-
dos (Bunn P.A. Jr, y Kelly K. (1998) Clin Cancer Res.
4(5):1087-1100).

La gemcitabina se desarrollé en los afios 90 e inhibe
la ribonucleasa reductasa. La monoterapia con gemcitabina

tiene una mayor probabilidad de obtener respuesta tumoral y
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mejoria en la calidad de vida del paciente (en términos de
pérdida del cabello, néuseas o vémitos reducidos, y pérdida
del apetito) que la quimioterapia estédndar con cisplati-
no/etopbésido (ten Bokkel W.W., et al. (1999) Lung Cancer
26(2) :85-94).

La Organizacién Europea para la Investigacién y el
Tratamiento del Céncer (EORTC) ha realizado ensayos de com-
binacién en los que compara cisplatino y tenipésido con
cisplatino y paclitaxel (Giaccone G, et al. (1998) J Clin.
Oncol. 16:2133-2141). Dado que la iltima combinacién pro-
porciondé una mejor paliacién del CPNM avanzado (a pesar de
que no se alcanzé una mejora clara de la supervivencila), ha
pasado a ser recomendado como uno de los tratamientos es-
tdndar para pacientes con CPNM avanzada. Ademis, se ha de-
mostrado que una combinacién de gemcitabina y cisplatino
actdia de forma sinérgica in vitro e in vivo al menos de
forma aditiva (Peters G.J. et al. (1995) Semin. Oncol. 22(4
Suppl. 11)}:72-79). En ensayos de fase II, la tasa de res-
puesta de gemcitabina y cisplatino fue del 47 % y la media-
na de la supervivencia de 57 semanas, con una tasa del 48 %
de supervivencia de un afio (Bunn P.A. Jr, y Kelly K. (1998)
Clin Cancer Res. 4(5):1087-1100).

Los tratamientos nuevos para el cancer tienen un enfo-
que de especificidad en células cancerosas y auguran una
menor toxicidad que los farmacos citotdxicos utilizados con
anterioridad. Los tratamientos que combinan farmacos con-
vencionales y farmacos dirigidos pueden tener un efecto si-

nérgico, ya que las dianas especificas de células cancero-
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sas solamente forman parte de la etioclogia de la enferme-
dad. Es probable que el tratamiento éptimo del CPNM consis-
ta en inhibidores de EGFR en combinacién con la quimiotera-
pia tradicional.

Erlotinib (Tarceva™, OSI-774) es una molécula pequefla
selectiva, disponible por via oral e inhibidora del dominio
tirosina-quinasa del HER1/EGFR. Posee una potente actividad
antitumoral en modelos preclinicos en animales de carcinoma
de cabeza y cuello y de wvulva (Pollack V.A., et al. (1999)
J. Pharmacol. Exp. Ther. 291:739-48). Erlotinib induce 1la
apoptosis in vitro y estd activo frente a varios xenoinjer-
tos in vivo de tumor humnano que expresan EGFR (Moyer J.D.
et al. (1997) Cancer Res. 57:4838-4848). En un ensayo
abierto, de fase II en pacientes con CPNM cuyo tratamiento
de quimioterapia con platino habia fallado (Perez-Soler R.
et al. (2001) Proc. Am. Soc. Clin. Oncol. 20:310a (Abstract
1235)}, se observd una actividad antineopldsica de erloti-
nib esperanzadora.

En este estudio investigamos si la combinacién de er-
lotinib y cisplatino o gemcitabina en modelos de ratones
nude atimicos con =xenoinjertos de CPNM actia de forma si-
nérgica o antagonista en la inhibicién del crecimiento tu-
moral. Los modelos tumorales de CPNM H460a y A549 se esco-
gieron porque expresan EGFR de forma clara, con un numero
aproximado de 70.000-80.000 sitios de unién por célula
(Bianco, C. et al. (2002) Clin. Cancer Res. 8(10):3250-
3258; Lee, M. et al. (1992) J Natl. Cancer Inst. Monogr.

{13):117-123). El1 modelo A549 es de crecimiento lento y
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H460a es mAs agresivo y de crecimiento mas rapido.

Materiales y Métodos

Animales

Se utilizaron ratones nude nu/nu-nuBR atimicos hembra
(Charles River Labs, Wilmington, EE. UU.) de unas 10-12 se-
manas y con un peso de 23-25 g. La salud de los ratones se
valoré diariamente mediante observacién y andlisis de mues-~
tras de sangre tomadas de animales centinela de un mismo
estante. Se permitié durante una semana que todos los ani-
males se aclimatasen y se recuperasen del estrés relaciona-
do con el transporte.

Se proporciondé agua autoclavada y alimento irradiado
(5058-ms Pico Lab [mouse] breed chow, Purina Mills, Rich-
mond, IN) ad libitum, y los animales se mantuvieron con un
cicle de luz y oscuridad de 12 horas. Las jaulas, los le-
chos y las botellas de agua se autoclavaron antes de su uso
y se cambiaron cada semana. Todos lo experimentos en anima-
les siguieron los protocolos aprobados por el Comité de
Cuidados y Utilizacién de Animales de Roche.

Estudios en cultivos celulares y en animales

Se cultivaron células H460a (provided by Dr Jack Roth,
MD, Anderson) en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM)
complementado con 10 % Suero Fetal Bovino (SFB), y células
A549 (American Type Culture Colleccidén [Manassas, VA]l) en
medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 + 10 %
FBS. Las concentraciones celulares de los implantes fueron
de 1 x 10’ células/0,2 ml para las H460a y 7,5 x 10% célu-
las/0,2 ml para las A549.

\of
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Las células se suspendieron en solucién salina tampo-
nada con fosfato y se implantaron de forma subcutdnea en el
costado derecho de cada ratén. Una vez establecidos los tu-
mores palpables, se aleatorizé a los animales de modo Qque
todos los grupos tuviesen una media similar de volumen tu-
moral de 100-150 mm®. Las mediciones de los tumores y del
peso de los ratones se realizaron tres veces por semana. A
lo largo del experimento se monitorizé a los animales de
forma individual.

Agentes de ensayo y tratamiento farmacolégico.

Erlotinib (OSI Pharmaceuticals, Uniondale, NY) se for-
mulé como una suspensién fina inyectable, con carboximetil-
celulosa sédica y Tween 80 en agua. Erlotinib (0,2
ml/animal) se administré por via oral mediante una jeringa
de 1 ml y sonda gastrica del calibre 18. Todos los grupos
se trataron diariamente durante 3 semanas.

Se formulé gemcitabina liofilizada (Gemzar™, Lilly Re-
search Center Ltd) en el vial preenvasado con solucién sa-
lina estéril siquiendo las instrucciones de la marca, dando
lugar a una solucién que contenia 38 mg/ml de compuesto ac-
tivo. Se tomo una alicuota de los viales de soluciédn madre
para cada grupo de dosis, formada por el farmaco necesario
para el estudio completo, y se volvié a diluir con solucidn
salina estéril para proporcionar una solucién de 0,5 ml de
volumen de dosis para cada animal. Se administré gemcitabi-
na por via intraperitoneal (i.p.) utilizando una jeringa de
3 ml y una sonda gastrica de calibre 26. Todos los grupos

se trataron cada 3 dias durante 3 semanas (un total de seis
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inyecciones).

Cidlculos y andlisis estadistico.

La pérdida de peso se calculé seqin el porcentaje de
cambio del peso corporal medio del grupo, utilizando 1la
férmula:

( (W-Wo) /Wo) x 100

en la que «W» representa el peso corporal medio del
grupo tratado en un dia en particular, y «Wy» representa el
peso corporal medio del mismo grupo al inicio del trata-
miento. La pérdida maAxima de peso se calculé también me-
diante la férmula anterior, dando el miximo porcentaje de
pérdida de peso corporal en cualquier momento dado del ex-
perimento completo para un grupo en concreto. La eficacia
del tratamiento se evalué mediante la inhibicién del creci-
miento tumoral. El1 volumen tumoral de los grupos tratados
se proporciond en porcentajes de volimen tumoral de los
grupos control (%T/C), utilizando la férmula:

100 x ({(T-To)/(C-Co))

en la que «T» representa volumen tumoral medic de un
grupo tratado en un dia especifico durante el experimento,
«To» representa el volumen tumoral medio del mismo grupo el
primer dia de tratamiento, C representa el volumen tumoral
medio de un grupo contreol en un dia en concreto del experi-
mento y Cp representa el volumen tumoral medio del mismo
grupo el primer dia de tratamiento.

La inhibicién del crecimiento tumoral se calculé me-
diante la férmula siguiente:

100 - &T/C.

ni
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El volumen tumoral (mm’) se calculd utilizando la fér-
mula del volumen del elipsoide:

(Dx (d*)) /2

en la que «D» representa el diametro mayor del tumor,
y «d» representa el didmetro menor. En algunos casos, la
regresién del tumor o el porcentaje de cambio de volumen
tumoral se calculd utilizando la sigquiente fé6rmula:

{{T-To) /To) x100

en la que «T» representa el volumen tumoral medio del
grupo tratado en un dia en particular, y «Ty» representa el
volumen tumoral medioc del mismo grupo tratado al inicio del
tratamiento.

El analisis estadistico se realizé mediante el test de
suma de rangos y el analisis de la varianza (ANOVA) de un
factor y el test t Bonferroni en el andlisis post hoc (Sig-
maStat, wversién 2.03, Jandel Scientific, San Francisco,
CA). El nivel de significacién se establecié en p £ 0,05.

AnAdlisis Farmacocinético

Para la farmacocinética (FC) de dosis inica, se extra-
jeron muestras de sangre de tres ratones por cada tiempo
mediante puncidén cardiaca a los 5, 15, 30, 60 minutos y 2,
4, 8, 16, 24 horas posteriores a la dosis. En el caso de
animales en tratamiento c¢rénico, se extrajeron muestras de
sangre de dos o tres ratones por cada tiempo a través del
seno retroorbital tras 1 y 6 horas. Los tubos de extraccién
contenian &cido tetraacético de etilendiamina (EDTA) como
anticoaqulante. Las muestras se conservaron a -70 °C. Las

concentraciones plasmidticas de erlotinib se determinaron
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mediante un método de cromatografia liquida y espectrome-
tria de masas en tandem (LC-MS/MS) con limites de cuantifi-
cacién de 1 ng/ml. Los pardmetros de FC se estimaron me-
diante el anAdlisis no compartimental de los datos compues-
tos, utilizando el programa de evaluacion de FC WinNonlin
PRO® versién 3.1 (Pharsight Inc). En un estudio se determiné
la concentracién tumoral de erlotinib (H460a) utilizando un
método LC-MS/MS selectivo con un limite de cuantificacién
de 1 ng/g tejido.

Anatomia patolégica/necropsia

Al final del estudio se realizd una necropsia completa
a cinco ratones por tratamiento de todos los grupos restan-
tes. También se extrajo sangre total de estos ratones para
su andlisis bioquimico y hematolégico.

Las muestras de tumor se fijaron por inmersién en for-
malina-cinc al 10 % y a continuacién se procesaron en un
Tissue-Tek® VIP (Sakura) y se incluyeron en parafina. Se
realizaron secciones de 5 p para el andlisis inmunohisto-
quimico. Como control negativo se utilizé suero de cabra o
de conejo preinmunizado (Dako Ltd). Las secciones se sumer-
gieron en soluciétn de recuperacién antigénica Target Re-
trieval (Dako Ltd) y se calentaron a 94 °C en un autoclave
(Black & Decker) durante 20 minutos. La actividad de la pe-
roxidasa enddgena se pard con H0: al 6 ¥ en metanol durante
15 minutos.

Para blogquear los sitios de unién a tejidos no especi-
fico, se bloquearon secciones en suero normal al 10 % de la

especie en la que se habia generado el anticuerpo secunda-
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rio. Las secciones se incubaron durante 20 minutos a tempe-
ratura ambiente en suero preparado bajo radiacibén ultravio-
leta (Lab Vision).

En el caso del antigeno de la molécula plaquetaria 1
de adhesién celular al endotelio (PECAM-1, CD3l) y el anti-
geno de EGFR, las secciones se incubaron durante la noche a
temperatura ambiente con una IgG policlonal anti-PECAM-1 de
cabra (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluida a
1:800 en Diluyente de Anticuerpos (Dako Ltd) o con una IgG
policlonal anti-EGFR de conejo (BioGenex, San Ramon, CA)
diluido a 1:50 en diluyente de anticuerpos Antibody Diluent
(Dako Ltd). Las secciones se incubaron con peroxidasa-ABC
Vectastain Elite (Vector Laboratories) durante 45 minutos a
temperatura ambiente.

Para el caso del antigeno Ki-67, se incubaron seccio-
nes durante 1 hora a temperatura ambiente con una IgG poli-
clonal anti Ki-67 (NeoMarkers, Fremont, CA) diluida a
1:2.000 en Antibody Diluent (Dako Ltd), sequido por la adi-
cién de un complejo de estreptavidina marcada con peroxida-
sa de rédbano picante durante 30 minutos.

Para detectar apoptosis se utilizé el equipo de detec-
cién de fragmentacién de DNA TUNEL TdT-FragEL™ (Oncogene
Research Products, San Diego, CA) de acuerdo con las reco-
mendaciones del fabricante. En el caso de los cuatro anti-
genos, se utilizd Vector Nova Red (Vector Laboratories) co-
mo el cromégeno final y hematoxilina para la contratincién
nuclear.

Resultados y Discusidén

fid
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Resultados

Tincién inmunohistoquimica de EGFR en xenoinjertos de
CPNM

El patrén de expresién de EGFR en los tumores H460a y
A549 se examin® mediante andlisis inmunohistoquimico. Ambas
lineas celulares presentaban un patrén similar de tincién
de membrana para EGFR (datos no mostrados). Esto confirma
resultados previos que mostraban una expresidén equivalente
de EGFR en estas dos lineas tumorales (Bianco, C. et al.
(2002) Clin. Cancer Res. B8(10):3250-3258; Lee, M. et al.
(1992) J Natl. Cancer Inst. Monogr. (13):117-123).

Evaluacién farmacocinética de dosis udnica o crénica de
erlotinib en ratones nude atimicos

En ratones sin tumor.

Se administraron 20 y 100 mg/kg de erlotinib mediante
sonda a ratones nu/nu atimicos hembra. La dosis se refiere
a la sal de hidrocloruro con un contenido de farmaco activo
(base libre) del 91,5 %. Las formulaciones eran suspensio-
nes de carboximetilcelulosa sédica que contenian 2,5 mg/ml
y 12,5 mg/ml de erlotinib, respectivamente. Se evaluaron
tres animales por momentc temporal para la obtencién de los
datos de FC (Figura 4).

Los ratones a los que se administraron 100 mg/kg su-
frieron exposiciones sistémicas elevadas a erlotinib, con
un valor de AUCp: de aproximadamente 196.000 h*ng/ml. E1
AUC,-+ correspondeiente a la administracién de 20 mg/kg fue
de 33.500 h*ng/ml. La exposicién (AUC) fue proporcional a

la dosis. La concentracidén plasmatica méxima media fue de
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aproximadamente 24.000 ng/ml tras 1la administracién de
100 mg/kg, y de 9.100 ng/ml tras 20 mg/kg. La concentracién
plasmatica tuvo su maximo a las 0,5-1,0 horas tras la do-
gis. La semivida aparente terminal media fue de unas 4 ho-
ras y el promedio del tiempo de residencia medioc fue de
unas 7 horas.

En ratones con tumor.

Después de la administracién de 6,3; 12,5; 25,0; 100,0
y 150,0 mg/kg de erlotinib por via oral a ratones nu/nu
atimicos, la concentracién plasmatica alcanzé los
16.700 ng/ml y 8.870 ng/ml 1 hora y 6 horas después de la
dosis, respectivamente (Figura la). Las concentraciones tu-
morales medias respectivas tras las dosis orales de
150 mg/kg, medidas en los mismos momentos temporales que
las muestras plasmAticas, fueron de 4.800 y 3.090 ng/g te-
jido.

La variabilidad interindividual de las concentraciones
plasmdticas era moderada, con una desviacién estindar rela-
tiva (DER) de 35-40 % aproximadamente (intervalo: 5,2-
120 %). La exposicidén fue dependiente de la dosis y mids que
proporcional a la dosis, con dosis ascendentes. lLas concen-
traciones tumorales también mostraban una buena correlacién
con las concentraciones plasmiticas de este estudio (Figura
1b).

Determinacién de dosis mdximas toleradas (DMT) en ra-
tones nude atimicos.

DMT de Erlotinib

La DMT de erlotinib fue de 100 mg/kg (Figura 6). Todos

6
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los ratones que mostraban signos de toxicidad presentaban
lesiones similares. Se hallaron signos evidentes de toxici-
dad en la piel y en el tracto gastrointestinal. Fallecid un
ratén del grupo de 400 mg/kg. El resto de animales de este
grupo fueron sacrificados por causas de morbilidad. Los ra-
tones a los que se administraron 200 mg/kg presentaban una
marcada pérdidad de peso y todos fueron sacrificados. Sin
embargo, nuestros estudios de eficacia previos han mostrado
que 150 mg/kg de erlotinib en esta formulacién también se
tolera bien durante 3 semanas (observacién no publicada por
los autores).

DMT de gemcitabina

En un estudio de DMT de dos semanas en ratones nude a
los que se administraba gemcitabina, no se observaron sig-
nos manifiestos de toxicidad (pérdida de peso o signos cli-
nicos evidentes) en ninguno de los grupos tratados. La to-
xicidad principal de gemcitabina es 1la mielosupresién
(Hoang, T. et al. (2003} Lung Cancer 42(1):97-102; Philip
PA. (2002) Cancer 95(4 Suppl):908-911; Tripathy, D. (2002)
Clin. Breast Cancer 3 (Suppl 1):8-11). Dado que no se toma-
ron muestras de sangre terminales para realizar recuentos
sanguineos completos, no se sabe si hubo mielosupresién en
alguno de los distintos grupos de dosis.

Basdndonos en estos resultados y en datos hallados en
la literatura médica (Rajkumar S.V., y Adjei AA. (1998)
Cancer Treat Rev. 24:35-53; Bunn P.A. Jr, y Kelly K. (1998)
Clin Cancer Res. 4(5):1087-1100; ten Bokkel W.W., et al.

(1999} Lung Cancer 26{2):85-94), decidimos utilizar en pré-
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ximos estudios de eficacia una dosis maxima de 120 mg/kg
cada 3 dias. Estédbamos siendo prudentes respecto al uso de
dosis mAs elevadas ya que se han observado sensibilidades
diferentes en animales con tumores e incluso el nivel de
tolerancia puede ser especifico de la linea tumoral (Merri-
man, R.L. et al. (1996) Invest. New Drugs 14(3):243-247).

Efectos de erlotinib sobre xenoinjertos de CPNM esta-
blecidos.

Estudio de respuesta a la dosis en H460a.

Erlotinib en forma de monoterapia mostrdé una eficacia
significativa dependiente de dosis al final del estudio en
el xenoinjerto de CPNM H460a (dia 28 tras la implantacién
tumoral). En el grupo de 100 mg/kg se observé una inhibi-
cidén del crecimiento del 61 % (p < 0,001 frente al vehiculo
control).

El resto de los grupos mostraron la siguiente inhibi-
ciébn del crecimiento: 25 mg/kg: 46 % (p £ 0,001 frente al
vehiculo control); 12,5 mg/kg: 36 % (p = 0,003 frente al
vehiculo control); y 6,25 mg/kg: 28 § (p = 0,014 frente al
vehiculo control) (Figura 2)}. No hubo regresiones parciales
o completas.

Actividad combinada de erlotinib y gemcitabina en
H460a.

En el punto final de dia 28, la dosis de erlotinib de
100 mg/kg habia inhibido de forma significativa el creci-
miento tumoral en un 71 & (p = 0,002) (Figura 3). La dosis
de erlotinib de 25 mg/kg presentaba una eficacia subdptima

del 30 %.
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Se ensayd una monoterapia con gemcitabina a la DMT de
120 mg/kg cada 3 dias y a una cuarta parte de la DMT, 30
mg/kg, cada 3 dias. La dosis de 120 mg/kg de gemcitabina
cada 3 dias inhibié de forma significativa el crecimiento
tumoral (93 %, p < 0,001). Con la fraccién de la DMT, la
inhibicién de crecimiento tumoral fue del 64 % (p £ 0,001).

La combinacién de 120 mg/kg de gemcitabina cada 3 dias
y 100 mg/kg de erlotinib por via oral fue letal, con signos
de toxicidad en el quinto dia tras la implantaciédn tumoral.
Todos los ratones habian muerto ya a los 25 dias posterio-
res a la implantacién tumoral (dia 15 del tratamiento).

La combinacién de gemcitabina a 30 mg/kg cada 3 dias y
erlotinib a 25 mg/kg inhibié el crecimiento tumoral en un
86 § (p < 0,001 frente al vehiculo control). No hubo regre-
siones ni parciales ni totales. Esta inhibicién no fue adi-
tiva ya que no fue significativamente mejor que la obtenida
con gemcitabina o erlotinib administrados al 25 % de 1la
DMT. Esta combinacién tampoco fue significativamente mejor
que erlotinib a 100 mg/kg o gemcitabina a 120 mg/kg.

Actividad de la combinacién de erlotinib y gemcitabina
en A549,

Al final de este estudio (dia 47 tras la implantacién
tumoral, dia 19 de tratamiento), erlotinib 100 mg/kg in-
hibia de forma significativa el c¢recimiento tumoral en un
87 % (p £ 0,001) (Figura 5). Hubo dos regresiones parciales
{16 ¥ y 7 %). Igual que en los estudios previos, erlotinib
a 25 mg/kg presentaba una eficacia subdéptima de un 48 % de

inhibicién del crecimiento tumoral (p = 0,004).
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La dosis de 120 mg/kg de gemcitabina inhibi$é de forma
significativa el crecimiento tumoral en un 75 % (p < 0,001)
con una regresién parcial (5 %). La dosis de 30 mg/kg de
gemcitabina inhibié el crecimiento tumoral en un 42 % (p =
0,001). Debido a la toxicidad de estudios previos, gemcita-
bina y erlotinib no se combinaron a las dosis mas elevadas.
Todos los ratones toleraron bien la combinacién de gemcita-
bina a 30 mg/kg y erlotinib a 25 mg/kg, sin pérdida de peso
0 signos generales de toxicidad significativos. Esta combi-
nacién inhibié de forma significativa el crecimiento tumo-
ral en un 103 §% (p £ 0,001 frente al vehiculo control), con
seis regresiones parciales (margen: 5 - 67 %). Esta inhibi-
cién del crecimiento tumoral fue aditiva, ya gue era signi-
ficativamente mejor que la obtenida con gemcitabina o erlo-
tinib administrados a un cuarto de la DMT (p £ 0,05). la
combinacién no fue significativamente mejor que erlotinib a
100 mg/kg, o gemcitabina a 120 mg/kg.

Efectos relacionados con el tratamiento sobre tejido
normal y tejido tumoral.

Necropsia a animales que recibieron monoterapia.

En aquellos animales que recibieron monoterapia de er-
lotinib no se observaron cambios en los parametros hemato-
légicos o de ia bioquimica clinica (datos no mostrados). Si
hubo cambios macroscépicos de la piel relacionados con el
tratamiento. Los ratones presentaron un enrojecimiento y
formacién de costras en la piel del hocico (Figure 7) posi-
blemente debido al elevado nivel de expresidén de EGFR en la

piel. Estas lesiones fueron transitorias y se disiparon con
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tratamiento continuado. Los efectos antitumorales relacio-
nados con el tratamiento consitieron en un leve descenso
del indice proliferativo de Ki-67 en el caso de erlotinib a
100 mg/kg en ambos modelos tumorales de xenoinjerto de CPNM
(Figura 8). No se observé ninguna diferencia significativa
en la frecuencia de apoptosis en las células tumorales de
los xenoinjertos tratados, ni ningin efecto c¢laro sobre la
angiogénesis medida por densidad microvascular (DM) median-
te tinciétn inmunohistoquimica para el marcador endotelial,
CD31.

Necropsia a animales tratados con combinacién de erlo-
tinib y gemcitabina.

En el caso de ratones tratados con erlotinib y gemci-
tabina a una cuarta parte de la DMT, no hubo resultados
significativos en la evaluacién histolégica de los érganos
principales. Los efectos sobre los parametros hematolégicos
Yy séricos relacionados con el tratamiento fueron minimos.
No hubo suficientes datos que demostraran una toxicidad re-
lacionada con el tratamiento bajo las condiciones de este
estudio. Por esta razén, a pesar de que la combinacidén de
erlotinib a 25 mg/kg mads gemcitabina a 30 mg/kg presentaba
unos efectos antineopldsicos claros, no parecia incrementar
la toxicidad. Los efectos sobre la proliferacién observados
en el grupo tratado con la combinacién {evaluados mediante
tincién para Ki67) fueron similares a aquellos observados
en los ratones bajo monoterapia con erlotinib (Figura 8b).

Discusién

Estos resultados muestran que erlotinib, una potente
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molécula pequefia inhibidora del HER1/EGFR, selectiva y dis-
ponible por via oral, posee una poderdsa actividad antitu-
moral en modelos de xenoinjerto de CPNM humano que expresan
cantidades similares del HER1/EGFR, en forma de monoterapia
o en combinaciédn con sustancias convencionales de quimiote-
rapia.

El modelo H460a de xencinjerto mostrd una relacién do-
sis-respuesta excelente y la concentracién tumoral presentd
una buena correlacién con la concentracién plasmatica.

Las dos lineas celulares de CPNM humano, al ser culti-
vadas como tumores subcutdneos en ratones atimicos, mani-
festaron cinéticas de crecimiento tumoral diferentes, con
un tiempo de duplicacién de 5 dias para H460a y 10 dias pa-
ra A549. La monoterapia con erlotinib a 100 mg/kg inhibié
de forma significativa el crecimiento tumoral en el modelo
H460a de xenoinjerto.

Con la combinacidén de gemcitabina y erlotinib, admi-
nistrada a un 25 % de la DMT, se observé una inhibicién
significativa del crecimiento tumoral y una remisién par-
cial en el tumor A549 de crecimiento lento (>100 %). La in-
hibicién del crecimiento tumoral con erlotinib en combina-
clén con gemcitabina se vié aumentada de forma significati-
va en comparacién con la monoterapia con erlotinib (p <
0,05). En el tumor H460a, de crecimiento mas ripido, se ob-
servé una inhibicidn sustancial del crecimiento tumoral con
la combinacidén de gemcitabina y erlotinib (86 %) utilizando
una cuarta parte de la DMT de los dos compuestos. Sin em-

bargo, la inhibicién del crecimiento tumoral con esta com-
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binacién no fue significativamente diferente de la observa-
da con la monoterapia. A549 es de crecimiento lento y por
tanto se asume que es mas dependiente de la angiogénesis.
Se cree que erlotinib es un agente antiangiogénico indirec-
to (Kerbel, R. y Folkman, J. (2002) Nat. Rev. Cancer
2(10):727-39), por lo que no sorprende el hecho de que ten-
ga una mayor eficacia frente a A549. Erlotinib inhibe 1la
unién de adenosintrifosfato (ATP) al dominio tirosina qui-
nasa intracelular del HER1/EGFR, bloqueando asi la fosfori-
lacién del receptor y la cascada de seflalizacién asociada a
esta (Moyer J.D. et al. (1997) Cancer Res. 57:4838-4848).
El resultado de esto es la inhbicién de los procesos celu-
lares asociados con el crecimiento y la progresién tumoral
como son la proliferacién, la angiogénesis, la metéstasis y
la proteccién frente a la apoptosis (Moyer J.D. et al.
(1997) Cancer Res. 57:4838-4848). Desafortunadamente, en
los tumores tratados con erlotinib no se detectaron los
efectos antiangiogénicos mediante DM, lo que posiblemente
se deba a que el ensayo no fuera suficientemente sensible.

En ambos modelos de CPNM, la administracién de gemci-
tabina (30 mg/kg) con erlotinib (25 mg/kg) a una cuarta
parte de la DMT fue bien tolerada con una pérdida de peso
insignificante o nula, lo que sugiere la posibilidad de
aportar efectos beneficiosos en la calidad de vida de 1los
pacientes al mantener la eficacia junto con un menor riesgo
de efectos secundarios. Por el contrario, no se tolerd la
combinacién a dosis elevadas de erlotinib y agentes conven-

cionales a sus dosis miximas toleradas individuales. Esto
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puede estar relacionado con el hecho de que en los estudios
preclinicos no es posible aplicar medidas paliativas.

Los ensayos de fase III con erlotinib en combinacién
con gemcitabina y cisplatino, o con carboplatino y pacli-
taxel, en humanos con CPNM, no han dado ningGn resultado
esperado ya que no se ha demostrado una mejora concluyente
de la supervivencia. No obstante, los estudios preclinicos
aqui presentados han mostrado de forma clara que erlotinib
en combinacién con quimioterapia posee un efecto aditivo
sobre la inhibicién del crecimiento tumoral. Estos resulta-
dos enfatizan la necesidad de un examen mds extenso de los
efectos de erlotinib en diversos marcos clinicos, como su
utilizacién secuencial con otros agentes quimioterapéuti-
cos, y en poblaciones de pacientes seleccionados. Ademas,
HER1/EGFR estd sobreexpresado en un gran numero de cénceres
que incluyen: de cabeza y cuello, de préstata, de glioma,
gastrico, de mama, de cuello del utero, pancredtico y de
ovario (Ciardiello, F y Tortora G. (2002) Expert Opin. In-
vestig. Drugs 11:755-768); Salomon DS, et al. (1995) Crit.
Rev. Oncol. Hematol. 19:183-232). Por tanto, erlotinib en
combinacién con gemcitabina puede representar una mejora de
la eficacia en el tratamiento de otros canceres de tumores
sélidos que expresan HER1/EGFR.

En conclusidén, en el CPNM, la actividad antitumoral de
erlotinib en xenoinjertos de tumores con niveles similares
de expresién de EGFR es robusta, tanto administrado en for-
ma de monoterapia como en combinacién con gemcitabina. Es

necesario realizar mas estudios para evaluar de forma ex-
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haustiva esta prometedora via en el tratamiento del céncer.

Incorporacién por referencias

Todas las patentes, solicitudes de patente publicadas
y otras referencias descritas en este documento estidn por
la presente expresamente incorporadas aqui mediante refe-
rencias.

Equivalentes

Los expertos en la materia reconocerén o podrén esta-
blecer, utilizando exclusivamente el tipo de experimenta-
cidén rutinaria, gran cantidad de equivalentes de realiza-
ciones especificas de la invencidén descritas en este docu-
mento de forma especifica. Se supone que estos equivalentes
estdan comprendidos dentro del alcance de las reivindicacio-
nes que aparecen a continuacién.

Tabla 1

Farmacocinética de dosis tdnica de erlotinib a 20 y 100

ng/kg en ratones hembra nu/nu atimicos sin tumores.

20 mg/kg 100 mg/kg

Cmax (ng/ml) 9100 24 000
CmAx/dosis

455 240
([ng/ml]/[mg/kg])
Tmax (h) 0,5-1 0,5-1
Tlast (h) 8 24
AUCo-+ (h*ng/ml) 33 500 196 000
AUCy-+/dosis

1680 1960
({h*ng/ml]/[mg/kg])
CL/F (ml/min/kgqg) 7,6 8,0

A (1/hora) 0,17 0,19
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T1/2(h) 4,1 4,0
MRT (h) 5,6 8,2
V./F (1/kg) 2,7 2,8

Cmix = maxima concentraciédn plasmatica; Tméx = tiempo
hasta alcanczar la maxima concentracidén plasmatica; Tpr =
tiempo de la udltima concentracién cuantificable; AUCp-. =
Area bajo la curva de concentracién plasmatica-tiempo desde
el tiempo cero hasta el tiempo de la dltima concentracidén
cuantificable; CL/F = aclaramiento aparente; A, = constante
de la tasa de eliminacién; Ty = semivida plasmitica termi-
nal; MRT = tiempo de residencia medio; V./F = volumen apa-
rente de distribucién.

Tabla 2

Evaluacién de la dosis mixima tolerada en ratones nude
atimicos sin tumores tratados durante 14 dias (n=5).

Cambioco en el
Campuasto Dosis (mg/kg) peso corporal Mortalidad
al final del

estudio (%)
Vehiculo control O 0 0
Erlotinib en 400 N/D 5
CMC/Tween
Erlotinib en 200 N/D 5
CMC/Tween
Erlotinib en 100 -1 0
CMC/Tween
Erlotinib en 50 -1 0

CMC/Tween
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o

Vehiculo control 0 -1 0
Gemcitabina 150 -3 0
Gemcitabina 120 -1 0
Gemcitabina 90 -2 0
Gemcitabina 60 4 0
Gemcitabina 30 -3 0

N/D = no disponibles; los animales murieron antes de

la finalizacién del estudio.
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Reivindicaciones

1. Una composicién farmacéutica, en particular para su
utilizacién en el tratamiento del cancer, que contiene un
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y gemcitabina,
con un transportador farmacéuticamente aceptable.

2. Una composicién farmacéutica de la reivindicacién
1, en la que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
es erlotinib.

3. La composiciétn farmacéutica de la reivindicacién 2,
en la que erlotinib estd presente en forma de una sal de
hidrocloruro.

4. La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que ademds comprende uno o mas
agentes antineoplasicos diferentes.

5. Un método de fabricacién de un medicamento destina-
do al tratamiento de tumores o metastasis tumorales, que se
caracteriza por utilizar un inhibidor de la actividad qui-
nasa del EGFR y gemcitabina.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que el me-
dicamento estad destinado al tratamiento del céncer.

7. E1l método de la reivindicacién 5 o 6, en el que el
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y la gemcitabina
se encuentran dentro de la misma formulacién.

8. El método de la reivindicacién 5 o 6, en el que el
inhibidor de la actividad quinasa del EGFR y la gemcitabina
se encuentran dentro de formulaciones diferentes.

9. E1 método de cualquiera de las reivindicaciones 5 a

8, en el que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR
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y la gemcitabina estdn destinados a ser administrados al
paciente por la misma via.

10. E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 9, en el que el inhibidor de la actividad quinasa del
EGFR y la gemcitabina estédn destinados a ser administrados
al paciente por vias diferentes.

11. E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 10, en el que se utiliza el inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR erlotinib.

12. El1 método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 11, en el que erlotinib estid destinado a ser administrado
al paciente por via parenteral u oral.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 12, en el que gemcitabina estd destinada a ser adminis-
trada al paciente por via parenteral.

14. E1l método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 13, que contiene de forma adicional uno o mas agentes an-
tineopldsicos diferentes.

15. El método de cualquiera de las reivindicaciones 5
a 14, en el que los agentes antineoplisicos diferentes son
seleccionados de entre: un agente alquilante, ciclofosfami-
da, clorambucil, cisplatino, busulfano, melfalano, carmus-
tina, estreptozotocina, trietilenomelamina, mitomicina C,
un antimetabolito, metotrexato, etopbsido, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, c¢itarabina, 5-fluorouracilo,
capecitabina, dacarbazina, un antibiético, actinomicina D,
doxorubicina, daunorubicina, bleomicina, mitramicina, un

alcaloide, vinblastina, paclitaxel, un glucocorticoide, de-

129
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xametasona, un corticosteroide, prednisona, un inhibidor
enzimitico de nuclebsidos, hidroxiurea, una enzima reducto-
ra de aminolcidos, asparaginasa, leucovorina y un derivado
del &cido f6lico.

16. Un método de preparacién de una composicién farma-
céutica para el tratamiento de tumores o metéstasis tumora-
les en un paciente, que comprende la combinacidén de gemci-
tabina con un inhibidor de la actividad quinasa del EGFR.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacién 16, en
el que el inhibidor de la actividad quinasa del EGFR es er-
lotinib.

18. El método de la reivindicacién 17, que también
comprende la combinacién de un transportador farmacéutica-
mente aceptable con la gemcitabina y erlotinib.

19. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1,
que ademis contiene uno o mids agentes antineoplisicos dife-
rentes.

20. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién
19, en la que dichos agentes antineoplédsicos diferentes son
miembros seleccionados del grupo formado por: fdrmacos al-
quilantes, antimetabolitos, inhibidores de los microtibu-
los, podofilotoxinas, antibiSticos, nitrosoureas, trata-
mientose hormonales, inhibidores de quinasas, activadores de
la apoptosis de células tumorales y agentes antiangiogéni-
cos.

21. El método de la reivindicacién 5, en el que los
tumores o las metdstasis tumorales a tratar son tumores co-

lorrectalea o metAstasis tumorales.

\30
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22. Una composicién farmacéutica, en particular desti-
nada al tratamiento del céncer, que contiene (i) una prime-
ra cantidad efectiva de un inhibidor de la actividad quina-
sa del EGFR o de una sal f[armacéuticamente aceptable del
mismo; y (ii) una segunda cantidad efectiva de gemcitabina.

23. Una composicién farmacéutica, en particular desti-
nada al tratamiento del céncer, que contiene (i) una prime-
ra cantidad subterapéutica de un inhibidor de la actividad
quinasa del EGFR o de una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo; y (ii) una segunda cantidad subterap&utica de
gemcitabina.

24. Una composicién farmacéutica de acuerdo con 1la
reivindicacién 22 o 23, en la que el inhibidor de la acti-

vidad quinasa del EGFR es erlotinib.
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