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Basilea, Sulza. c.E. [] oo [
Nacionalidad o Domicllio;: Basilea, Suiza Cual
Lugar de Constitucion: Sulza
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INVENTOR(ES) |Meadows, NY 11365 y 22 Vreeland Avenue, Bloomingdale, NJ 07403.
(72)
] Nacionalidad o Domicilio: Estedos Unidos de América.
I@ PCT (86) '
Solicitud Intemacional No.  PCT/EP2005/005639 Fecha: 25/05/05 /
Publicacion Internacional No. W02005/117877 A1 / Fecha: 15112106 ~
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ABIK 3114745, 94|47, IS 332, 315 13, 3 ureg
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( ANEXOS \

[X] Comprobants de pago de la tasa de prasentacién de la solicitud.
@ Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea peraona juridica.

Documento de Repressntacion Legal.

I:I Documento de cesién del inventor al solicitante 0 a su causante.
|:| Declaraciones.

|:] Copia de la solicitud internacional. (resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)
E Traduccion de la solicltud intemacional al castellano. (resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

E Copla del axamen preliminar internacional sobre patentabilidad.

E Traduccion del examen preliminar intemacional sobre patentabilidad.

D De ser el caso, copia del contrato de acceso.

I:l De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos tradicionales de
las comunidades indigenas.

[ Arte Finat 12x12.
D De ser el caso, Informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el extranjero por el
mismo titular o su causants, relacionados parcial o totalmente con la invencién de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud intemacional.

E Otros: Reporte de Basqueda Intermacional con su traduccién, Publicacion con su traduccidn, Capltulo
Relvindicatorio como fue originalmente presentado en Fase Internacional con su traduccidn y Anexo

icativo de Modificaciones a las Reivindicaciones.
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ANEXO

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

cualquier tiempo respecto de la solicitud en €] contenida.

Aum&‘ﬁ)%m\

T.P. No. 53.215



- 7. por la Cancilleria de Estado del cantdn de Basel-Stndt L - :.-_ r

TRADUCCIONOFICIALNO A
_ deundowmenbasmhoenhglés.elwalpamsummmonsesdlaconelwlb
dela traductore, Iomlsmoquelapmsama e .

Traducubndelaaposhllaenmglés queseenwenhaaconhnuhuénde‘h
legalméndolasﬁmsdelosseﬁomslﬂausnerysuabel naprasenhmaslegabs
.de F. Hoffmann-La Roche, que aparecen en’ uh documento de Poder escrito en:_:
espaficl ¢ inglés, corferido @ ALICIA LL OREDA ylo- GUSTAVO TAMAYO yfo"":? -
IGNACIO SANTAMARIA ylo ENRIQUE ALVAREZ, expedida en idioin ks por ol
nolnnoPetorKuslar bqoeINo. 2004720, ol 1?-03-2004 on Basnea. Sulza SR

AUTEN'-I_'ICACIde oncuyi w g
_ (Conventiqn'de ‘La Hayé'du § octobre 1861) 5} - &
1. Pals: Suiza | I P R, :':'"E' -
Este documento publu:o ' S ._,'-.'_‘ :’:E .
2. Ha sido firmado por el Lic. iur. Peter Kuster N ‘ cLodg
- 3. Actuando en calidad de_ notario publloo K
4. Lieva el sello del mencionado-notario
5. enBasel (Basies) ' . . " .8 el-18deagost02004

8. bajo el No 8835/13376 SR : Fedl w
9. Sello ’ IR v 10. Firma u -
Cancilleria de Estado . __=Fdo firma |lag|bla'

de la cludad de Basel (Basiles) . . Rpedl Egge

v

_t-;;n;aﬁ;i;u:-.. AR

e mates '-E'll'.l'.'.' s

ek

'ES TRADUCCION FIEL Y COMPLEI'A. de la cufl se- dOJa oopla en Ios archlvos de
ms oficinas pata su conﬁontauén

Bogotd, 2 de _ae_ptiembre‘_zd_(_ﬁ -

FOTOCOML SOMNCIDE C: (LT
- qun W T rod A¥a VISTA -

.‘é "2 nuvzuua’ﬁ

fof 22002008 2

,'5"“&‘: .' .4 - %‘l

L - . ] o I‘Eh

T NL\NU LJUT‘DUEEDIHA
N TAFI1D

T TR m.ﬂg;r.

. b ) - " . .
. . - - Ld
1 . . L



LT -

BASET-3 P .12

[ K
g o
6 oS8
an__
u.nlnwﬂ
= =
g 2
z g -

PN gl

b T a2 FLR ok

JUAN MANUEL ZOTEAO RIEDINA
- NOTARIC

&’




bajo firmados, F.H FFMANN-LA ROCHE AG,
una sociedad organizada y existente de conformidad
con las leyes de Suize.

con domicllio en 4070 Basliea, Sulza

nombramos por el presente a ALICIA LLOREDA y/o
GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO SANTAMARIA
y/o ENRIQUE ALVAREZ, domiciliados en Bogola,
Colombla, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, plso 60., nuestros repreasentantes legales y
verdaderos en Bogotd, con facultades para reciir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o
extrajudiclales, con el fin de dar cumplimiento al
paragrefo 1o. del articulo 543 del decreto 410 de
1971.

. Los doctores ALICIA LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o IGNACIO SANTAMARIA yio ENRIQUE
ALVAREZ, o los apoderados que cualquiera de ellos
designe, quedan espaciaimente facultados para
representamos ante las sutoridades colomblanas,
administrativas, judiciales o de policla, en todos los
framites relativos a la propledad Industrial, a cuyo

_ ofecto les facultamos para dar ante dichas
autoridades todos los pasos necesarios al objeto
indicado; slevar solicitudes, declaraclones, reclamos,
recursos y presentar desistimientos; formular
descripclones, enmiendas, limitar el alcance de las
solicitudes, presentar oposiciones y apelaciones;
instaurar cancelaciones, renunciar fiotal o
parclaimente a los registros, abonar todos los
impuestos y cuotas y efectuar todo otro pago
determinado por la lay; recibir todos los documenlos
y valores, dando el descargo respectivo; llenar
cualesquiera otros requisitos y tomar, en fin, todas
lag medidas que creyeren conducentes al resguardo
de nuestros intereses; y en caso de producirse
oposicién, pasando los antecedentes a los tribunales,
quedan facultados para tomar Intervencién como
demandantes ¢ demandados ente los Jueces que
sean competantes, pudiendo transar, someter a
érbitros, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facultades que resulten necesarias, y por al
presente declaramos desde ahora vilido y bueno
cuanto dichos representantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuesiro
beneficlo.

Asimismo, facultamos a los doctores ALICIA
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO ylo IGNACIO
SANTAMARIA y/o ENRIQUE ALVAREZ, para
solicitar en la Oficina de Propledad Industrial la
protocolizacién de este documento y de cualquler
poder que cusiquiera de ellos otorgue a nombre
nuestro.

Dado v firmado

I

F. Hoffpanr

ridolin

The undersigned, FFHOFFMANN-LA R CHE AQ, a
corporation organized and existing under the laws of
Switzaerland.

domiclled at 4070 Basel, Switzerland

-,

heraby appoint, ALICIA LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO and/or IGNACIO SANTAMARIA
and/or ENRIQUE ALVAREZ, of Bogota, Colombia,
with officas In said town, Calle 72 No. 5-83, Sixth
Flcor. our true and legal representatives in Bogota,
with power to recelve notifications and to appoint
judicial or extrejudicial agents, so as to comply with
paragraph 1o. of article 543 of decree 410 of 1971.

Coctors ALICIA LLOREDA and/or GUSTAV
TAMAYQ and/or IGNACIO SANTAMARIA and/or
ENRIQUE ALVAREZ, or the agents by any one of
them appointed, ere especially empowered to
represent us before the administrative, judiclal or
police authorities of Colombla, in all proceedings
pertaining to industrial property, for which purpose we
authorize them to teke before the sald authorities all
the necessary steps for the sald end; to flile petitions,
declarations, claims, recourses and withdrawals, lo
draw up.specifications; to flle amendments, to Iimit
the scope of applications, file oppositions; fie
cancellations total or partially walve registrations, to
pay all Installments and effect all other payments
prescribed by law. to recelve proper receipts, to
comply with all other requirements and, in short, to
take all those measures which they may deam fit for
the protection of our Interests; and In case of
opposition, where the proceedings be paesed over to
the courts, we authorize said agents to act on our
behalf, as complainants as well as defendants, before
the competent Judges,- with full powers to make
arrangements, to submit to arbitrators, to desist, to
collect, to appeal and, in short, with all such further
powers as may be required, and we hereby declare
from now on as valld and good all that eald
representatives and/or the agents by any one of them
appointed may do for our benefit.

We also authorize doctors ALICIA LLOREDA
and/or GUSTAVO TAMAYO andlor IGNACIO
SANTAMARIA and/or ENRIQUE ALVAREZ, to apply
for protecolization of this document and of any power
of attomey by any one of them conferred In our name,
before the Office of Industrial Property.
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dez 04", comparecid

: oder/mo ndatario

de F afﬁvmu-u ROCHE AG, la compefla
nombrada\ ol documente que antecede, una
socledad ob‘l ente organizada y existents
conforme a Iy Jees de Sulza, domicllada en la
cludad de Ba\‘l\p. Sulza, legaimente constitulda
para un perlodo \ghy duracidn que aln no ha
terminado, que e} u objeto social; conforme a
las loyes de Sulza; declarants estd autorizado
por dicha Compaiila pal r este poder; que el
sello estempado por 4! al gi\de tal poder, en nombra
y on representacion de la Compafila, es el
sello oficiel de ella; y que oto para ¢l cual se

confiere este Instrumento edf prendido dentro
del de la socledad.

El suscrito Notario ha vis Estatutos de
incorporacién firmados en smu.\fl do Basllea,
con fecha \4.Juni0 149> ca que de

conformidad con la Iaglalaclén dd T: Pals, la
anterlor  declaracién Juramentada. prueba
suficiente de que los hechos sobre qudrlld[ersa son

cierios o verdaderos, de lo cual da fe.

dune 1997

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION)

Swhzeriand
Basel {ss

On this 17th day of August . 2004

CaMe poth tizens
to me ¥nown,’ M tome to%ﬂ'l
signed the foregoing instrument, who bolng by me

duly swomn did depose and say that he Is the Halder of

of F.HOFFMANN-LA
RGCHE AG, the company named within, a
Corporation organized and existing under the laws of

" ..tha Switzeriand, domiclled at the City of Basal,

* logally- consfituted for a period of tenure not yet
explred, which exercises its corporate purposes
according to the -laws of Switzerland; that the
deponent Is" authiorized by salkd Company to confer
thls power of attorney; that the seal affixed hereunto
by the deponent In the name and on behalf of sald
Corporation Is the seal thereof; and that the

"purposa for which this instrument Is granted is

included within .the corporate purposes of the

Company.

The undersigned Notary Public has seen the articles

of incorporation of saki Corporation executed &t

Sulza, cludad de Basel, under date of 19th day of
, and hereby certifles that under

the laws of sald’ Country the foregoing
acknowledgment is sufficlent proof that the facts

therein oontalned are trus, which he attests.

\ \
\
Notary Public (Notario Pibllco). “\\ \\ Basel, this 17-08-2004 (seventeenth day of
\\\\ » . two thousand and four)
3, —_— @_/ [7 C ;:
o Dr. Peter Kuster
.02 2og \ . Advokat und Notar
Peterskirchpiatz 12
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. .in his/ber fune;isa ns lﬂ.-..

. #nd cenified by the seal of the: ...... M .................

OFTICIAL, AUTHEMNTICATION
{Hague Corveniian of Ocicher 5ih, 1961)

. Counlry: Switse=iand {Schweiz / Suissc)

This official document

. i3 signed bY cvvivinnnieiens ’};..i.n‘ T

-------------------------------------------------------------------------------

in Basel {B35le) 6. on
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

A . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* de sollcltud: (51) Int CI; ABIK 3114745
22) Fechp de solicitud: 27-12-08 (71)Solicitante{s) F.HOFFMANN-LA ROCHE AG

(30) Prioridad ~ {31) :J;.smom 32) Fecha  (33) Pals

76,503 03-06-04 us CHEN, Jianping; HIGGINS, Brian
{72) Inventor(es) o INSKY, K:mh ’

(74) Apoderado:  * ALICIA LLOREDA RICAURTE

(85) Fecha Emits inicio fase nacional:  03-01-07 (87) Publicacion internecional

(86) Daips relaivos a la presentacién de la solicitud PCT Facha: 15-12-05
Fecha de presentaciin de la sollcitud: ~ 25-05-05 N* publicacidn: Wo20031 17877 A1
No. de soficiiud PCT/ EP2005/005839 i '

(54) Thulo:  TRATAMIENTO CON IRINOTECAN (CPT-11) Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

Resumen - Reivindicacion(es). - . i
I 1

Una composicién farmacéutica, en particular para uso en céncer, que contenga un inhibidor de la quinasa del EGFR y irinotecan, en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS

SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION _ PCT X MODELO DE UTILIDAD DISENO INDUSTRIAL __

{21} N* de soliciud: (22) Fecha de solicilud: 27-12-06
(51) Clasificacion Intemacional : AGTK 31/4745

(71)Solicitanta(s) F. HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventorfes) _ CHEN, Jianping; HIGGINS, Brian y KOLINSKY, Kennetn.

(74) Apoderado: ALICIA LLOREDA RICAURTE

(30) Prioridad (31) No. Priorided 32) Fecha (33) Puls
60/576,503 03-06-04 us
(85) Fecha Inicio fase nacional: 03-01-07 (87) Publicacion internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la soliciiud PCT Fecha: 15-12-05
Fecha de presantacion de la solicitud: 25-05-05 N* pubicacién: WO2005/117877 A1

No. de soficitud PCT/EP2005/005639

(54) Titulo: TRATAMIENTO CON IRINOTECAN (CPT-11) Y UN INHIBADOR DEL EGFR




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO
SUPERINTENDENCIA __ PATENTEDEINVENCION ___ PCT X MODELO DE UTILIDAD

@1 ce solcud. [22) Facha da solichud: 27-12-06

{51) Ciasificacidn Inteneclonal : AB1K 31/4745
(71)Solicitante(s) F.HOFFMANN-LA ROCHE AG

(72) Inventor{es) CHEN, Jlanping; HIGGINS, Brian y KOLINSKY, Kanneth.

(74) Apoderado: ALIGIA LLOREDA RICAURTE
(30) Prioridad (31) No.Priorided (32) Fecha  (33) Pale
80/576,508 03-08-04 us
(B5) Facha limite Inidio fase nacional: 03-01-07 (87) Publicacion internagional:
(86) Datos relativos a la presantacion de la solic. PCT Fecha: 15-12-2005
Fecha de presentacién de la solicitud: 25-05-2005 - No. Publicacion: WO2005117877 A1
No. de soliciud PCT/EP2005005639

DISERO INDUSTRIAL

FIGURA CARACTERISTICA
8x68cm

(54) Tiulo: TRATAMIENTO CON IRINOTECAN (CPT-11) Y UN INHIBIDOR DEL EGFR

(57) Resumen:
1-

farmacéuticamente aceptable.

. Una composicidn farmacéutica, en parficular para uso en céncer, que contenga un Inhibidor de la quinasa del EGFR y rinotecan, en wn vehiculo




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/EP2005/005639

Casllls II Observaciones donde clertas reivindicacliones fueron Inescrutables (Continuacién del Item 2 de
Ia primera hojs)

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

1. [{ Reivindicaciones Nos.:
porque sc relacionan con un asunto que no ¢s necesario que esta Autoridad busque, & saber:

A pesar que las reivindicaciones 25-28 y 36 estd dirigida s un método de trammiento del cuerpo humano/animal,
se ha llevado a cabo y se ha basado 1a biisqueda en los efectos manifestados de la composicién.

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

3. [] Reivindicaciones No.:
porque son remnd:car.mnn dependientes y no estin disefiadas de acuerdo con la segunda y tercers
| omcidn dc la Regla 6.4(2).

Casilla ITI Observaciones donde falta unidad de Invencién (Continuacién del Item 3 de Ia primera hoja)

Esta Autoridad de Bisqueda Internacional encontrd invenciones muiltiples en esta solicitud internacional, asf:

D Puesto que todos los derechos de biisqueda adicionales requeridos fueron pagados oportunamente por
el solicitante, este informe de blisqueda internacional cubre todas las reivindicaciones investigables,

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

3 D Puesto que sélo algunos de los derechos de bisqueda adicionales fueron pagados oportunamente por el
solicitante, este informe de bilsqueda internacional cubre tinicamente aquellas reivindicaciones para |
Ins cuales se pagaron derechos, especificamente las reivindicaciones Nos.:
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WILLIA) 19 de febrero de 2004 (2004-02-19) 19,20,
25,26,
28-30,
32,3436
phgina 10-piginn 11
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{OSI-774): Terminacién temprana debida a
toxicidades incrementadas™
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X SALTZ L ET AL.: "Cetuximab (IMC-C225) 1,4-10,
Plus Irinotecan (CTP-~11) 1s Active 1n 13-16,
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(CRC) that Expresses Epidermal Growth 23~26,
Factor Receptor (EGFR)" 28-30,
PROC AM SOC CLIN ONCOL, 32,34,36
vol. 20, 2001, page 3A, XP009052895 -
the whole document
X COHEN R B: T"Epidermal growth factor 1,4-10,
receptor as a therapeutic target 1n 13-16,
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CLINICAL COLORECTAL CANCER 2003 UNITED 2326,
STATES, 28-30,
vol. 2, no. 4, 2003, pages 246-251, 32,34,36
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in particular
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cells.” 32,34,36
INTERNATIONAL JOURNAL OF CANCER,
vol. 108, no. 3,
20 January 2004 (2004—01—20) pages .
464-472, XP009052937
ISSN: 0020-7136
the whole document
X SCHILLER J H: "New directions for ZD1839 1,4-10,
in the treatment of solid tumors" 13-16,
SEMINARS IN ONCOLOGY 2003 UNITED STATES, 19,20,
vol. 30, no. 1 SUPPL. 1, 2003, pages 23~26,
49-55, XP009052600 28-30,
ISSN: 0093-7764 32,34,36
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LLC; ELLIOYT, WILLIAM, LEON; FRY, DAVID,
WILLIA) 19 February 2004 (2004-02-19)

page 10 - page 11
page 14, last paragraph

SALAZAR R (REPRINT) ET 'AL: "Preliminary
report of a phase 1/2A open-label study of
EKB 569 1n combination with
5—fluorouracil,- Teucovorin, and irinotecan
in patients with advanced colorectal
cancer" .

CLINICAL CANCER RESEARCH, (1 DEC 2003)
VOL. 9, NO. 16, PART 2, SUPP. ‘S!, PP.
60995-61008. ISSN: 1078-0432. PB. — AMER
ASSOC CANCER RESEARCH, 615 CHESTNUT ST,

.17TH FLOOR, PHILADELPHIA, PA 19106-4404

USA., 1 December 2003 (2003-12-01),
XP001207321, '
the whole document

MESSERSMITH W A ET AL: “Phase I trial of
irinotecan, infusional 5-fluorouracil, and
leucovorin (FOLFIRI) with erlotinib

‘(0SI~774): Early termination due to

increased toxicities™

CLINICAL CANCER RESEARCH 01 OCT 2004
UNITED STATES,

vol. 10, no. 19,

1 October 2004 (2004-10-01), pages
6522-6527, XP001207197

ISSN: 1078-0432

the whole document

RAO R D (REPRINT) ET AL: "Phase I trial
of OSI - 774 and CPT -11 1in
patients with advanced solid tumors”
JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY, (15 JUL
2004) YOL. 22, NO. 14, SUPP. *S1, PP.
2085-208S. MA 3053. ISSN: 0732-183X. PB -
AMER SOC CLINICAL ONCOLOGY, 330 JOHN
CARLYLE ST, STE 300, ALEXANDRIA, VA 22314
USA., 15 July 2004 (2004-07-15),
XP009052939 .

the whole document
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LO QUE SE REIVINDICA EB:

l. Una composicién farmacéutica, en particular para
uso en céincer, que contenga un inhibidor de la quinasa del
EGFR y irinotecan, en un vehiculo farmacéuticamente acepta-
ble.

2. Una composicién farmacéutica de 1la :eivindicacién
1, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR sea erloti-
nib.

3. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 2,
en donde el erlotinib en la composicién esté preesente como
una sal clorhidrica.

4. La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciones de la 1 a la 3, que adicionalmente conten-
ga otros (uno o mids) agentes anticarcinégenos.

5. Un método para la fabricacién de un medicamento
destinado al tratamiento de tumores o metistasis tumorales,
caracterizado por la utilizacién de un inhibidor de la qui-
nasa del EGFR y irinotecan.

6. El método de reivindicaciénm 5, en donde el medica-
mento es destinado a céncer.

7. E1l método de las reivindicaciones 5 o 6, en donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR y el irinotecan sean
contenidos en la misma formulacidén.

8. El método de las reivindicaciones 5 o 6, en donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan sean con-
tenidos en diferentes formulaciones.

9. El método de cualquiera de las relvindicaciones de

la 5 a la 8, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR e

||
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irinotecan son destinados a la administracién al paciente
por la misma via. .

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 9, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR e
irinotecan son destinados a la administracidn al paciente
por diferentes vias.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 10, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR
erlotinib sea utilizado.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 11, en donde erlotinib sea destinada a la admi-
nistracién al paciente por administracién parenteral o
oral.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 12, en donde el irinotecan sea destinado a la ad-
ministracién al paciente por administracién parenteral.

14. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 13, que adicionalmente contenga otros (uno o més)
agentes anticarcinégenos. 4

15. E1l método de cualquiera de las de reivindicacioﬁéa
de la 5 a la 14, en donde los otros agentes anticarcinfge-
noe sean seleccionados a partir de un agente alquilante,
ciclofosfamida, clorambucilo, cisplatina, busulfén, melfa-
l4n, carmustina, estreptozotocina, trietilenomelamina, mi-
tomicina C, un antimetabolito, metotrexato, etoposida, 6-
mercaptopurina, 6-tiocguanina, citarabina, 5-fluorouracil,
capecitabina, dacarbacina, un antibiético, actinomicina D,

doxorubicina, daunorubicina, bleomicina, mitramicina, un

1.3,
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alcaloide, vinblastina, paclitaxel, un glucocorticoide, de-
xametasona, un corticosteroide, predniscna, un nuclebsido
inhibidor de enzima, hidroxiurea, un enzima disminuidor de
aminodcidos, asparaginasa, leucovorina, y un derivado de
&cido félico.

16. Un método de preparacifén de una composicién farma-
céutica fitil para tratar tumores o metéstais tumorales en
un paciente, que contenga una combinacién de irinotecan con
un inhibidor de la quinasa EGFR.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacién 16, en
donde el inhibidor de la quinasa del EGFR es erlotinib.

18. E1l método de la reivindicacién 17, que ademés con-
tenga la combinacién de un vehiculo farmacéuticamente acep-
table con irinotecan y erlotinib.

19. Un kit que incluya un contenedor que contenga iri-
notecan y un inhibidor de la gquinasa EGFR. e

20. El kit de la reivindicacién 19, que ademis conter-
ga un diluyente esteril.

21. El kit de la reivindicacién 19, en donde el in-
hibidor de la quinasa del EGFR es erlotinib.

22. El kit de cualquiera de las reivindicaciones de la
19 a la 21, que ademis contenga un paquete que incluya ins-
trucciones impresas que indiquen el uso del tratamiento
combinado de irinotecan y erlotinib a un paciente como un
método para tratar tumores, met&stais tumorales o otros
cénceres en un paciente. &k

23. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1,

que adicionalmente contenga otros {uno o mis) agentes anti-
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carcinbégenos.

24. Una composicién de acuerdo con la reivindicacién
23, en donde los mencionados otros agentes anticarcinégenos
sean miembros seleccionados a partir del grupo consistenEe
en agentes alquilantes, antimetabolitoa, inhibidores de mi;
crotubulo, podofilotoxinas, antibiéticos, nitrosoureas, te-
rapias hormonales, inhibidores de quinasas, activadores de
la apoptosis de células tumorales, y agentes antiangiogéni-
cos.

25. Un método para el tratamiento del cancer, que con-
tenga la administracifin a un sujeto con necesidad de este
tratamiento (i) una primera cantidad efectiva de un inhibi-
dor de la quinasa EGFR, o una sal farmacéuticamente acepta-
ble del mismo; y (ii) una segunda cantidad efectiva de iri-
notecan.

26. Un método para el tratamiento del cé&ncer, que con-
tenga la administracién a un sujeto con necesidad de este
tratamiento (i) una primera cantidad subterapéutica de un
inhibidor de la quinasa EGFR, © una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo; y (ii) una segunda cantidad subtera-
péutica de irinotecan.

27. Un método para el tratamiento de cdncer de acuerdo
con la reivindicacién 25 o 26, en donde el inhibidor de 'Ia
quinasa del EGFR es erlotinib.

28, El método de la reivindicacién 5, en donde los tu-
mores © metfstais tumorales a ser tratados son tumores de
cancer colorrectal o metistasis tumorales.

29. Una composicién farmacéutica,' en particular para
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uso en céncer, que contenga (i) una primera cantidad efec-
tiva de un inhibidor de la quinasa EGFR, o una sal farma-
céuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda canti-
dad efectiva de irinotecan.

30. Una composicién farmacéutica, en particular para
usc en clncer, que contenga (i) una primera cantidad subte-
rapéutica de un inhibidor de la quinasa EGFR, © una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda
cantidad subterapéutica de irinotecan.

31. Una composicién farmacéutica de acuerdo con' Xa
reivindicacién 29 o 30, en donde el inhibidor de la quinasa
del EGFR es erlotinib. '

32. Un inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan
para usc comc medicamento, en particular para uso en cén-
cer.

33. Erlotinib e irinotecan para uso como medicamento,
en particular para uso en céncer.

34. Uso de un inhibidor de la quinasa del EGFR e iri-
notecan para la fabricaci6ém de un medicamento para tratgi
tumores o metdstasis tumorales. -

35. Uso de acuerdo con la reivindicacién 34, en donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR es erlotinib.

36. Loe nuevos compuestos, procesos, composiciones

farmacéuticas, métodos y usos como se han descrito aqui.
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WHATI§CLAIMEDIS:
1. A pharmaceutical composition, in particular for use in cancer, comprizing an EGFR
kinase inhibitor and irinotecan, in a pharmaceutically acceptable carrier.
2. A pharmaceutical composition of daim 1, wherein the EGFR kinase inhibitor is
erlotinib.

3. The pharmaceutical composition of claim 2, wherein the erlotinib in the composition
is present as 2 hydrochloride salt.

. 4. The pharmaceutical composition of any one of claims 1 to 3, addiﬁdna]ly 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 irinotecan are used.

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

7. The method of claim 5 or 6, wherein the EGFR kinsse inhibitor and irinotecan are
contained in the same formulation.

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

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

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

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

12. The method of any one of claims 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 irinotecan is intended for

administration to the patient by parenteral administration.

14. The method of any one of claims 5 to 13, additionally comprising one or more other
anti-cancer agents.
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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-
metabolite, methotrexate, etoposide, 6-mercaptopurine, 6-thiocguanine, cytarabine, 5- -
flucrouracil, capecitabine, dacarbazine, an antibiotic, actinomycin D, doxorubicin,
daunorubicin, bleomycin, mithramycin, an alkaloid, vinblastine, paclitaxel, s
glucocorticoid, dexamethasone, a corticosteroid, prednisone, a nucleoside enzyme
inhibitors, hydroxyurea, an amino acid depleting enzyme, asparaginase, leucovorin, and a
16. A method of prepering a pharmaceutical composition useful for treating tumors or

tumor metastases in a patient, comprising combining irinotecan with an BEGFR kinsse
inhibitor.

17. A method acoordmgtodmm 16,where.intheBGPRkinue inhibitor is erlotinib.

18. The methad of claim 17,ﬁ:rthercompnnngcombmmgapharmaceuuallyaccepmble
mncrmththemnotemnmderlotnib

19. A kit comprising a container comprising irinotecan and-an EGFR hmse inhibitor.
20, The kit of claim 19, further comprising a sterile diluent.
21, The kit of dlaim 19, wherein the EGFR kinase inhibitor is erlotinib.

22. The kit of any one of claims 19 to 21, further comprising a package insert comprising
printed instructions directing the use of a combined treatment of irinotecan and erlotinib
to a patient as a method for treating tumors, tumor metastases or other cancersina
patient.

23, The composition according to daim 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 allkylating drugs, antimetabolites,
microtubule inhibitors, podophyllotoxins, antibiotics, nitrosoureas, hormone therapies,
kinase inhibitors, activators of tumor cell apoptosis, and antiangiogenic agents.

25. A method for the treatment of cancer, comprising administering to a subject in need
of such treatment (i) zn effective first emount of an BGFR kinase inhibitor, or &
pharmaceutically acceptable salt thereof; and (i) an effective second amount of

ot
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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, ora
pharmaceutically acceptable salt thereof; and (ii) a sub-therapeutic second amount of
irinotecan.

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

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

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

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

31. A pharmaceutical composition according to daim 29 or 30, wherein the EGFR kinase
inhibitor is erlotinib.

32, An EGFR kinase inhibitor and irinotecan for use as medicament, in particular for use

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

34.UuomeGFR1dﬁueinhibibrandiﬁnotemnﬁ:rthemuﬁcheofnmedinmmt
for treating tumors or tumor metastases.

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

36. The novel compounds, processes, pharmaceutica] compositions, methods and uses as
described herein.
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" [[] toda la solicitud internacional
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E dicha solicitud internacional, o dichas reivindicaciones Nos.25-28, 36 (con respecto a la aplicabilidad
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internacional (especificar):

" Ver hoja separada

D la descripcién, reivindicaciones o dibujos (indique elementos particulares a conhuuman) o dlchas
reivindicaciones Nos. son tin imprecisas que no pudo formarse una opinién significativa (npeaﬁquz)
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D no se ha establecido reporte de btisqueda internacional para dichas reivindicaciones

D el listado de secuencia de nucledtidos y/o aminoécidos no cumple con la norma proporcionada por el
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D las tablas relacionadas con el listado de secuencias de nucleétidos y/o aminoicidos, si Gnicamente en
forma legible en computador, no cumple con los requerimientos técnicos proporcionados por el Anexo
C-bis de las Instrucciones Administrativas.

|:| ver Casilla Suplementaria para detalles adicionales.
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1. Afirmacién
Novedad (N) Sit Reivindicaciones 23,17,18,21,22,31
No: Reivindicaciones 1,4-16,19,20,23-30,32-36
. Nivel inventivo (IS) Si: Reivindicaciones

No: Reivindicaciones 1-36

Aplicabilidad industrial J[A) ~ Si: Reivindicaciones 1-24, 29-35
: No: Refvindicacl

2 Ghunnu y explicaciones (Norma 70.7):

_ verhoja separada

CASIL1LA No.VI Clertos documentos citados

1. Clertos documentos publicados (Regla 70.10)
y/o

2. Revelaciones en fonrma no escrita (Regla 70.9)

ver hoja separada

Forma PCT/IFEA/409 (Enero 2004)
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INTERNACIONAL SOBRE PATENTABILIDAD

(HOJA SEPARADA) PCT/EP2005/005639
SECCION 1l

1. Esta Autoridad considera que la materia objeto de las reivindicaciones 25- 28 y 36 esté cubierta
" por las disposiciones de l2 Regla 67.1(iv) del PCT. Por consiguiente, no se formularé ninguna opinién
con respecto a la aplicabilidad industrial de la materia objeto de estas reivindicaciones (Articulo

34(4)(a)(T) del PCT).

SECCIONV :
2’3 erencias:

i D1: SEYMOUR L: “INHIBIDORES DEL RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMIAL: UNA ACTUALIZACION DE SU DESARROLLO COMO TERAPEUTICOS
CONTRA EL CANCER” CURRENT OPINION IN INVESTIGATIONAL DRUGS, CURRENT
DRUGS, LONDRES, GB, vol.4, no. 6, Junio 2003 (2003-06), piginas 658-666, ISSN:0967-8298
D2: SALTZ L Y COLS: “Cetuximab (IMC-C225) més Irinotecano (CTP-11) es activo en el

Céncer Colorrectal Refractario (CRC) CPT-11 que expresa el Receptor del Factor de Crecimiento

"

Epidermial (EGFR)” PROC AM SOC CLIN ONCOL, vol. 20, 2001, p4gina 3A.

D3: COi-'IEN R B:"Receptor del factor de crecimiento epidermial como un blanco terapéutico en
céncer colomrectal” CLINICAL COLORECTAL CANCER 2003 ESTADOS UNIDOS, vol. 2, no.
4, 2003, paginas 246-251, ISSN: 1533-0028.

D4: WO 02/45653 A

D5: WO 02/070008 A

D6: KOIZUMI FUMIAKI Y COLS: “Interaccién sinérgica entre el inhibidor de la tirosina
quinasa EGFR gefitinib (“Iressa”) y el inhibidor de la topoisomerasa I de ADN CPT-i1
(Irinotecano) en células de céncer colorrectal humano”. INTERNATIONAL JOURNAL OF
CANCER. Vol. 108, no.3, Enero 20, 2004 (2004-01-20), piginas 464-472, ISSN:0020-7136

D7: SCHILLER, ] H: “Nuevas direcciones para ZD1839 en el tratamiento de tumores sélid:.Js“
SEWARS IN ONCOLOGY 2003 ESTADOS UNIDOS, vol. 30, no.1 SUPPL. 1, 2003, péginas

49-55, ISSN:0093-7754

Forma PCT/hojs scparada/ 409 {Hoja 1) (EPO-Enero 2004)
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D8: WO 2004/014386 A
D9: SALAZAR R (REIMPRESION) Y COLS: “Reporte preliminar de un estudio de etiqueta
abierta fase 1/2A de EKB 569 en combinacién con 5-fluorouracilo, leucovorina ¢ irinotecano en
pacientes con céncer colorrectal avanzado” CLINICAL CANCER RESEARCH (DIC 1, 2003)
VOL. 9, NO.16, PARTE 2, SUPP. [S], PP 6099S-6100S. ISSN: 1078-0432. PB- AMER ASSOC
- CANCER RESEARCH, 615 CHESTNUT ST, 17TH FLOOR, PHILADELPHIA, PA 19106-4404
. USA, Diciembre 1, 2003 (2003-12-01)
D10: MESSERSMITH W A Y COLS: “Ensayo fase I de irinotecano, 5-fluorouracilo infusional, y
leucovorina (FOLFIRI) con erlotinib (OSI-774): Terminacién temprana debida a toxicidades
incremeritadas” CLINICAL CANCER RESEARCH OCT 01, 2004 ESTADOS UNIDOS, vol. 10,
no. 19, Octubre 1, 2004 (.2004-10-01) paginas 6522-6527, ISSN: 1078-0432
D11: RAO R D (REIMPRESION) Y COLS: “Ensayo fase I de OSI-774 y CPT-11 en pacientes
con tumores sélidos avanzados” JOURNAL OF CLINICAL ONCOLOGY, (JUL 15, 2004) VOL.
22, No.14, SUPP. [S], PP. 2085-208S. MA 3053. ISSN:0732-183X. PB- AMER SOC CLINICAL
ONCOLOGY, 330 JOHN CARLYLE ST, STE 300, ALEXANDRIA, VA 22314 EUA, Julio 15,

2004 (2004-07-15).

3. _NM,_Q (Art 33(2) del PCT)

31. D1 mencl:iona qule los estudios en fase I de erlotinib en combinacién con irinotecano son llevados a
cabo.

D1 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 5,6.11,12.25-28 v 32-36.

32 Dﬁ revela que una combinacién de cetuximab e irinotecano es efectiva en el tratamiento del céncer
colorrectal. Los dos agentes fueron administrados parenteralmente. Adicionalmente, se reporta que
los ensayos de combinacién de cetuximab més irinotecano/5-FU/leucovorin estéin en progreso.

D2 destruye la novedad de las reivindicaciones 1, 4-9,13-16.19.20,23-26.28-30,32,34 |
De manera similar, D3 o D4 anticipan la materia objeto de las reivindicaciones anteriormente

mencionadas:

Forrma PCT/hoja separada/ 409 (Hoja 2) (EPO-Encro 2004)
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3@

3.4.

35

3.6

3.7

D3 reporta ensayos clinicos fase II de combinaciones de cetuximab con irinotecano, con
irinotecano/5-FU/leucovorina o irinotecano/5-FU/écido folinico en cdncer colomectal.

D4 reporta estudios usando irinotecano y cetuximab junto con radiacién en céncer de colon.

DS revela que los antagonistas del receptor del factor de crecimiento endotelial vascular
combinacién con radiacién, agentes quimioterapéuticos, o antagonistas del receptor del factor de
mcimie;to epidermial inhiben el crecimiento del tumor.

Cetuximab, ABX-EGF, PD166285, ZD 1939 tarceva(eriotinib) o PKI 166 son mencionados como
posibles antagonistas de EGFR.

En [168], se menciona que “el antagonista EGFR y el antagonista VEGFR pueden ser
administrados en combinacién con uno o mis agentes antineoplésticos”, entre ‘otros irinotecano
(CPT-11).

DS anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 5,6.14,15.25.26,32.34 y 36.

D6 reporta estudios que llevaron al descubrimiento de que una combinacidn de gefitinib con CTP-
11‘e3 un régimen promisorio para los pacientes de céncer colorrectal (estudios in vivo e in vitro).
En los estudios in vivo, gefitinib fue administrado oral o parenteralmente, e irinotecano fue
administrado por via intravenosa.

D6 es perjudicial para la novedad de las reivindicaciones 5,6.8.9.10.13,19,20,25,26.28.32.34 y 36.
D7 reporta estudios fase I/Il, donde ZD1839 es afiadido a los regimenes de qmmlotﬂapli de
combinacién irinotecano (CTP-11)/5-FU/ leucovorina para céncer colorrectal metastitico
avanzado.

D7 por ende anticipa la materia objeto de 1as reivindicaciones 5,6,14,15.25.26.28.32.34 y 36.

D8 revela composiciones que comprenden cantidades sm&glcas de CI-1033 y agentes
quimioterapéuticos, p.cjm, CPT-11. Las combinaciones son tiles para el tratamiento de p.ejm.,
céncer de colon. La administracién puede ser por diferentes rutas; también se revelan los kits.

D8 anticipa la materia objeto de las reivindicaciones 1,5-10, 13.16,19.20,25.26 28-30,32,

Forma PCT/heja scparads/ 409 (Hojs 3) (EPO-Enero 2004)
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34y36
38 D9 revela un estudio fase 1/2A de EKB-569 (oral) en combinacién con 5-FU/

3.1,

leucovorina/irinotecano parenteral en pacientes con cincer colorrectal avanzado.

D9 anticipa 1a materia objeto de las reivindicaciones 5, 6, 8, 10, 13-15,19,20,25,26,28,32,34 y 36.

Nivel inventivo (Art.33(3) del PCT)

Las reivindicaciones 2.3,17.18 21 31 parecen ser novedosas.

La materia objeto de las reivindicaciones 2 6 3 se relaciona con una composicién farmacéutica que
comprende erlotinib o su sal clorhidrato e irinotecano, un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La combinacién de erlotinib e irinotecano en Ia terapia de céncer ya es conocida (ver D1). En D1,
no esté explicito que los dos compuestos estén comprendidos en una composicién.

Sin embargo, combinar los compuestos en una composicién es un asunto de optimizacién de
ruting y no involucra nivel inventivo.

Por la misma razén, la materia objeto de las reivindicaciones 17, 18 y 31 mo es considerada
inventiva.

Para las reivindicaciones 21 y 22, cuya materia objeto se relaciona con un kit, aplica bisicamsnte

1o mismo

Aplicabilidad Industrial (Art.33(4) del PCT)
Los requisitos de aplicabilidad industrial son cumplidos por la materia-objeto de las

reivindicaciones 1-24 y 29-35.

Forma FCT/hoja separads/ 409 (Hoja 4) (EPO-Enero 2004)
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5.2 No existe un criterio unificado en los estados contratantes del PCT para evaluar si las presentes

SECCION VI

6.

reivindicaciones 25-28 v 36 son industrialmente aplicables. La patentabilidad puede también ser
dependiente de la formulacién de las reivindicaciones. La EPO por ejemplo, no considera que las
reivindicaciones de uso de un compuesto en tratamiento médico sean industrialmente aplicables,
pero puede permitir reivindicaciones de primer uso en tratamiento médico para un compuesto
conocido y el uso de dicho compuesto para la fabricacién de un medicamento para un nuevo

tratamiento médico.

D10 y D11 fueron publicados entre la fecha de prioridad y la fecha de presentacion de la
presente solicitud

Asumiendo que la prioridad reivindicada para la presente solicitud es vilida, D10 y D11 no son
aqui considerados arte previo. (R 33.1 y 64.1 del PCT)

D10 reportn un ensayo fase I de irinotecano, 5-fluorouracilo infusional, y leucovorina (FOLFIRI)
con erlotinib (OSI-774). Se enfatiza que la combinacién causé toxicidad excesiva

D11 reporta un ensayo fase I de irinotecano y erlotinib.

Forma PCT/hoja separada/ 405 (Hoja 5) (EPO-Enero 2004)
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INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
ON PATENTABILITY PCT/EP2005005639

Box No.| Basis of the report

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

O 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 interational search (under Rules 12.3 and 23.1(b))
O publication of the international application (under Rule 12.4)
O international preliminary examination (under Rules 55.2 andlor 55.3)

2. With regard to the elements” of the international application, this report is based on (replacement sheets which
have been furnished to the receiving Office in response io an invitation under Article 14 are referred to in this
report as “onginally filed" and are not annexed o this report):

Description, Pages
1-48 as originally filed

Claims, Numbers
1-38 as originally filed

Drawings, Sheets
1-8 as originally filed

a sequence listing andior any related table(s) - see Supplemental Box Relating to Sequence Listing

3. 0 The amendments have resulted in the cancsllation of:
O the description, pages
[0 the claims, Nos.
O the drawings, sheetsfigs

O the sequenca listing (spacify}):
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)).

O the description, pages

O the claims, Nos.

O the drawings, sheetsfigs

O the sequence listing {specify):

O any table(s) related to sequence listing (specify}.

* TIf item € applies, some or all of these sheets may be marked "superseded.®

Form PCTAPEA/408 (January 2004)



INTERNATIONAL PRELIMINARY REPORT International application No.
N PATENTABILITY PCTEP2005005639

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

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

O the entire intemational application,
& claima Nos. 25-28, 36 (with regard to industrial applicability)
because:

B¢ the sald intemational application, or the sald claims Nos. 25-28, 36 (with regard to industrial applicability)
relate to tha following subject matter which does not require an intemational preliminary examination

(specify):
gee separate sheet

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

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

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

O

OO the nuclectide andbr amino acid sequence listing doas not comply with the standard provided for in Annex
C of the Administrative Instructions in that

the written form 0 has not besn fumnished
O does not comply with the standard
the computer readable form O has not been fumished
O does not comply with the standard
O the tables related to the nuclectide andbr amino acid sequence listing, i in computer readahle form only, do
not comply with the technical requirements provided for in Annex C-bis of the Administrative Instructions.

O See sepamats sheet for further details

Form PCTAPEA/409 (January 2004)
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>

Box No.V Heasoned statement under Article 35{2) with regard to noveity, Inventlve step or Industrial
applicabllity; citations and explanations supporting such statement

1. Statement
Novelty (N) Yes: Claims
No: Claims
Inventive step {IS) Yes: Claims
No: Claims
industrial applicabillty (1A) Yea: Claims
No: Claims

2. Citations and explanations (Rule 70.7):
soe saparate shest

2,3,17,18,21,22.31
1, 4-186, 19,20,23-30,32-368

1-36
1-24, 268-35

Box No. V] Certaln documents cited

1. Certain published documents (Rule 70.10)

and /or
2. Non-written disclosures (Rule 70.9)
see separate sheat

Form PCTAPEA/408 (January 2004)
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SECTION il

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).

SECTION V

2. References:

D1: SEYMOUR L: "EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR INHIBITORS:
AN UPDATE ON THEIR DEVELOPMENT AS CANCER THERAPEUTICS®
CURRENT OPINION IN INVESTIGATIONAL DRUGS, CURRENT DRUGS,
LONDON, GB, vol. 4, no. 6, June 2003 (2003-06), pages 658-666, ISSN: 0967-
8298

D2: SALTZL ET AL.: "Cetuximab (IMC-C225) Plus Irinotecan (CTP-11) is Active in
CPT-11 - Refractory Colorectat Cancer (CRC) that Expresses Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR)" PROC AM SOC CLIN ONCOL, vol. 20, 2001, page
3A.

D3: COHEN R B: "Epidermal growth factor receptor as a therapeutic target in
colorectal cancer® CLINICAL COLORECTAL CANCER 2003 UNITED STATES,
vol. 2, no. 4, 2003, pages 246-251, ISSN: 1533-0028.

D4: WO 02/45653 A

D5: WO 02/070008 A

D6: KOIZUMI FUMIAKI ET AL: "Synergistic interaction between the EGFR tyrosine
kinase inhibitor gefitinib ("Iressa") and the DNA topoisomerase | inhibitor CPT-
11 (irinotecan) in human colorectal cancer cells." INTERNATIONAL JOURNAL
OF CANCER, vol. 108, no. 3, 20 January 2004 (2004-01-20), pages 464-472,
ISSN: 0020-7136

D7: SCHILLER J H: "New directions for ZD18389 in the treatment of solid tumors"
SEMINARS IN ONCOLOGY 2003 UNITED STATES, vol. 30, no. 1 SUPPL. 1,
2003, pages 49-55, ISSN: 0093-7754

Form PCT/Sepamaie Sheel/400 (Sheet 1) (EPO-January 2004)



o b

'INTERNATIONAL PRELIMINARY International application No.
REPORT ON PATENTABILITY
(SEPARATE SHEET) PCT/EP2005/005639

D8: WO 2004/014386 A

D9: SALAZAR R (REPRINT) ET AL: "Preliminary report of a phase 1/2A open-label
study of EKB 569 in combination with 5-fluorouracil, lsucovorin, and irinotecan
in patients with advanced colorectal cancer® CLINICAL CANCER RESEARCH,
(1 DEC 2003) VOL. 9, NO. 16, PART 2, SUPP. [8], PP. 60995-6100S. ISSN:
1078-0432. PB - AMER ASSOC CANCER RESEARCH, 615 CHESTNUT ST,
17TH FLOOR, PHILADELPHIA, PA 19106-4404 USA., 1 December 2003
(2003-12-01).

D10: MESSERSMITH W A ET AL. "Phasa | trial of irinotecan, infusional 5-
fluorouracil, and leucovorin {FOLFIRI) with erotinib (OSI-774): Early
termination due to increased toxicities" CLINICAL CANCER RESEARCH
01 OCT 2004 UNITED STATES, vol. 10, no. 19, 1 October 2004 (2004-10-
01), pages 6522-6527, ISSN: 1078-0432

D11: RAO R D (REPRINT) ET AL: "Phase | trial of OSI| -774 and CPT - 11

in patients with advanced solid tumors® JOURNAL OF CLINICAL
ONCOLOGY, (15 JUL 2004) VOL. 22, NO. 14, SUPP. [S], PP. 2085-208S.
MA 3053. ISSN: 0732-183X. PB - AMER SOC CLINICAL ONCOLOGY,
330 JOHN CARLYLE ST, STE 300, ALEXANDRIA, VA 22314 USA,, 15
July 2004 (2004-07-15).

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

3.1 D1 mentions that phase | studies of erlotinib in combination with irinotecan are
carried out.

D1 anticipates the subject-matter of claims 5, 6, 11, 12, 25-28 and 32-36.

3.2 D2 discloses that a combination of cetuximab and irinotecan is effective in the
treatment of colorectal cancer. Both agents were administered parenterally. It is
further reported that combination trials of cetuximab plus irinotecan / 5-FU /
leucovorin are in progress.

D2 destroys the novelty of claims 1, 4-8. 13-16. 19, 20, 23-26, 28-30, 32, 34 and 36.

Similarly, D3 or D4 anticipate the subject-matter of the above-mentioned claims:

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheel 2) (EPO-January 2004)
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D3 reports on phase li clinical trials of combinations of cetuximab with irinotecan, with
irinotecan / 5-FU / leucovorin or irinotecan / 5-FU / folinic acid in colorectal cancer.

D4 reports on studies using irinotecan and cetuximab together with radiation in colon
cancer.

3.4 D5 discloses that vascular endothelial growth factor receptor antagonists in
combination with radiation, chemotherapeutic agents, or epidermnal growth factor
recepior antagonists inhibit tumour growth.

Cetuximab, ABX-EGF, PD166285, ZD1939, tarceva (eriotinib) or PKI166 are
mentioned as possible EGFR antagonists.

In [168], it is mentioned that 'the EGFR antagonist and the VEGFR antagonist can be
administered in combination with one or more antineoplastic agents’, among others
irinotecan (CPT-11).

D5 anticipates the subject-matter of claims 5, 6. 14. 15, 25, 26. 32. 34 and 36.

3.5 D6 reports on studies which result in the finding that a combination of gefitinib with
CTP-11 is a promising regimen for colorectal cancer patients (in vivo and in vitro
studias). In the in vivo studies, gefitinib was administered orally or parenterally, and
irinotecan was administered intravenously.

D6 is prejudicial to the novelty of claims 5. 6. 8. 9. 10. 13, 19, 20, 25, 26, 28, 32, 34
and 36.

3.6 D7 reports on phase 1/ Il studies, wherein ZD1839 is added to the combination
' chemotherapy regimens irinotecan (CTP-11) / 5-FU / leucovorin for advanced,
metastatic colorectal cancer.
D7 thus anticipates the subject-matter of claims 5. 6, 14, 15, 25, 26, 28, 32, 34 and
36.

3.7 D8 discloses compositions comprising synergistic amounts of Cl-1033 and
chemotherapeutic agents, e.g. CPT-11. The combinations are useful for the
treatment of e.g. colon cancer. Administration may be in different routes; kits are also

disclosed.

D8 anticipates the subject-matter of claims 1. 5-10, 13. 16, 19, 20, 25, 26, 268-30, 32,

Forn PCT/Separate Sheet/408 (Shest 3) (EPO-January 2004)
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34 and 36.

3.8 D8 discloses a phase 1/2A study of EKB-569 (oral) in combination with parenteral 5-
FU / leucovorin / irinotecan in patients with advanced colorectal cancer.

D9 anticipates the subject-matter of claims 5. 6. 8, 10, 13-15, 19, 20. 25, 26, 28, 32,
34 and 36.

4. Inventive Step (Art. 33(3) PCT)
Claims 2. 3. 17, 18, 21, 22 and 31 appear to be novel.

The subject-matter of claims 2 or 3 relates to a phamaceutical composition
comprising erlotinib or its hydrochloride salt and irinotecan, in a pharmaceutically
acceptable carrier.

The combination of erlotinib and irinotecan in cancer therapy is already known (see
D1). In D1, it is not explicitly stated that the two compounds are comprised in one
composition.

However, combining the compounds in one composition is a matter of routine
optimisation and does not involve an inventive step.

For the same reason, the subject-matter of claims 17, 18 and 31 is not considered
inventive.

Basically the same is true for claims 21 and 22, the subject-matter of which relates to
a kit.

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

5.1 The requirements of industrial applicability are fulfilled for the subject-matter of claims
1-24 and 29-35.

Form PCT/Separate Sheet/408 (Sheet 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. D10 and D11 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, D10 and D11 are presently not considered prior art (R. 33.1 and 64.1 PCT).

D10 reports on a phase | trial of irinotecan, infusional 5-fluorouracil, and jeucovorin
(FOLFIRI) with eriotinib (OSI-774). It is emphasized that the combination caused

excessive toxicity.

D11 reports on a phase | trial of irinotecan and erotinib.

Form PCT/Separate 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 Cooperacién en materla de Patentes PCT, atentamente
me permito informar a ese Despacho que el capitulo relvindicatorio
tal como fue presentado originalmente en Fase, Internaclonal ha

sido modificado.

Las modificaclones reallzadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcidn de la presente invencidn y en este
sentildo, no conflguran una ampllacién del invento o de Ila

divulgacién contenida en la solicltud presentada.
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TRATAMIENTO CON IRINOTECAN (CPT-1l1l) Y UN INHIBID R DEL EGFR
RESUMEN, OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un métocdo para 1la
fabricacién de un medicamento para tratar tumores o metés-
tals tumorales, caracterizado por la utilizacién de una
cantidad terapé&uticamente efectiva de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan, con o sin agentes o trata-
mientos adicionales, tales como otros firmacos anticarciné-
genos © terapia de radiaci6én. La invencién también compren-
de una composicién farmacéutica que se compone de una com-
binacién de un inhibidor de la quinasa del EGFR e irinote-
can en combinacién con un vehiculo farmacéuticamente acep-
table. Un ejemplo preferible de un inhibidor de la quinasa
del EGFR que puede ser utilizado en la préctica de esta in-
vencién es el compuesto erlotinib HCl (tambien conocido co-

mo Tarceva®). 4
4

{7’\.



10

15

25

-2-

TRATAMIENTO CON IRINOTECAN (CPT-11) Y UN INHIBID R DEL EGFR
1] La presente invencién est& orientada a compuetos y mé-
todos para la fabricacifn de medicamentos destinados al
tratamiento del céncer. En particular, la presente invecién
estid destinada a métodos para la fabricacifn de medicamen-
tos que contengan irinotecan (CPT-11l) y un inhibi-dor de la
quinasa del receptor del factor de crecimiento epidérmico
(EGFR) .

[2] Cincer es el nombre genérico de un amplio eapeé-
tro de trastornose celulares malignos que se caracterizan
por el crecimiento no regqulado, falta de diferenciacién, y
la capacidad de invadir tejidos locales y de metdstasis.
Estas neoplasias malignas afectan, con varios grados de
prevalencia, todos los tejidos y 6rganos del cuerpo.

[3] Una multitud de agentes terapéuticos se han des-
arrollado en las (ltimas décadas para el tratamiento de di-
ferentes tipos de c&ncer. Los factores anticancerigenos mE_:s
comnmente utilizados incluyen: agentes alquilantes del m&A
(p.ej.., ciclofosfamida, ifomafamida), antimetabolitos
(p.ej., metotrexato, un antagonista de folato, y 5-
fluorouracilo, un antagonista de pirimidina), alteradores
de los microtGbulos (p.ej., vinecristina, wvinblastina, pa-
clitaxel), intercaladores del DNA (p.ej., doxorrubicina,
daunomicina, cisplatina), y terapia hormonal (p.ej., ta-
moxifeno, flutamida).

[4] El céncer colorrectal se encuentra entre l3b
principales causas de morbilidad y mortalidad relacionadas

con céncer en los EE.UU. El tratamiento de este clncer de-
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pende en gran ‘medida del tamafio, la localizacién y el esta-
dio del tumor, de s8i la malignidad se ha dispersado a otras
partes del cuerpo (metdstasis), y del estado de salud gene-
ral del paciente. Las opciones incluyen la eliminacibén qui-
riirgica de los tumores localizados en estadio temprano de
la enfermedad, quimioteripia y radioterfpia. Sin embargo,
la quimioterapia es actualmente el finico tratamiento para
la enfermedad metastdsica. El 5-fluorouracilo es actualmen-
te el mis efectivo de los tratamientos de un solo agente
para el céncer colorrectal avanzado, con tasas de respuesta
cerca del 10 $%. Adicionalmente, agentes nuevos comoc el in-
hibidor de la topoisomerasa I irinotecan (CPT1l), el agente
citotéxico basado en platino oxaliplatino (p.ej. Eloxa-
tin®), y el inhibidor de la quinasa del EGFR erlotinib
({6,7-bis(2-metoxietoxi) -4-quinazolin-4-il] - (3-etinilfenil)
amina, p.ej. erlotinib HCI1, Tarceva®) se han mostrado pro-
metedores en el tratamiento.

[5] La sobreexpresién de la quinasa del receptor del
factor de crecimiento epidérmico (EGFR), o de su ligando
TGF-alfa, ee asocia de forma frecuente a muchos tipos de
cancer, incluyendo los de mama, pulmbn, colorrectal, cere-
bral y de 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 crecimiento maligho de es-
tos tumores. Se ha demostrado también que una mutaciédn por
delecitn especifica en el gen EGFR incrementa la tumoroge-
nicidad celular (Halatsch, M-E. et al. (2000) J. Neurosurg.

92:297-305; Archer, G.E. et al. (1999) Clin. Cancer Res.
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5:2646-2652). La activacién de las vias de sefializacién es-
timuladas por EGFR promueve miltiples procesos que son de
forma potencial promotores del céncer, p.ej. proliferacién,
angiogénesis, movilidad e invasién celular, disminucién de
la apoptosis e induccién de la resistencia a fé&rmacos. El
desarrollo para el uso de compuestose que inhiben de forma
directa la actividad quinasa del EGFR como agentes antitu-
morales, asf como de anticuerpé)s capaces de reducir la ac-
tividad quinasa del EGFR por medio del bloqueo de la acti-
vacién de EGFR, constituyen &reas de intenso esfuerzo en
investigacién (de Bono J.8. y Rowinsky, E.X. (2002) Trends
en Mol. Medicine 8:819-S26; Dancey, J. y Sausville, E.A.
(2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-313). Varios estu‘
dios han demostrado o revelado que algunos inhibidores de
la quinasa del EGFR pueden inducir la mejora de tumores ce-
lulares y la muerte de neoplasias cuando son utilizados en
combinacién con ciertos agentes o tratamientos anticarciné-
genos o quimioterdpicos (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 de Cancer 86:819-827; Torrance, C.J. et al. (2000)
Nature Med. 6:1024-1028; Gupta, R.A. y DuBoie, R.N. (2000)
Nature Med. 6:974-975; Tortora, et al. (2003) Clin. Cancer
Res. 9:1566-1572; Solomon, B. et al (2003) Int. J. Radiat.
Oncol. Biol. Phys. 55:713-723; Krishnan, S. et al. (2003)
Frontiers en Bioscience 8, el-13; Huang, S et al. (1999)

Cancer Res. 59:1935-1940; Contessa, J. N. et al. (1999)
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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. and Hidalgo, M.
(2003) J. Nat. Cancer Inst. 95:851-867; Seymour L. (2003)
Current Opin. Investig. Drugs 4(6):658-666; Khalil, M.Y. et
al. (2003) Expert Rev. Anticancer Ther.3:367-380; Bulgaru,
A.M. et al. (2003) Expert Rev. Anticancer Ther.3:269-279;
Dancey, J. Yy Sausville, E.A. (2003) Nature Rev. Drug
Discovery 2:92-313; Kim, B.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. Clncer Res. 6:2053-2063; NGmeros de Patentes
Publicadas: us 2003/0108545; us 2002/0076408; y Us
2003/0157104; y NGmeros de Patentes Internacionales: 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).

[6] Un farmaco antineopl&sico de forma ideal debe
matar las células cancerigenas de forma selectiva, con un
Indice terapéutico relativo de su toxicidad hacia las célu-
las no malignas. Debe también retener su eficacia contra
las células malignas, afin después de una exposicién prolon-
gada al farmaco. Desafortunadamente, ninguna de las quimio-
terapias actuales posee este perfil ideal. En lugar de es-
to, muchas de ellas poseen Indices terap&uticos muy peque-
fios. Ademfs, las células cancerigenas que se exponen a con-
centraciones ligeramente subletales de un agente quimiote-

rdpico frecuentemente desarrollan resistencia a este agen-
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te, y con bastante frecuencia resistencia cruzada a varios
otros agentes antineoplésicos.

[7] De esta manera, existe la necesidad de trata-
mientos mis eficaces para el tratamiento de la neoplasia y
otras alteraciones proliferativas. Las estrategias para po-
tenciar la eficacia terapéutica de los f&rmacos existentes
ha implicado cambios en su posoclogfia, y también en su uso
en combinacién con otros agentes anticarcinégenos o modula-
dores bioquimicoe. La terapia combinada es bien conocida
como método que puede resultar en una mayor eficacia y un
menor niimero de efectos secundarios respecto al uso de do-
sis terapéuticamente relevantes de cada agente en solita-
rio. En algunos casos, la eficacia de la combinacién de
fadrmacos es aditiva (la eficacia de la combinacién e€s
aproximadamente igual a la suma de %Ps efectos de cada far-
maco en solitario), aunque en otros casos el efecto es si-
nérgico (la eficacia de la combinacién es mayor que la suma
de los efectos de cada farmaco en solitario). Por ejemplo,
cuando se combina con 5-FU y leucovorina, el oxaliplatino
exhibe una tasa de respuesta del 25-40% como tratamiento de
primera linea para el cé&ncer colorrectal (Raymond, E. et
al. (1998) Semin Oncol. 25(2 Suppl. 5):4-12).

[8] Sin embargo, sigue existiendo una necesidad cri-
tica de tratamientos mejorados para el céancer colorrectal y
otros cénceres. Esta invencién proporciona terapias anti-
clncer de combinacién que reducen las dosis de los compo-
nentes individuales requeridoe para la eficacia, y de este

modo disminuyen los efectos secundarios que se asocian a
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cada uno de los agentes, y se mantiene o incrementa su va-
lor terapéutico. lLa invencién que se describe aqui propor-
ciona nuevas combinaciones de farmacos, y métodos para la
utilizacién de combinaciones de firmacos en el tratamiento
del céncer colorrectal y otroe cénceres.

RESUMEN DE LA INVENCISN

[9] La presente invencién proporciona un método para
la fabricacin de un medicamento destinado al tratamiento
de tumores o meté&stasis de tumores, caracterizado por el
uso de un inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan.
Preferiblemente, la combinacién de una cantidad terapéuti-
camente efectiva de un inhibidor de la quinasa del EGFR y
de irinotecan esti destinada un la administracién al pa-
ciente de forma simultidnea o secuencial, con o sin agentes
o tratamientos adicionales, tales como férmacos anticarci-
négenos o terapia de radiacién.

[10] La invencién también atafie un una composicién
farmacéutica formada por una combinacifSn de un inhibidor de
la quinasa del EGFR e irinotecan en combinacién con un ve-
hicule farmacéuticamente aceptable.

[11] En un ejemplo preferible de inhibidor de 1la
quinasa del EGFR que puede ser usado en la prédctica de esta
invencién es el compuesto erlotinib HCl (también conocido
como Tarceva®).

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[12] Figura 1: Efecto de los tratamientos farmacolé-
gicos en el peso de animales después de la implantacién de

un tumor LoVo.
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[13] Figura 2: Efecto de los tratamientos farmacol6-
gicos en el volumen del xenoinjerto de tumor LoVo de colén
humano en el rat6n desnudo.

[14] Figqura 3: Efecto de los tratamientos farmacolé6-
gicos en el peso de animales después de la implantacién de
un tumor HCT116.

[15] Figura 4: Efecto de los tratamientos farmacol6-
gicos en el volumen del tumor en xenoinjerto humano HCT116
de colén en ratén desnudo.

[16] Figura 5: Tumores tratados representativos pro-
cedentes del estudio de eficacia 531 (xenoinjerto HCT116).

[17]) FPigura 6: Resumen de toxicidad para el estudio

525.

[18] Figura 7: Resumen de eficacia para el estudio
525.

[19] Figura B8: Resumen de toxicidad para el estudio
531.

[20] Figura 9: Resumen de eficacia para el estudio
531.

DESCRIPCISON DETALLADA DE LA INVENCION

[21] El té&érmino "ci&ncer'" en un animal se reflere a
la presencia de cé&lulas que poseen caracteristicas tipicas
de las células que causan céncer, tales como proliferacién
descontrolada, inmortalidad, potencial metastéeico, creci-
miento y tasa de proliferacién rapidos, asi como ciertas
caracteristcas morfolégicas. Frecuentemente, las células
cancerigenas se presentaran en forma de tumor, pero estas

células pueden existir en solitario dentro de un animal, o
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pueden circular por el torrente sanguineo como células in-
dependientes, como es el caso de las células leucémicas.

[22] "Crecimiento celular anormal"™, como 8&e usa
aqui, a menos que 8e indique lo contrario, se refiere al
crecimiento celular que es independiente de los mecaniesmos
de regulacién normales (p.ej., pérdida de la inhibicién por
contacto). Esto incluye el crecimiento anormal de: (1) cé-
lulas tumorales (tumores) que proliferan expresando una ti-
rosina quinasa mutada o sobreexpresan un receptor tirosina
quinasa; (2) las células benignas y malignas de otras en-
fermedades proliferativas en las que sucede la activacién
aberrante de una tirosina quinasa; (4) tumores cualesquiera
que proliferen por receptores tirosina quinasa; (5) tumores
cualesquiera que proliferen por medio de la activacién de
serina/treonina quinasas aberrantes; y (6) células benignas
y malignas de otras enfermedades proliferativas en las gue
pe produce la activacién de serina/treonina quinasas abe-
rrantes.

[23] El término "tratar" como se usa aqui, al menos
que se indique lo contrario, significa revertir, aliviar,
inhibir el progreso de, o impedir, ya sea de forma parcial
o total, el crecimiento de tumores, met&stasis tumorales, o
otras células causantes de céincer o neoplisicas en un pa-
ciente. El término "tratamiento" como se usa aqui, un menocs
que se indique lo contrario, se refiere al acto de tratar.

[24] La frase "un método de tratamiento" o su equi-
valente, cuando sea aplicado, por ejemplo, para el céancer

se refiere al procedimiento o plan de accién destinado a
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reducir o eliminar el nfimero de células cancerigenas en un
animal, o aliviar los sintomas de un céncer. "Un método de
tratamiento" para el céincer o cualquier otro trastorno pro-
liferativo no necesariamente significa que las células can-
cerigenas u otro tipo de trastorno serén, de hecho, elimi-
nadas, que el nimero de células o el trastorno seri, de
hecho, reducido, o que los sintomas de un céncer u otro
desorden serd, de hecho, aliviado. Frecuentemente, un méto-
do de tratamiento para el céncer serd realizado aungue
exista una baja probabilidad de éxito, perc alin cuando, da-
da la historia médica y habiendo sido estimada la supervi-
vencia en animales, sin embargo se estima un resultado be-
neficioso global de la accién.

[25] El término "agente terapfuticamente efectivo"
significa una composicién que permitird la respuesta médica
© biol6gica de un tejido, sistema, animal o humano que ha
Bido buscado por el investigador, veterinario, médico u
otro tipo de clinico.

[26] El término “"cantidad terap&uticamente ‘efectiva"
o "cantidad efectiva" significa la cantidad de compuesto o
combinacién que permitird la respuesta mé&dica o biolbgica
de un tejido, sistema, animal o humano que ha sido buacado
por el investigador, veterinario, médico u otro tipo de
clinico.

[27] Los datos que se presentan en los ejemplos pre-
sentados mis abajo demuestran que la coadministracién de
irinotecan con un inhibidor de la quinasa del EGFR es efec-

tiva para el tratamiento de cénceres avanzadoe, tales como

¢
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el céncer colorrectal. Por consiguiente, la presente inven-
cién proporciona un método para la fabricacién de un medi-
camento destinado al tratamiento de tumores o metdstais tu-
morales en un paciente, caracterizado_por usar una cantidad
terapéuticamente efectiva de una combinacién de un inhibi-
dor de la quinasa del EGFR e irinotecan. Preferiblemente,
esta combinacién esti destinada a la administracién al pa-
ciente de forma simultinea o secuencial. En una realizacién
los tumores o metéstasis tumorales a ser tratadas son tumo-
res de cincer colorrectal o metdstasis tumorales.

[28] Preferiblemente, etas sustancias estin destina-
das a la administracién al paciente de forma simulténea o
secuencial. Por lo tanto, la presente invencién ademés pro-
porciona un método para la fabricacién de un medicamento
para tratar tumores o metédstasis tumorales, caracterizado
por la utilizacién de una cantidad terapéuticamente efectiva
de una combinacién de un inhibidor de la quinasa del EGFR e
irinotecan y que esti destinado a la administracién al pa-
ciente de forma simulténea o secuencial. Preferiblemente,
ademis se usan uno o mis agentes citotéxicos, quimioterépi-
cos o anticarcinfégenos, o compuestos que potencian los
efectos de estos agentes.

[29] En el &mbito de esta invencién se incluyen
otros citotéxicos adicionales, quimioterfpicoe o agentes
anticarcinfgenos, o compuestoe que potencian los efectos de
estos agentes, por ejemplo: agentes alquilantes o agentes
con funcién alquilante, tales como ciclofosfamida (CTX;

p-ej. cytoxanf), clorambucil (CHL; p.ej. leukeran’), cispla-
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tina (CisP; p.ej. platinol'), oxaliplatino (p.ej. Eloxa-
tin"), busulfan (p.ej. myleranf), melfaldn, carmustina
(BCNU) , estreptozotocina, trietilenemelamina (TEM), mitomi-
cin C, y similares; antimetabolitos, tales como metotrexato
(MTX), etoposida (VP16; p.ej. vepesidf), 6-mercaptopurina
(6MP) , 6-tiocguanina (6TG), citarabina (Ara-C), 5-
fluorouracilo (5-FU), capecitabina (p.ej.xelodaf), dacarba-
cina (DTIC), y similares; antibiéticos, tales como actino-
micina D, doxorubicina (DXR; p.ej. adriamycin®), daunorubi-
cina (daunomicina), bleomicina, mitramicina y similares;
alcaloides, tales como alcaloides de vinca como vincristina
(VCR), vinblastina, y similares; y otros agentes antitumo-
rales, tales como los derivados del paclitaxel (p.ej.
taxol®) y pactitaxel, los agentes citostdticos, glucocorti-
coides tales como dexametasona (DEX; p.ej. decadron") Yy cor-
ticosteroides tales como prednisona, nucleosidos inhibito-
res de enzimas tales como hidroxiurea, enzimas disminuido-
res de aminof&cidos tales como asparaginasa, leucovorina,
&cido folinico, raltitrexed, y otros derivados del &cido
f6lico, y eimilares, diversos agentes antitumorales. Los
siguientes agentes también se pueden utilizar como agentes
adicionales: arnifostina (p.ej. ethyol®), dactinomicina, me-
cloretamina (mostaza de nitrbégeno), estreptozocina, ciclo-
foefamida, lornustina (CCNU), doxorubicina 1lipo (p.ej.
doxil®), gemcitabina (p.ej. gemzar’), daunorubicina 1lipo
(p.ej. daunoxome") , procarbazina, mitomicina, docetaxel
(p.ej. taxotere'), aldesleucina, carboplatina, cladribina,

camptotecina, 10-hidroxi 7-etil-camptotecina (SN38), floxu-
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ridina, fludarabina, ifosfamida, idarubicina, mesna, inter-
ferén alfa, interferén beta, mitoxantrona, topotecan, leu-
prolida, megestrol, melfal&n, mercaptopurina, plicamicina,
mitotano, pegaspargasa, pentostatina, pipobromano, plicami-
cina, tamoxifeno, teniposida, testolactona, tioguanina,
tiotepa, mostaza de uracilo, vinorelbina, clorambucilo.

(30} También es preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o met&stais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan y estar destinado a la admi-
nistracién al paciente de forma simulténea o secuencial, en
donde ademfs, se usan uno a mis agentes antihormonales. Co-
mo se usa aqui, el término “agente antihormonal” incluye
compuestos naturales o© sintéticos orginicos o peptidicos
que actGan regulando o inhibiendo la accién de las hormonas
en los tumores.

[31] Los agentes antihormonalee incluyen, por ejem-
plo: antagonistas de receptores de esteroides, antiestrége-
nos tales como el tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles
inhibidores de aromatasa, otros inhibidores de aromatasa,
42-hidroxitamoxifeno, trioxifeno, queoxifeno, LY 117018,
onapristona, y toremifeno (p.ej. Fareston') ; antiandrégencs
tales como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida,
y goserelina; y sales farmacéuticamente aceptables, &cidos
o derivados de cualquiera de los mencionados mis arriba;
agonistas y/o antagonistas de hormonas glucoprotelcas tales

como la hormona foliculoestimulante (FSH), hormona estimu-
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lante del tiroides (TSH), y la hormona luteinizante (LH) y
LHRH (hormano liberadora de la hormona luteinizante); el
agonista LHRH acetato de goserelina, comercialmente dispo-
nible como Zoladex (AstraZeneca); el antagonista LHRH D-
alaninamida N-acetil-3-(2-naftalenil)-D-alanil-4-cloro-D-
fenilalanil-3-(3-piridinil)-D-alanil-L-geril-Né6- (3-piridi-
nilcarbonil)-L-1lisil-N6- (3-piridinilcarbonil) -D-1isil-L-
leuci-N6- (1-metiletil) -L-1isil-L-prolina (p.ej, Antide’,
Ares-Serono); el antagonista LHRH acetato de ganirelix; los
antiandrfgenos esteroidales acetato de ciproterona (CPA) y
acetato de megestrol, comercialmente disponibles como Mega-
ce’ (Bristol-Myers Oncology); el antiandrégeno no esteroidal
flutamida (2-metil-N-[4, 20-nitro-3-(trifluorometil) fenil-
propanamida), comercialmente disponible como Eulexin®' (Sche-
ring Corp.); el antiandr6geno no esteroidal nilutamida,
(5,5-dimetil-3- [4-nitro-3- (trifluorometil-4'-nitrofenil) -
4,4-dimetil-imidazolidina-diona); y antagonistas para otros
receptores no permisivos, tales como antagonistas para RAR,
RXR, TR, VDR, y similares.

[32] El uso de cititéxicos y otros agentes anticar-
cin6égenos descritos mis arriba en regimenes quimioterapicos
es en general bien caracterizado en materia de terédpia del
célncer, y su uso aqui cae dentro de las mismas considera-
ciénes para la monitorizaciém de la tolerabilidad y efecti-
vidad y para el control de las vias de administracién y do-
8is, con algunos ajustes. Por ejemplo, las dosis reales de
los agentes cititéxicos pueden variar en funcién de la res-

puesta de las células cultivadas del paciente determinada
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utilizando métodos de histocultivo. Generalmente, la dosis
seri reducida en comparacién a la cantidad utilizada en au-
sencla de otros agentes adicionales.

[33] Las dosis tipicas de un agente citotéxico efec-
tivo puede encontrarse en el rango recomendado por el fa-
bricante, y donde sea indicado ;n bape a respuestas in vi-
tro o en modelos animales, la concentracién o cantidad pue-
de ser reducida hasta cerca de un orden de magnitud. De es-
ta manera, la dosis real dependeri del criterio del médico,
la condicién del paciente, y la efectividad del método te-
rapéutico en base a la respuesta in vitro de las células
malignas primarias cultivadas o de la muestra de tejido so-
metida a histocultivo, o las respuestas observadas en los
modelos animales adecuados.

[34] En el &mbito de esta invencién, los citotéxicos
adicionales mencionados m&s arriba, quimioterdpicos o agen-
tes anticarcinSgenoe los compuestos 5-fluorouracilo y ral-
titrexed son preferibles. De forma conveniente, una combi-
nacién de 5-fluorouracilo con leucovoran o &cido folinico
puede ser utilizada con la combinacién de inhibidor de 1la
quinasa del EGFR e irinotecan de esta invencién. Adicional-
mente a los citotéxicos adicionales indicados arriba, qui-
mioteripicos o agentes anticarcinégenos los compuestos eto-
posida y cisplatino son también preferibles.

[35] Es también preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o metdstais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-

ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
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quinasa del EGFR e irinotecan destinada a la administracién
al paciente de forma simulténea o secuencial, en donde ade-
mis, se utilicen uno o mds inhibidores de la angiogénesis.
[36] Los agentes antiangiogénicos incluyen, por
ejemplo: inhibidores del VEGFR, tales como SU-5416 y SU-
6668 (Sugen Inc. of South San Francisco, Calif., USA), o
como se describe por ejemplc en los NiGmeros de Solicitud
Internacional. 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 N(Gmeros de Patentes Estadounidenses 5,883,113,
5,886,020, 5,792,783, 5,834,504 y 6,235,764; inhibidores
del VEGF tales como IMB862 (Cytran Inc. of Kirkland, Wash.,
USA); angiozima, una ribozima sintética de Ribozyme (Boul-
der, Colo.); y anticuerpos contra el VEGF, tales como beva-
cizumab (p.ej. Avastin®, Genentech, South San Francisco,
CA), un anticuerpo recombinante humanizado contra el VEGF;
antagonistas de receptores de integrinas y antagonistas de
integrinas, tales como contra las integrinas av83, avB5 y
av86, y subtipos de las mismas, p.ej. cilengitida (EMD
121974), o los anticuerpos antiintegrina, tales como por
ejemplo los anticuerpos humanizados avB3 especificos (p.ej.
Vitaxin®); factores tales como IFN-alfa (Nos. de Patente Es-
tadounidense 41530,901, 4,503,035, y 5,231,176); angiosta-
tina y fragmentos del plasminSgeno (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. 272:22924-22528);
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endostatina (O'Reilly, M. S. et al. (1997) Cell 88:277; Yy
Publicacién Internacional de Patentes NiGmero. WO 97/15666) ;
trombospondina (TSP-1; Frazier, (1991) Curr. Opin. Cell
Biol. 3:792); factor plagquetario 4 (PF4); activador del
plasminégeno/uroinhibidor de quinasas; antagonistas del re-
ceptor de uroquinasa; heparinasas; andlogos de fumagilina
tales como TNP-4701; suramina y sus andlogos; esteroides
angiostiticos; antagonistas bFGF; flk-1 y flt-1 antagonis-
tas; agentes antiangiogénicos tales como inhibidores MMP-2
(metaloproteinasa de matriz 2) e inhibidores MMP-9 (metalo-
proteinasa de matriz 9). Ejemplos de inhibidores de metalo-
proteinasas de matriz Gtiles se describen en NGmeros de Pu-
blicacién Internacional de Patentes 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, NGmeros
de Publicacién de Patentes Europeas. 818,442, 780,386,
1,004,578, 606,046, y 931,788; NGmeros de Publicacién de
Patentes en Gran Bretafla. 9912961, y NGmeros de patentes
Estadounidenses. 5,863,949 y 5,861,510. Los inhibidores de
MMP-2 y MMP-9 preferibles son aquellos que presentan acti-
vidad baja o nula de inhibicién de la actividad MMP-1. Son
mids preferibles, los que de forma selectiva inhiben MMP-2
y/o MMP-9 respecto a otras metaloproteinasas de matriz (p.
ej. MMP-1, MMP-3, MMP-4, MMP-5, MMP-6, MMP-7, MMP-8, MMP-
10, MMP-11, MMP-12, y MMP-13).

[37] También es mé&s preferible un método para la fa-

bricacién de un medicamento para tratar tumores o metéstais
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tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan destinado a la adminiatracién
al paciente de forma simulténea o secuencial, donde ademfs
ge utiliza uno o mfie agentes estimuladores de células tumo-
rales pro-apopt6ticas o de apoptosis.

[38] También es preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o metéstasis
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan y destinado a la administra-
cién al paciente de forma simult&nea o secuencial, en donde
ademis se utilice uno o mds inhibidores de la transduccidn
de sefial.

[39] Los inhibidores de transduccién de sefial inclu-
yen, por ejemplo: inhibidores del receptor erbB2, tales co-
mo moléculas orgénicas, o anticuerpos que se unan al recep-
tor erbB2, por ejemplo, trastuzumab (p.ej. Herceptinf): in-
hibidores de otras proteinas tirosin-quinasas, p.ej. imiti-
nib ({p.ej. Gleevec'); inhibidores ras;-.inhibidores raf; in-
hibidores MEK; inhibidores mTOR; inhibidor de quinasaa de-
pendientes de ciclina; inhibidores de proteina quinasa C; e
inhibidores de PDQ-1 (ver Dancey, J. Yy Sausville, E.A.
(2003) Nature Rev. Drug Discovery 2:92-313, para una des-
cripcién de varios ejemplos de estos inhibidores, y su uso
en estudios clinicos para el tratamiento del céncer).

(40] Los inhibidores del receptor ErbB2 incluyen,

por ejemplo: inhibidores del receptor ErbB2, tales como GW-
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282974 (Glaxo Wellcome ple), anticuerpos monoclonales tales
como AR-209 (Aronex Pharmaceuticals Inc. de el Woodlands,
Tex., USA), e inhibidores erbB2 tales como los que sge des-
criben en N(meros de Publicacién Internacional. WO
98/02434, WO 99/35146, WO 99/35132, WO 98/02437, WO
97/13760, y WO 95/19970, y Niimeros de Patente Estadouniden-
se 5,587,458, 5,877,305, 6,465,449 y 6,541,481.

[4i] También es preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o metdstais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan destinado a la administracién
al paciente de forma simulténea o secuencial, donde ademis,
se utilice un anticuerpo anti-HER2 o un fragmento immunote-
rapéuticamente activo del mismo.

[42] También es preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o© metédstais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacidén de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan destinado a la administracién
al paciente de forma simulténea o secuencial, donde ademés
se utilizan uno o mis agentes antiproliferativos adiciona-
les.

[43] Los agentes antiproliferativos adicionales in-
cluyen, por ejemplo: inhibidores del enzima farnesil pro-
tein-transferasa e inhibidores del receptor tirosin-quinasa
del PDGFR, i1ncluyendo los compuestos revelados y reivindi-

cados en los NGmeros de Patente Estadounidense 6,080,769,
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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 Publicacién de Patentes
Internacional WO 01/40217.

[44] También es preferible un método para la fabrica-
cién de un medicamento para tratar tumores o metfstasis tu-
morales, caracterizado por contener una cantidad terapéuti-
camente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan deastinado a la administracién
al paciente de forma simulté&nea o secuencial, donde ademis
se utiliza un inhibidor de COX II (ciclooxigenasa II).
Ejemplos de inhibidores COX-II (tiles incluyen alecoxib
{(p.ej. Celebrex®), valdecoxib, y rofecoxib.

[45] También es preferible un método para la fabri-
cacién de un medicamento para tratar tumores o met&stais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan destinada a la administracién
al paciente de forma simultinea o secuencial, donde ademés
se utiliza un radiof&rmaco. En vez de afiadir un radiofdrma-
co o de forma adicional puede ser llevada a cabo un trata-
miento con radiacién.

[46] La fuente de radiacién puede ser tanto externa
como interna al paciente a ser tratado. Cuando la fuente es
externa al paciente, la terapia se conoce como terapia de
radiacién de rayo externc (EBRT). Cuando la fuente de ra-
diacién es interna al paciente, el tratamiento se llama
braquiterapia(BT). Los &tomos radiocactivos a ser utilizados

en el contexto de esta invencién pueden ser seleccionados
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de un grupo que incluye, aungque no e limita a, radio, ce-
8i0-137, iridio-192, americio-241, oro-198, cobalto-57, co-
bre-67, tecnecio-99, yodo-123, yodo-131, e indio-1l1l1. Donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR de acuerdo con esta in-
vencién es un anticuerpo, también es posible marcar el an-
ticuerpo con estos is6topos radioactivos.

[47] La terapia de radiacién es un tratamiento es-
t&ndar para el control de tumores que no pueden ser aeccioj
nados u operados y/o met&stasis tumorales. Se han observado
resultados mejorados cuando la terapia de radiacién se ha
combinado con quimioterapia. La terapia de radiacién se ba-
sa en el principic de que una elevada dosis de radiacién
descargada en una zona diana da como resultado la muerte de
las células reproductivas tanto en el tumor como en los te-
jidos sanos. El régimen de dosis de radiacién generalmente
pe define en términos de dosis de radiacién absorvida (Gy),
tiempo y fraccionamiento, y debe de ser definida con caute-
la por el oncélogo. La cantidad de radiacién que un pacien-
te recibe dependeri de varias consideraciones, pero las dos
mis importantes son la localizacién del tumor en relacién a
otras estructuras u O6rganos del cuerpo criticos, as{ como
de la extensién en la que el tumor se ha extendido. Un tra-
tamiento tipico para un paciente sometido a terapia de ra-
diacién estd constituido por una programacién de tratamien-
to durante 1 a 6 semanas, con una dosis total de entre 10 y
80 Gy administrados al paciente en una fraccién individual
diaria de cerca de 1.8 a 2.0 Gy, 5 dfas a la semana. En una

realizacién preferible de esta invencidén existe una siner-
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gia cuando los tumores en pacientes humanos son tratados
con la combinacién entre el tratamiento de la invencién y
radiacién. En otras palabras, la inhibicién del crecimiento
del tumor por medio de agentes que comprenden la combina-
cién de la invencién es potenciada cuando se combina con
radiacién, opcionalmente con un quimioterfpico adicional o
agentes anticarcinégenos. Los parfmetroe de las terapias de
radiacién adyuvantes son, por ejemplo, expuestos en Publi-
cacién de Patentes Internacional WO 99/60023.

{e8] También es preferible un método para la fabri-
cacifn de un medicamento para tratar tumores o metdstais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-
ticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor de 1la
quinasa del EGFR e irinotecan destinado a la administracién
al paciente de forma simult&nea o secuencial, donde ademés
se utilicen uno o mis agentes capacea de potenciar una res-
puesta inmune antitumoral.

[49] Los agentes capaces de potenciar una respuesta
inmune antitumoral incluyen, por ejemplo: CTLA4 {(antigeno
cititéxico linfocitico 4) anticuerpos (p.ej. MDX-CTLA4), Yy
otros agentes capaces de blogquear a CTLA4. Anticuerpos
CTLA4 especificos que pueden ser utilizados en la preesente
invencién incluyen aquellos descritos en Nimero de Patente
Estadounidense 6,682, 736.

[50] También es preferible un método para la fabri-
caci6n de un medicamento para tratar tumores o metéstais
tumorales, caracterizado por contener una cantidad terapéu-

ticamente efectiva de una combinacifn de un inhibidor de 1la
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quinasa del EGFR e irinotecan destinada a la administracién
al paciente de forma simult&nea o secuencial en cantidades
que sean efectivas para producir un efecto antitumoral adi-
tivo o superaditivo, y que sea efectivo en la inhibicifn
del crecimiento del tumor.

[51] La presente invencién ademfis proporciona un mé-
todo para el tratamiento del céncer, comprendiendo la admi-
nistracién a un sujeto que necesite este tratamiento de (i)
una primera cantidad efectiva de un inhibidor de la quinasa
EGFR, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; Yy
(ii) una seguda cantidad efectiva de irinotecan.

[52] La presente invencién ademés proporciona un mé-
todo para el tratamiento del céncer, comprendiendo la admi-
nistracién a un sujeto que necesite este tratamiento de (i)
una primera cantidad subterapéutica efectiva de un inhibi-
dor de la quinasa EGFR, o una sal farmacéuticamente acep-
table del mismo; y (ii) una seguda cantidad subterapéutica
efectiva de irinotecan.

{53] Adicionalmente, la presente invencién propor-
ciona una composicién farmacéutica que contiene un inhibi-
dor del EGFR e irinotecan en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

[54] La presente invencifn ademds proporciona una
composicién farmacéutica, en particular para el uso en can-
cer, que contiene (i) una primera cantidad efectiva de un
inhibidor de la quinasa del EGFR, o una sal del mismo far-
macéuticamente aceptable; y (ii) una segunda cantidad efec-

tiva de irinotecan. Tal composicién opcionalmente comprende
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vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

[55] La presente invencién ademis proporciona una
compoaicién farmacéutica, en particular para el uso en cén-
cer, que contiene (i) una primera cantidad subterapéutica
del inhibidor de la quinasa del EGFR erlotinib, o una sal
del mismo farmacéuticamente aceptable; y (ii) una segqunda
cantidad subterapéutica de irinotecan. Tal composicién com-
prende de forma opcional vehicx;.los y/o excipientes farma-
céuticamente aceptables.

(56] Preferiblemente, el inhibidor de la quinasa del
EGFR es erlotinib.

[57] Como se usa aqul, el término "paciente" prefe-
riblemente hace referencia a un ser humano que necesita de
tratamiento con un inhibidor de la quinasa del EGFR para
alguna finalidad, y mis preferiblemente un ser humano con
nesecesidad de un tratamiento para tratar c&ncer, o una
condicién o lesién precancerosa. S8Sin embargo, el término
"paciente®™ puede también referirse a animales no humanos,
preferiblemente mamiferos como perros, gatos, caballos, va-
cas, cerdos, ovejas , Y primates no humanos, entre otros,
que tengan la necesidad de ser tratados con un inhibidor de
la quinasa EGFR.

[58} En una realizacién preferible, el paciente es
un humano con necesidad de tra;tamiento para el céncer, o
una condicién o lesién precancerosa. El céncer es preferi-
blemente cualquier céncer tratable, ya sea parcial o total-
mente, por administracién de un inhibidor de la quinasa

EGFR. El céncer puede ser, por ejemplo, céncer de pulmdn,
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céncer de células no pequeflas de pulmén (NSCL), céncer de
las células bronquiocalveolares del pulmén, céncer de hue-
gos, céncer de pincreas, céncer de piel, céncer de cuello o
cerebro, melanoma cutfneo o intraocular, céncer uterino,
cincer de ovario, céncer rectal, céncer de la regién anal,
céncer de estémago, céncer gdstrico, céincer de colon, cén-
cer de mama, céncer uterino, carcinoma de las trompas de
falopio, carcinoma de endometrio, carcinoma de cuello de
Gtero, carcinoma de vagina, carcinoma de wvulva, enfermedad
de Hodgkin, céncer de esabfago, céncer intestino delgado,
cidncer del sistema endocrino, céncer de gldndula tiroides,
clncer de glé&ndula paratiroides, céncer de gl&ndula adre-
nal, sarcoma de tejido blando, céncer de uretra, cincer de
pene, céncer de prbstata, céncer vejiga, céncer rifiébn o
ureter, carcinoma de células renalea, carcinoma de pelvis
renal, mesotelioma, céncer hepatocelular, céncer biliar,
leucemia aguda o crénica, linfomas iinfociticos, neoplasmas
del sistema nerviosc central (SNC), tumores del eje espi-
nal, glioma del tronco cerebral, glioblastoma multiforme,
astrocitomas, schwanomas, ependimonas, meduloblastomas, me-
ningiomas, carcinomas de células escamosas, adenoma pitui-
tario, incluyendo versiones refractarias de cualquiera de
los cénceres citados arriba, o una combinacién de uno o més
de los cénceres citados arriba. La condicién o leslién pre-
cancerosa incluye, por ejemplo, el grupo formade por la
leucoplaquia oral, queratosis actinica (queratosis solar),
pSlipos precancerosos de colon o recto, displasia gistrica

epitelial, displasia adenomatosa, sindrome hereditario de
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cancer de colon no poliposo (HNPCC)}, esb6fago de Barrett,
displasia de vejiga, y condiciones cervicales precancero-
gas. Preferiblemente, el cé&ncer es céncer de colon y mis
preferiblemente céncer colorrectal. También preferiblemen-
te, el célncer es célncer de pulmén y mis preferiblemente
cancer de células no pequefias de pulmén (NSCL) .

[59] Para la finalidad de 1la presente invencién,
"coadministracién de" y "coadministrando" irinotecan con un
inhibidor de la quinasa del EGFR (ambos componentes referi-
doe de aqui en adelante como los "dos agentes activos") se
refiere a cualquier administracién de los dos agentes acti-
vos, ya Bea juntos o separados, donde los dos agentes acti-
vos son administrados como parte de un adecuado régimen de
doasis disefiado para obtener el beneficio de- la terapia de
combinacién. De esta manera, los dos agentes activos pueden
ser administrados ya sea como parte de la misma composicién
farmacéutica o en composiciones farmacéuticas separadas.
Irinotecan puede ser administrado primero, al mismo tiempo
que, © después de la administracién del inhibidor de 1la
quinasa EGFR, o alguna combinacién de las mismas. Donde el
inhibidor de la quinasa del EGFR es administrada al pacien-
te en intervalos repetidos, p.ej., durante el transcurso de
un tratamiento esténdar, irinotecan puede ser administrado
primero, al mismo tiempo que, o después de, cada adminis-
tracién del inhibidor de la quinasa del EGFR, o alguna com-
binacién de las mismas, o a diferentee intervalos en rela-
cién al tratamiento con inhibidor de la quinasa del EGFR, o

en una dosis individual previa, en cualquier momento duran-
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te, o posterior al transcurso del tratamiento con lel in-
hibidor de la quinasa del EGFR.

[60] El inhibidor de la quinasa del EGFR gerd tipi-
camente administrado al paciente en un regimen de dosis que
proporcione el tratamiento del c&ncer mis efectivo (tanto
deade perspectivas de eficacia como de seguridad) por el
cual el paciente estd siendo tratado, como es conocido en
este campo, y como se revela, p.ej. en el NGmero de Publi-
cacién de Patentes Internacional WO 01/34574. Llevando a
cabo el método de tratamiento de la presente invencién, el
inhibidor de la quinasa del EGFR puede ser administrado de
cualquier manera efectiva conocida en eate campo, tales co-
mo las vias oral, t6pica, intravenosa, intraperitoneal, in-
tramuscular, intra-articular, subcutdnea, intranasal, in-
traocular, vaginal, rectal, o intradérmica, dependiendo del
tipo de céncer a ser tratado, el tipo de inhibidor de la
quinasa del EGFR que sea utilizado (p.ej., una molécula pe-
quefia, anticuerpo, RNAi o© constructo antisentido), y el
criterio del médico que lo prescriba basado en, p.ej., los
resultados de estudics clinicos publicados.

[61] La cantidad de inhibidor de la quinasa del EGFR
adminietrada y la frecuencia de administracién del inhibi-
dor de la quinasa del EGFR dependeri del tipo (especie,
género, edad, peso, etc.) y la condicién del paciente a ser
tratado, la severidad de la enfermedad o condicién a ser
tratada, y de la via de administracién. Por ejemplo, los
inhibidores de quinasa EGFRs constituidos por moléculas pe-

queflas pueden ser administrados a un paciente en dosis com-
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prendidas entre 0,001 y 100 mg/kg de peso corporal al dia o
por semana en dosis individual o dividida, o por infusién
continua (ver por ejemplo, Publicacién de Patentes Interma-
cional No. WO 01/34574). En particular, erlotinib HCl puede
ser administrado a un paciente en dosia comprendidas entre
5 y 200 mg por dia, o de 100 a 1600 mg por semana, en dosis
individual o dividida, o por infusién continua. Una dosis
preferible serfia 150 mg/dfia. Los inhibidoree de quinasa
EGFRe basados en anticuerpos, o© antisentido RNAi o cons-
tructos ribozima, pueden ser administrados a un paciente en
dosis comprendidas entre 0,1 y 100 mg/kg de peso corporal
por dia o por semana en dosis individual o dividida, o por
infusiétn continua. En algunos casos, los niveles de dosias
por debajo del l1limite inferior del rango mencionado pueden
ser mids que adecuados, mientras que en otros casos dosise
todavia superiores pueden ser utilizadas sin causar ningfin
efecto secundario perjudicial, siempre que las dosis gran-
des sean primero divididas en varias dosis pequefias para su
administracién durante todo el dia.

[62] Inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan
pueden ser administrados ya sea de forma separada o de for-
ma conjunta por la misma o diferentes vias, y en una amplia
variedad de diferentes formas de dosis. Por ejemplo, el in-
hibidor de la quinasa del EGFR es preferiblemente adminis-
trado oral o parenteralmente, mientras que el irinotecan es
preferiblemente administrado parenteralmente. Cuando el in-
hibidor de la quinasa del EGFR es erlotinib HC1l (Tarceva®),

es preferible la administracién oral.
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[63] El inhibidor de la quinasa del EGFR puede per
administrado con varios vehiculos inertes farmacéuticamente
aceptables en forma de comprimidos, cé&psulas, pasetillas,
troches, caramelos duros, polvos, aerosoles, cremas, Supo-
gitorios, gelatinas, geles, pastae, lociones, pomadas,
elixires, jarabes, y similares. La administracién de estas
formas de dosificacién puede per desarrollada en dosis sim-
ples o miltiples. Los vehiculos incluyen diluyentes 86li-
dos, medios acuosos estériles y varios solventes orgénicos
no téxicos, etc. Las composiciones farmacéuticas orales
pueden ser adecuadamente endulzadas y/o aromatizadas.

[64] El inhibidor de la quinasa del EGFR e irinote-
can pueden ser combinados conjuntamente con varios vehicu-
los inertes farmacéuticamente aceptables en forma de aero-
soles, cremas, salvas, supositorios, gelatinas, geles, pas-
tas, lociones, pomadas, y similares. La administracién de
estas formas de dosificacién puede ser desarrollada en do-
8is individuales o miltiples. Los vehiculos incluyen dilu-
yentes sSlidos, medios acuosos estériles y varios solventes
orgénicos no téxicos, etc.-

[65] Todas las formulaciones que contienen inhibido-.
rea de quinasa de los EGFR de naturaleza proteica deben ser
seleccicnadas con la finalidad de evitar la desnaturaliza-
cién y/o degradacién y pérdida de actividad biolbSgica del
inhibidor.

[66] Los métodos para la preparacién de composicio-
nes farmacéuticas que contengan un inhibidor de la gquinasa

del EGFR son conocidos en este campo, y son descritos,
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p-ej. en Publicacién de Patentes Internacional No. WO
01/34574. Métodos para la preparacién de composiciones far-
macéuticas que contengan irinotecan son también bien cono-
cidos en este campo. En vistas a las ensefianzas de la pre-
sente invencién, los métodos para la preparacién de compo-
giciones farmacéuticas que contengan un inhibidor de 1la
quinasa del EGFR e irinotecan se exponen en las publicacio-
nes citadas mis arriba y en otras referencias conocidas,
tales como Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Pu-
blishing Company, Easton, Pa., 18th edition (1990).

[67] Para la adminiastracién oral del inhibidor de la
Quinasa de los EGFR, comprimidos que contienen uno o amboa
de los agentes activos se combinan con cualquiera de los
varios excipientes como, por ejemplo, celulosa microcrista-
lina, citrato sédico, carbonato de calcio, fosfafo bicélci-
co y glicina, junto con varios disgrantes tales como almi-
d6n (preferiblemente almidfn procedente de maiz, patata o
tapioca), &acido algfinico y ciertos silicatos complejos,
junto con amalgamantes como polivinil pirrolidona, sacaro-
sa, gelatina y acacia. Adicionalmente, agentes lubricantes
tales como estearato de magnesio, lauril sulfato de sodio y
talco son usualmente muy Gtiles para la elaboracién de com-
primidos. Las composiciones sélidas de tipo similar pueden
también ser empleadas para rellenar cépsulas de gelatina;
materiales preferibles en esta conexién también incluyen
lactosa o azlicar de leche asi comoc polietilenglicoles de
alto peso molecular. Cuando se desea elaborar suapenaiones

y/o elixires para la administracién oral, el inhibidor de
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la quinasa del EGFR puede ser combinado con varios agentes
edulcorantes o aromatizantes, materiales o tintes coloran-
tes, y, Bi Be desea, emulgentes y/o agentes suspensores
también, conjuntamente con estos diluyentes como agua, eta-
nol, propilenglicol, glicerina y varias combinaciones de
los mismos.

[68] Para la administracién parenteral de uno o am-
bos agentes activos pueden ser empleadas soluciones en
aceite de sépamo o de cacahuete o en propilenglicol acuoso
asi como soluciones acuosas estériles que contengan el
agente activo o una sal hidrosoluble correspondiente del
mismo. Estas soluciones acuosas estériles son preferible-
mente tamponadas de forma adecuada, y también preferible-
mente se hacen isoténicas, p.ej., con suficiente smolucién
salina o glucosa. Estas soluciones salinas particulares son
especialmente adecuadas para la inyeccién intravenosa, in-
tramuscular, subcutfnea y intraperitoneal. Las soluciones
oleosas son adecuadas para la inyeccién intraarticular, in-
tramuscular y subcutdnea. La preparacién de todas estas so-
luciones bajo condiciones estériles se consigue f&cilmente
por las técnicas farmacéuticas esténdar bien conocidas por
aquellos que son entendidos en la materia. Cualquiera de
las formulacionee parenterales seleccionadas para la admi-
nistracién de un inhibidor de la quinasa de los EGFR de na-
turaleza proteica debe de ser seleccionada con la finalidad
de evitar la desnaturalizacién y la pérdida de actividad
biolégica del inhibidor.

[69] Adicionalmente, es posible administrar de forma
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tépica uno o ambos agentes activos, por medio de, por ejem-
plo, cremas, lociones, gelatinas, geles, pastas, pomadas,
salvas y similares, de acuerdo con la prictica farmacéutica
esténdar. Por ejemplo, puede ser preparada una formulacién
tépica que contenga un inhibidor de la quinasa del EGFR o
irinotecan en una concentracién de entre 0,1% (p/v) a cerca
del 5% (p/v).

[70] Para propb6sitos veterinarios, los agentes acti-
vos pueden ser administrados separadamente o juntos a ani-
males utilizando cualquiera de las formas y por cualgquiera
de las vias descritas mis arriba. En una realizacién prefe-
rible, el inhibidor de la quinasa del EGFR es adminisqgado
en forma de cépsula, bolo, comprimido, solucién liquido pa-
ra uso veterinario, inyeccién o como implante. Como alter-
nativa, el inhibidor de la quinasa del EGFR puede ser admi-
nistrado con la comida del animal, con esta finalidad se
puede utilizar un aditivo concentrado o una mezcla previa
para la alimentacién normal del animal. El irinotecan es
preferiblemente administrado en forma de empapado liquido,
por inyeccifn o como implante. Estas formulaciones son pre-
paradas de forma convencional de acuerdo con la préactica
veterinaria esténdar.

[71] La presente invencién ademds proporciona un kit
que contiene un contenedor eimple que contiene tanto un in-
hibidor de la quinasa del EGFR y como irinotecan. La pre-
sente invencién ademds proporciona un kit que contiene un
primer contenedor que contiene un inhibidor de la quinasa

del EGFR y un segundo contenedor que contiene irinotecan.



10

15

20

25

-33-

En una realizacién preferible, los contenedores del kit
pueden ademfs incluir un vehiculo farmacéuticamente acepta-
ble. El kit puede ademis incluir un diluyente egteril, el
cual es almacenado preferiblemente en un contenedor separa-
do adicional. El kit puede ademis incluir un paquete inse-
rido que contenga instrucciones sobre el uso del tratamien-
to combinado como método para tratar el céncer.

[72] Como se usa aqui, el término "inhibidor de 1la
guinasa del EGFR" se refiere a cualquier inhibidor de la
quinasa del EGFR actualmente conocido en este campo o que
seri identificado en el futuro, e incluye cualquier entidad
quimica que, una vez administrado a un paciente, de lugar a
la inhibicién de una actividad biolégica asociada a la ac-
tivacién del receptor del EGF en el paciente, incluyendo
cualquiera de los efectos adversos posteriores que de otra
manera resultarian de la unién al EGFR de su ligando natu-
ral. Estos inhibidores de quinasa del EGFR incluyen cual-
quier agente que Bea capaz de bloguear la activacién del
EGFR o cualquiera de los efectos adversos posteriorea a la
activacién del EGFR que sean relevantes para el tratamiento
del céncer en un paciente. Este inhibidor puede actuar por
unién directa al dominio intracelular del receptor e in-
hibir su actividad quinasa. Alternativamente, este inhibi-
dor puede actuar ocupando el lugar de unién al ligando o
una parte del mismo del receptor EGFR, haciendo de este mo-
do que el receptor sea inaccesible a su ligando natural de
forma que su actividad biolégica normal es reducida o impe-

dida. Alternativamente, este inhibidor puede actuar modu-
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lando la dimerizacién de los polipéptidos EGFR, o la inter-
accién del polipéptido EGFR con otras proteinas, o poten-
ciar la ubiquitinacién y degradacifn endocitica de EGFR.
Losa inhibidores de quinasa del EGFR incluyen, pero no se
limitan a, inhibidores de bajo peso molecular, anticuerpos
o fragmentos de los mismos, conetructos antisentido, RNAs
inhibidores pequefios (p. ej. interferencia del RNA por
dsRNA; RNAi), y ribozimas. En una realizacién preferible,
el inhibidor de la quinasa del EGFR es una pequefla molécula
orgéinica o un anticuerpo que se une especificamente al EGFR
humano. ‘

[73] Los inhibidores de la quinasa del EGFR que in-
cluyen, por ejemplo inhibidores de la quinasa del EGFR qui-
nazolina, inhibidores de 1la quinasa del EGFR pirido-
pirimidina, inhibidores de la quinasa del EGFR pirimido-
pirimidina, inhibidores de la quinasa del EGFR pirrolo-
pirimidina, inhibidores de la quinasa del EGFR pirazolo-
pirimidina, inhibidores de la quinasa del EGFR fenilamino-
pirimidina, inhibidores de la gquinasa del EGFR oxindol, in-
hibidores de la quinasa del EGFR indolocarbazol, inhibido-
rea de la quinasa del EGFR. ftalacina, inhibidores de 1la
quinasa del EGFR isoflavona, inhibidores de la quinasa del
EGFR quinalona, y inhibidor de la quinasa del EGFR tirfos-
tina, tales como los que se describen en las siguientes pu-
blicaciones patentes, y todas las sales farmacéuticamente
aceptables y solvatos de los mencionados inhibidores de
quinasa EGFR: Niimeros de Publicacién Internacional de Pa-

tentes WO 96/33980, WO 96/30347, WO 97/30034, WO 97/30044,
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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
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 95/07701, y WO 92/20642; Nfimeros
de Solicitudes de Patente Europea EP 520722, EP 566226, EP
787772, EP 837063, y EP 682027; N{imeros de Patente Estadou-
nidense 5,747,498, 5,789,427, 5,650,415, y 5,656,643; y Ni-
meros de Solicitudes de Patentes Alemanas DE 19629652.
Ejemplos adicionalee no limitantes de inhibidores de 1la
quinasa del EGFR de bajo peso molecular incluyen cualquiera
de los inhibidores de la quinasa del EGFR descritos en
Traxler, P., 1998, Exp. Opin. Ther. Patents 8(12):1599-
1625.

[74] Ejemplos especificos preferibles de inhibidores
de la quinasa del EGFR de bajo peso molecular que pueden
ser utlilizados de acuerdo con la presente invencién inclu-
yen [6,7-bis(2-metoxietoxi)-4-quinazolin-4-il]-(3-etinilfe-
nil) amina (también conocido como O0SI-774, erlotinib, o
Tarceva® (erlotinib HCl); OSI Pharmaceuticale/ Genen-
tech/Roche) (Patente Estadounidense No. 5,747,498; Publica-
cién de Patentes Internacional No. WO 01/34574, y Moyer,

J.D. et al. (1997) Cancer Res. 57:4838-4848); CI-1033 (pri-

.meramente conocida como PD183805; Pfizer) (Sherwood et al.,

1999, Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 40:723); PD-158780 (Pfi-

zer); AG-1478 (Universidad de California); CGP-59326 ({No-
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vartis); PKI-166 (Novartis); EKB-569 (Wyeth); GW-2016 (tam-
bién conocida como GW-572016 o lapatinib ditosilato ; GSK);
y gefitinib (también conocido como ZD1839 o Iressa®; Astra-
zeneca) (Woodburn et al., 1997, Proc. Am. Assoc. Cancer
Res. 38:633). Un inhibidor de la quinasa del EGFR de bajo
peso molecular particularmente preferible que puede ser
utilizado de acuerdo con la presente invencién es [6,7-
bia(2-metoxietoxi)-4-quinazolin-4-il] - (3-etinilfenil) amina
(p. ej. erlotinib), su sal clorhidrica (p. ej. erlotinib
HCl, Tarceva®), u otras formas de sales (p.ej. mesilato de
erlotinib).

[75] Los inhibidores de la quinasa del EGFR basados
en anticuerpos incluyen cualquier anticuerpo anti-EGFR o
fragmento de anticuerpo que pueda bloquear de forma parcial
o total la activacidn del EGFR por parte de su ligando na-
tural. Ejemplos no limitantes de inhibidores de la quinasa
del EGFR basados en anticuerpos incluyen los que se descri-
ben en Modjtahedi, H., et al., 1993, Br. J. Cancer 67:247-
253; Teramoto, T., et al., 1996, Cancer 77:639-645; Golds-
tein 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. De esta manera, el
inhibidor de la quinasa del EGFR puede ser un anticuerpo
monoclonal Mab E7.6.3 {(Yang, X.D. et al. (1999) Cancer Res.
59:1236-43), o Mab C225 (ATCC No de Acceso. HB-8508), o un
anticuerpo o fragmento de anticuerpo que tenga la especifi-

cidad de unién del mismo. Los inhibidores de quinasa del

EGFR que son anticuerpos monoclonales adecuadoe incluyen,
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aunque no estén limitados a ellos, IMC-C225 (también cono-
cido como cetuximab o Erbitux®; Imclone Systems) , ABX-EGF
(Abgenix), EMD 72000 (Merck KgaA, Darmstadt), RH3 (York Me-
dical Bioscience Inc.), y MDX-447 (Medarex/ Merck KgaAd).

[76] Inhibidores de quinasa del EGFR basados en anti-
cuerpos adicionales pueden ser incrementados de acuerdo con
los métodos conocidos por medio de la admisnitracién de un
antigeno o epitopo adecuadoc a un animal huésped selecciona-
do, p.ej., a partir de cerdos, vacas, caballos, conej s,
cabras, ovejas, y ratén, entre otros. Diversos adyuvantes
conocidos en este campo pueden ser utilizados para poten-
ciar la produccién de anticuerpo.

[77] Aunque los anticuerpos fitiles en la préctica de
la invencién pueden mper policlonales, los anticuerpos mono-
clonales son preferibles. Los anticuerpos monoclonales co-
ntra el EGFR pueden ser preparados y aislados utilizando
cualquier técnica proporcionada para la produccién de molé-
culas de anticuerpo a través del cultivo continuo de lineas
celulares. Las técnicas para la produccién y aislamineto
incluyen, aunque no eatén limitadas a ellas, la técnica del
hibridoma originalmente descrita por Kohler y Milstein (Na-
ture, 1975, 256: 495-497); la técnica del hibridoma de cé-
lula B humana (Kosbor et al., 1983, Immunology Today 4:72;
Cote et al., 1983, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 80: 2026-
2030); y la técnica del hibridoma EBV (Cole et al, 1985,
Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss,
Inc., pp. 77-56).

[78] Alternativamente, las técnicas descritas para
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la produccién de anticuerpos de cadena simple (ver, p.ej.,
NGmero de Patente Estadounidense 4,946,778) pueden ser
adaptadas para producir anticuerpos de cadena simple anti-
EGFR. Loe inhibidores de quinasa del EGFR basados en anti-
cuerpos (Gtiles para la prictica de la presente invencién
también incluyen fragmentos de anticuerpos anti-EGFR que
incluyen aunque no se limitan a fragmentos F(ab').sub.2,
los cuales pueden ser generados por medio de digestién por
pepsina de una molécula de anticuerpo intacta, y fragmentos
Fab, que pueden ser generados mediante la reduccién de los
puentes disulfuro de los fragmentos F(ab').sub.2. Alterna-
tivamente, las librerfias de expresién de Fab y/o sacFv se
pueden construir (ver, p.ej., Huse et al., 1989, Science
246: 1275-1281) para permitir una ripida identificacién de
aquellos fragmentos que tengan la especificidad deseada
hacia EGFR.

[79] Las técnicas para la produccién y aislamiento
de anticuerpos monoclonales y fragmentos de anticuerpo son
bien conocidas en este campo, y estén descritas en Harlow y
Lane, 1988, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor Laboratory, y en J. W. Goding, 1986, Monoclonal An-
tibodies: Principles and Practice, Academic Press, London.
Los anticuerpos anti-EGFR humanizados y los fragmentos de
anticuerpo también pueden ser preparados de acuerdo con
técnicas conocidas tales como las que 8e describen en
Vaughn, T. J. et al., 1998, Nature Biotech. 16:535-539 y
las referencias citadas en la misma, y estos anticuerpos o

fragmentos de los mismos también son Gtiles para la pricti-
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ca de la presente invenciébn.

[80] Los inhibidoree de quinasa del EGFR para su uso
en la presente invencién pueden estar basados alternativa-
mente en constructos oligonucledtidos antisentido. Los oli-
gonuclebtidos antisentido, incluyendo moléculas de RNA an-
tisentido y moléculas de DNA antisentido, actuarfian blo-
queando de forma directa la traduccién del mRNA de EGFR por
medio de la unién al mismo y de esta manera impiden la tra-
duccién de la proteina o incr’ementan la degradacit6n del
mRNA, de esta manera disminuyendo el nivel de proteina qui-
nasa de EGFR, y de esta manera su actividad en la célula.
Por ejemplo, oligonucleStidos antisentido de al menos unas
15 bases y complementarios a regiones finicas de la secuen-
cia del trénscrito de mRNA que codifica el EGFR pueden ser
sintetizados, p.ej., por técnicas fosfodiéster convenciona-
les y administrados por p.ej., inyeccién intravenocsa o in-
fusibén. Métodos para la utilizacién de técnicas antisentido
para inhibir de forma especifica la expresién de genes la
secuencia de los cuales es conocida en este campo (p.ej.
ver NGmeros de Patente Estadounidense 6,566,135; 6,566,131;
6,365,354; 6,410,323; 6,107,091; 6,046,321; y 5,981,732).

[81] Los RNA inhibidores pequefios (siRNAs) también
pueden funcionar como inhibidores de la quinasa del EGFR
para el usc en la presente invencién. La expresién del gen
de EGFR puede ser reducida poniendo en contacto el tumor,
sujeto o célula con un RNA pequeiio de doble cadena (dsRNA),
O un vector o conatructo que cause la produccién de un RNA

pequefio de doble cadena, esta expresifn del EGFR es inhibi-
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da especificamente (p. ej. interferencia del RNA o RNAi).
Los métodos para la selecciém de un dsRNA © un dsRNA-vector
codificante adecuado son bien conocidos en este campo para
genes de los que se conoce la secuencia (p.ej. ver Tuschi,
T., et al. (1999) Genes Dev. 13(24):3191-3197; Elbashir,
S.M. et al. (2001) Nature 411:494-498; Hannon, G.J. {(2002)
Nature 418:244-251; McManus, M.T. y Sharp, P. A. (2002) Na-
ture Reviews Gentics 3:737-747; Bremmelkamp, T.R. et al.
(2002) Science 296:550-553; NGmeros de Patente Estadouni-
dense 6,573,099 y 6,506,559; y N(meros de Publicacién In-
ternacional de Patentes WO 01/36646, WO 99/32619, y WO
01/68836) .

[82] Los Ribozimas pueden también funcionar como in-
hibidores de la quinasa del EGFR para su uso en la presente
invencién. Los ribozimas son moléculas enzimidticas de RNA
capaces de catalizar la digestion especifica del RNA. El
mecanismo de accién de los ribozimas implica la hibridacitn
especifica de secuencia de la molécula de ribozima a un RNA
complementario diana, seguida de digestién endonucleoliti-
ca. Las moléculas de ribozima con motivos de cabeza de mar-
tillo disefladas de forma que catalicen de forma especifica
y eficiente la digestién endonucleolitica de las secuencias
del mRNA EGFR de este modo son (tiles dentro del campo de
aplicacién de la presente invencién. Los lugares de diges-
tién especificos en cualquier RNA diana potencial inieial-
mente identificados por medic de un barrido de la molécula
diana en busca de lugares de digestién para el ribozima,

incluyen de forma tipica las siguientes 8secuencias, GUA,
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GUU, y GUC. Una vez se han identificado, Bsecuencias cortas
de RNA de entre 15 y 20 ribonucleStidos correapondientes a
la regién del gen diana que contiene el lugar de digestién
pueden ser evaluadas para la prediccién de sus caracteris-
ticas estructurales, tales como eastructura secundaria, que
pueden dar las secuencias de oligonuclebtidos no deseadas.
La idoniedad de las dianas candidatas también puede Bser
evaluada por medio de pruebas de su accesibilidad a 1la
hibridacién con los oligonucleétidos complementariocs, uti-
lizando, p.ej., ensayos de proteccién de ribonucleasa.

{83] Tanto los oligonucleétidos antisentido como los
ribozimas Gtiles como inhibidores de quinasa del EGFR pue-
den ser preparados por métodos conocidos. Estas incluyen
técnicas para las sintesis quimica tales como, p.ej., la
sintesis quimica de fase s8lida por fosforamidato. Alterna-
tivamente, las moléculas de RNA antisentido pueden ser ge-
neradas por transecripcién in vitro o in vivo de secuencias
de DNA que codifican la molécula de RNA. Estas secuencias
de DNA pueden ser incorporadas en una gran variedad de vec-
tores que incluyan promotores de RNA polimerasa adecuados
tales como los promotores de las polimerasas T7 o SP6. Di-
versas modificaciones de los oligonucleétidos de la inven-
cién pueden ser introducidas como medio para el incremento
de la estabilidad y vida media intracelular. Las posibles
modificaciones incluyen, aungue no estin limitados a ellas,
la adicién de secuencias flanqueantes de ribonucleétidos o
deoxiribonuclebétidos a los extremos 5' y/o 3' de la molécu-

la, o el uso de fosforotioato o 2'-O-metil mi&s que enlaces
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fosfodiéster en la estructura central del oligonucledtido.

[84] La invencién también incluye una composicidn
farmacéutica que comprenda una combinacién de un inhibidor
de la quinasa del EGFR e irinotecan en combinacién con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

[85] Preferiblemente la composicién se compone de un
vehiculo farmacéuticamente aceptable y una cantidad no
téxica y terapéuticamente efectiva de una combinacién de
inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo
sales farmacéuticamente aceptables de cada componente de la
miema) .

[86] Ademéds, en esta realizacién preferible, la in-
vencién comprende una composicién farmacéutica para el tra-
tamiento de la enfermedad, el uso de la cual resulta en la
inhibicién del crecimiento de células neoplésicas, tumores
benignos o malignos, o metdstasis, que contiene un wvehiculo
farmacéuticamente aceptable y una cantidad no téxica y te-
rapéuticamente efectiva de una combinacién de un inhibidor
de la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo salea far-
macéuticamente aceptables de cada componente de las mis-
mas) .

[87] El término "sales farmacéuticamente aceptablea"
pe refiere a las sales preparadas a partir de bases o &ci-
dos no téxicos farmacéuticamente aceptables. Cuando un com-
puesto de la presente invencién es &cido, su correspondien-
te pal puede ser preparada de forma conveniente a partir de
bases no téxicas farmacéuticamente aceptables, incluyendo

bases inorgénicas y orgdnicas. Las sales derivadas de estas

o\ﬂ/
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bases inorgénicas incluyen aluminio, amonio, calcio, cobre
(cGprico y cuproso), férrico, ferroso, 1litio, magnesio,
manganeso (mangdnico y manganoso), potasio, sodio, zinc y
sales similares. Particularmente preferibles son las sales
de amonio, calcio, magnesio, potasio y sodio. Las sales de-
rivadas de bhases orginicas no téxicas y farmacéuticamente
aceptables incluyen sales de aminas primarias, secundarias
Y terciarias, asi como de aminas ciclicas y aminas susti-
tuidas ya sean estas aminas sustituidas de forma natural o
pintética. Otras bases orgénicas no téxicas farmacéutica-
mente aceptables a partir de las cuales se pueden I[ormar
sales que incluyen las resinas de intercambio ifnico tales
como, por ejemplo, arginina, betaina, cafeina, colina,
N',N'-dibenziletilenodiamina, dietilamina, 2-dietilamino-
etanocl, 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, trietilameina, trime-
tilamina, tripropilamina, trometamina y similares.

[88] Cuando un compuesto de la presente invencién es
bésico, Bu correspéndiente sal puede ser preparada de forma
conveniente a partir de 4cidos no téxicos farmacéuticamente
aceptables, incluyendo &dcidos inorgadnicos y orgénicos. Es-
tos 4cidos incluyen, por ejemplo, acético, bencenosulféni-
co, benzoico, camforsulfénico, citrico, etanosulfénico, fu-
mirico, glucbnico, glutémico, bromhidrico, clorhidrico,

isetidnico, léactico, maleico, milico, mandélico, metanosul-
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fénico, micico, nitrico, pamoico, pantoténico, fosfbrico,
succinico, sulfirico, tartérico, &cido p-toluenosulfénico y
gimilarea. Particularmente preferibles son los &cidos ci-
tricos, bromhidrico, clorhidrico, maleico, fosférico, sul-
firico y tartérico.

[89] Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién comprenden una combinacién de inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo sales farmacéuti-
camente aceptables de cada componente de la mismas) como
principio activo, un vehiculo farmacéuticamente aceptable y
opcionalmente otros ingredientes o adyuvantes terapéutica-
mente activos. Otros agentes terapéuticos pueden incluir
los cititéxicos, quimioteripicos o agentes anticarcinége-
nos, o agentes que potencien los efectos de estos agentes
que han sido listados mis arriba. Las composiciones inclu-
yen compuestos adecuados para la administracién oral, rec-
tal, tépica, y administracién parenteral (incluyendo subcu-
t&nea, intramuscular y intravenosa), aunque la via mis ade-
cuada en cualquier caso dependerd del huésped en particu-
lar, y la naturaleza y severidad de las condiciones para
las el principio activo es administrado. Las composiciones
farmacéuticas pueden ser presentadas de forma conveniente
en forma de dosis unitaria y preparadas por métodos bien
conocidos en este campo de la farmacia.

[90] En la préctica, los compuestos representados
por una combinacién de un inhibidor de la quinasa del EéFR
e irinotecan (incluyendo sales farmacéuticamente aceptables

de cada componente de la misma) de esta invencién pueden

N
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Ber combinados como el principio activo en mezcla estrecha
con un vehiculo farmacéutico de acuerdo con las técnicas
convencionales de composicién farmacéutica. El1 vehiculc
puede adoptar una gran variedad de formas dependiendo de la
forma de preparacién deseada para la administracién, p.ej.
oral o parenteral (incluyendo intravencosa). De esta manera,
las composiciones farmacéuticas de la presente invencién
pueden ser presentadas como unidades discretas para la ad-
ministracién oral tales como cipsulas, grageas o comprimi-
dos cada una de ellas conteniendo una cantidad predetermi-
nada del principio activo. Ademéis, las composiciones pueden
ser presentadas en forma de polvo, grénulos, solucién, sus-
pensién en liquido acuoso, como ligquido no acuoso, como una
emulsién acuosa-oleosa, o como una emulsién liquida de agua
en aceite. Ademis de las formas de dosificacién comunes ci-
tadas arriba, un compuesto formado por la combinacién de un
inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo
sales farmacéuticamente aceptables de cada componente de la
misma) también puede ser administrado a través de medios
y/o instrumentos de liberacifn controlada. La combinacién
de composiciones puede ser preparada por cualquiera de los
métodos conocidos en farmacia. En general, estos métodos
incluyen un paso para favorecer la asociacién de los prin-
cipios activos con el vehiculo que constituye uno o mis de
los ingredientes necesarios. En general, las composiciones
son preparadas por mezcla uniforme y estrecha del principio
activo con vehiculos liquidos o 88lidos finamente divididos

o ambos. Al producto se le puede dar entonces la forma con-
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veniente para la presentacibén deseada.

[91] De esta manera, las composiciones farmacéuticas
de esta invencién pueden incluir un vehiculo farmacéutica-
mente aceptable y un compuesto de una combinacién de un in-
hibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo sa-
les farmacéuticamente aceptables de cada componente de la
misma). Un compuesto de una combinacién de un inhibidor de
la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo farmacéutica-
mente aceptable sales de cada componente de la misma), tam-
bién puede ser incluida en composiciones farmacéuticas en
combinacién con uno o mis compuestos terapéuticamente acti-
vos. Otros compuestos terapéuticamente activos pueden in-
cluir los citotéxicos, quimioteripicos o agentes anticarci-
négenos, o agentes que potencien los efectos de estos agen-
tes, como ha sido liptado més arriba.

[92] De esta manera en una realizaciém de esta in-
vencién, una composicién farmacéutica puede comprender un
compuesto de inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan
en combinacién con un agente anticarcinfSgeno, en donde el
agente anticarcinégeno es seleccionado del grupo formado
por los fédrmacos alquilantes, antimetabolitos, inhibidores
de microttibulos, podofilotoxinas, antibiéticos, nitrosou-
reas, terapias hormonales, inhibidores de quinasa, activa-
dores de apoptosis de células tumorales, y agentes antian-
giogénicos.

[93] El vehiculo farmacéutico empleado puede ser,
por ejemplo, un sélido, liquido, o gas. Ejemploas de vehi-

culos s6lidos incluyen lactosa, terra alba, sacarcsa, tal-
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co, gelatina, agar, pectina, acacia, estearato magnésico, y
&cido estefirico. Ejemplos de vehiculos liquidos son jarabe
de azicar, aceite de cacahute, aceite de oliva, y agua.
Ejemplos de vehiculos gaseosos incluyen didxido de carbono
y nitrégeno.

[94] En la preparacién de las composiciones para
formas de dosificacién oral, cualquier medio farmacéutico
adecuado puede ser empleado. Por ejemplo, agua, glicoles,
aceites, alcoholes, agentes saborizantes, conservantes,
agentes colorantes, y similares se pueden utilizar para dar
lugar a preparaciones liquidas orales tales como suspensio-
nes, elixires y soluciones; mientras que los vehiculos como
almidonea, azficares, célulosa microcristalina, diluyentes,
agentes granulantes, lubricantes, amalgamantes, agentes
disgregantes, y 8imilares pueden ser utilizados para dar
lugar a preparaciones s6lidas orales tales como polvos,
cépsulas y tabletas. Dada su facilidad de administracién,
lae cdpeulas y los comprimidos son las unidades de doseifi-
cacién oral preferibles en las que vehiculos farmacéuticos
88lidos son empleados. Opcionalmente, los compromidos pue-
den ser recubiertos por medio de técnicas esténdar acuosas
O no acuosas.

[95] Un comprimido que contenga la composicién de
esta invencién puede ser preparado por compresién o moldea-
do, opcionalmente con uno o més ingredientes o adyuvantes
accesorios. Los comprimidos pueden ser obtenidos por com-
presién en una miquina adecuada, con el principio activo en

una forma de circulacién libre como polvo o grénulos, op-

0\93
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cionalmente mezclado con un amalgamante, lubricante, dilu-
yente inerte, surfactante o un agente dispersante. Los com-
primidos moldeados pueden ser elaborados moldeando en una
miquina adecuada una mezcla del compuesto en polvo humede-
cido con un liquido diluyente inerte. Cada comprimido pre-
feriblemente contiene creca de 0,05 mg a cerca de 5 g del
principio activo y cada pastilla o cépsula preferiblemente
contendrid a partir de cerca de 0,05 mg hasta cerca de S g
del principio activo.

[96] Por ejemplo, una formulacién deastinada a la ad-
ministracién oral a humanos puede contener una cantidad a
partir de 0,5 mg hasta 5 g de agente activo, compuesto con
una cantidad adecuada y conveniente de material vehiculo
que puede ser de entre un 5 a un 95 por ciento de la compo-
sicién total. Las formas de dosificacién unitarias general-
mente contendridn entre cerca de 1mg a cerca de 2 g del
principio activo, tipicamente 25mg, 50mg, 100mg, 200mg,
300mg, 400mg, 500mg, 600mg, 800mg, o 1000mg.

[97] Las composiciones farmacéuticas de la presente
invencién adecuadas para la administracién parenteral pue-
den ser preparadas como soluciones © suspensiones de los
compuestos activos en agua. Puede ser incluido un surfac-
tante adecuado como, por ejemplo, hidroxipropilcelulosa.
también pueden ser preparadas dispersiones en glicerol, po-
lietilenglicoles liquidos, y mezclas de las mismas en acei-
tes. Ademfis, un conservante puede incluirse para impedir
el crecimiento perjudicial de microorganismos.

[98] Las composicioneas farmacéuticas de la presente
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invencién adecuadas para sBsu usoc como inyectables incluye
soluciones acuosas estériles o dispersiones. Ademis, las
composiciones pueden ser en forma de polvos esteriles para
la preparacién extemporinea de esptas soluciones o disper-
siones inyectables esteriles. En todos los casos, la forma
inyectable final debe ser esteril y debe ser efectivamente
fluida para facilitar su aplicacidn a través de una jerin-
ga. Lae composiciones farmacéuticas deben de ser estables
bajo las condiciones de fabricacién y almacenamiento; de
esta manera, preferiblemente deben de ser preservados de la
accién contaminante de microorganismos tales como bacterias
y hongos. El vehiculo puede ser un solvente © medio de
dispersién que contengan, por ejemplo, agua, etanol, p liol
(p.ej., glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liqui-
do), aceites vegetales, y mezclas adecuadas de las misma.
[99] Las compoaiciones farmacéuticas de la presente
invencién pueden estar en una forma adecuada para su apli-
caci6bn tépica como, por ejemplo, un aerosol, crema, pomada,
locién, polvos, o similares. Ademds, las composiciones pue-
den estar en una forma adecuada para uso en instrumentos
transdérmicos. Estas formulaciones pueden ser preparadas,
usando un compuesto formado por la combinacién de un in-
hibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo sa-
les farmacéuticamente aceptables de cada componente de la
misma) de esta invencién, por medio de métodos de procesa-
miento convencionales. Por ejemplo, una crema o pomada es
preparada mezclando material hidrofilico y agua, junto con

cerca de 5% al 10% del peso de compuesto, para producir una
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crema o pomada con la consistencia deseada.

[100] Las composiciones farmacéuticas de esta inven-
cién puede estar en una forma adecuada para la adminietra-
cién rectal en donde el vehiculo es un sélido. Es prefera-
ble que la mezcla de lugar formas de dosificacibén unitaria
como los supositorios. Loe vehiculos adecuados incluyen
manteca de cacac y otros materiales cominmente utilizados
en este campo. Los supositorios pueden ser elaborados de
forma conveniente primero mezclando la composiciébn con el
vehiculo o vehiculos ablandados o fundidos y posteriormente
son enfriados y moldeados en moldes.

[101] Ademis de los ingredientes vehiculos ya men-
cionados, las formulaciones farmacéuticas descritas més
arriba pueden incluir, de forma adecuada, uno o més ingre-
dientes vehiculos adicionales tales como diluyentes, tampo-
nes, agentes saborizantes, amalgamantes, surfactantes, es-
pesantes, lubricantes, conservantes (incluyendo anti-
oxidantes) y similares. Ademids, otros adyuvantes pueden ser
incluidos para hacer la formulacién isot&nica respecto a la
sangre del receptor. Las composiciones que contienen un
compuesto formado por la combinacién de un inhibidor de la
quinasa del EGFR e irinotecan (incluyendo sales farmacéuti-
camente aceptables de cada componente de la misma) pueden
también ser preparadas en forma de concentrado en polvo o
liquido.

[102] Los niveles de dosis para los compuestos de la
combinacién de esta invencién ser&n aproximadamente como

los descritos aquf, o como los descritos en la materia para
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estos compuestos. Se entiende que, sin embargo, el nivel de
dosis especifica para un paciente en particular dependeri
de diversos factores incluyendo edad, peso corporal, estado
general de salud, sexo, dieta, tiempo de administracién,
via de administracifn, tasa de excrecién, combinacifn de
fdrmacos y la severidad de la enfermedad particular que re-
quiere la terapia.

[103] Esta invencién ser& mejor entendida a partir
de los detalles experimentales gque piguen. Sin embargo, los
entendidos en esta materia apreciarin fAcilmente que 1los
métodos especificos y los resultados discutidos son mera-
mente ilustrativos de la invencién, como se describe con
mie detalle en las reilvindicaciones que siguen méfis adelan-
te, y no deben ser considerados de ninguna manera limitan-
tes de la misma.

[104] Detalles experimantales:

[105] RESUMEN Y COMNCLUBIONES

[106] Erlotinib (Tarceva®, 0SI-774) es una pequefia
molécula inhibidora de la tirosina quinasa(TK) del EGFR
(HER1, erbBl), oralmente biodisponible. Erlotinib inhibe la
fosforilacién del dominio tirosin-quinasa del EGFR, de este
modo bloquea la transduccién de sefial clave de las molécu-
las posteriores a partir el receptor. Erlotinib se encuen-
tra sometido a prueba en estudios clinicos de Fase III en
NBCLC, y estd siendo también sometido a prueba en otros ti-
pos de tumores sélidos. E1l CPT-11 (irinotecan) es utilizado
en el manejo de pacientes con cé&ncer colcrrectal avanzado.

[107] En nuestros estudios, la actividad antitumoral
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de erlotinib se ha evaluado en dos modelos de xenoinjerto
de tumor de céncer colorrectal humano (LoVo y HCT116) en
ratén atimico. Ambos tipos celulares expresan EGFR y tie-
nen un tiempo de divisién similar in vitro y in vivo. Erlo-
tinib fue administrado como monoterapia o en combinacifn
con CPT-11 a ratén con tumores LoVo o HCT11l6 establecidos.
Los f&rmacos fueron combinados en sus respectivas dosis te-
rapéuticas miximas o en sus dosis subSptimas.

[108] En el modelo LoVo, el tratamiento de los rato-
nes con erlotinib a 100 mg/kg resulté en una profunda in-
hibicién del crecimiento del tumor (TGI>100%, p<0,001), con
6/10 ratones mostrando regresiones parciales (PR). A 25
mg/kg, el tratamiento con erlotinib causé una inhibicién
del crecimiento del tumor significativa (TGI=79%, p<0,001).
Los ratones tratados con CPT-11 en su mixima dosis terapéu-
tica (60 mg/kg) o en su dosis subSptima (15 mg/kg) también
resultaron en una inhibicién significativa del crecimiento
del tumor (TGI>100%, p<0,001; TGI=93%, p<0,001). La terapia
de combinacién de ratones vehiculos de tumores LoVo con er-
lotinib y CPT-11 en sus miximas dosis terapéuticas resultd
en una actividad antitumoral potenciada (TGI=116%,
p<0.001), con una minima potenciacién de la toxicidad. De
forma importante, los tumores a partir de 9/9 animales mos-
traron regresiones, con 7/9 PR y 2/9 CR (regresiones com-
pletas). La combinacién de tratamiento con erlotinib (25
mg/kg) y CPT-11 (15 mg/kg) causd un incremento significati-
vo de la actividad antitumoral que cada uno de los agentes

en solitario (TGI>100%, p<0,001). La actividad antitumoral
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potenciada fue estadisticamente significativa en compara-
cién con la actividad subSptima de la monoterapia con erlo-
tinib o CPT-11. De esta manera, la actividad antitumoral
de CPT-11 fue potenciada por la coadministracién de erloti-
nib en el Modelo LoVo.

[109] En el modelo HCT11l6, el tratamiento de ratones
con erlotinib a 100 mg/kg y 25 mg/kg o gefitinb (Iressa®) a
150 mg/kg no proporciondé una inhibicién del crecimiento del
tumor significativa. Estos resultados se han verificado en
mis de un estudio y nos han llevado a clasificar la lfinea

del tumor HCT11l6 como refractaria a Tarceva®

Yy a Iressa®.
Sin embargo, los ratones tratados con CPT-11 a su mixima
dosis terapéutica (60 mg/kg) o a dosis subSptima (15 mg/kg)
resultd en la inhibicién significativa del crecimiento del
tumor (TGI>100%, p=0,001, con un 70% de regresiones parcia-
les; TGI=73%, p=0,00l1, respectivamente). La terapia de com-
binacién en ratones vehiculos de tumores HCT116 con erloti-
nib y CPT-11 a sus miximas dosis terapéuticas resulté en
una toxicidad que requirié6 que el grupo terminara de forma
temprana. La combinacién de tratamiento con erlotinib (25
mg/kg) y CPT-11 (15 mg/kg) causé una actividad antitumoral
significativamente incrementada respecto a la mostrada en
cada agente por separado (TGI=91%, p=0,001, con 1 regresidén
parcial), con una minima potencicién de la toxicidad. La
potencicidn de la actividad antitumoral fue estadisticamen-
te significativa en comparacidén a con la actividad subbpti-

ma de la monoterapia con erlotinib o CPT-11 (p= 0,010 y p

=0,001, respectivamente). De esta manera, la actividad an-
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titumoral de CPT-11 fue potenciada por coadministracibén de
erlotinib en el modelo HCT116.

[110] Conjuntamente, loe datos apoyan la conclusién
de que el erlotinib, especialmente a dosis subSptimas, pue-
de potenciar la actividad antitumoral de CPT-11, sin poten-
ciar la toxicidad, en modelos de xenoinjerto de tumor de
c&ncer colorrectal humano. Estos datos apoyan la evaluacién
de erlotinib en céncer colorrectal humano.

[111] Glosario de Abreviaturas
Bwl Pérdida de péso corporal
CMC Carboximetilcelulosa
EGFR Receptor del factor de crecimiento epidérmico
EGFRi Inhibidor del receptor del factor de crecimiento epi-
dérmico
ip intraperitoneal
iv intravenoso
DMT Médxima dosis tolerada
NSCLC Céncer de pulmén de células no pequefias
q3d Una dosis cada tres dias
q4d Una dosie cada cuatro dias
g6éd Una dosis cada seils dias
qg7d Una dosis cada siete dias
gd una vez al dia (dosificacién)
po oral
PBS Salino tamponado con fosfatos
SEM Error esténdar de la media
TGI Inhibicién del crecimiento del tumor

[112] Materiales y Mé&todos
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[113] El objetivo de este estudic es valorar la efi-
cacia antitumoral de la pequefia molécula inhibidora del re-
ceptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFRi) Tarce-
va® en combinacién con CPT-11 en LoVo o HCT11l6 xenoinjertos
de tumores de céncer colorrectal humano, desarrolladoe en
ratones hembra atimicos nu/nu. CPT-11 es un agente actual-
mente utilizado clinicamente en el tratamiento del céincer
colorrectal en solitario y en combinacién con otros agentes
quimioteripicos y/o radiacién, dependiendo de el estadio de
la enfermedad. En este estudio, los f&rmacos fueron combi-
nados a sus respectivas dosis miximas tolerada (DMT) y tam-
bién combinada conjuntamente a dosis subféptimas. Todas las
dosis incluidas en los grupos de combinacién fueron también
incluidas en el estudio como brazos de monoterapia. Be in-
tenté conseguir la méxima eficacia/regresién sin incremen-
tar la toxicidad.

[114] Animales

[115] Ratones desnudos hembra (10/grupo), obtenidos
a partir de Charles River Laboratories (Wilmington, MA) con
una edad de 4-6 semanas, que se utilizaron cuando cumplie-
ron ~10-12 semanas y pesaban ~23-25 gramos. La salud de to-
dos los animales fue determinada diariamente por observa-
cién superficial de los animales experimentales y por los
anflisis de muestras de sangre de animales centinela gque
fueron hospedados en jaulas compartidas. A todos los anima-
les se les permitié la aclimatacién y la recuperacién par-
tir de cualquier estrés relacionado con el transporte du-

rante una gemana antes de la manipulacifén experimental.
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Agua autoclavada y comida irradiada (5058-ms Pico chow (ra-
tén) Purina, Richmond, IN) fueron proporcionadas ad 1libi-
tum, ¥y los animales se mantuvieron en ciclo de luz y oscu-
ridad de 12 horas. Jaulas, nidos y botellas de agua fueron
autoclavadas antes de su uso y fueron cambiados semanalmen-
te. Los ratones se hospedaron en grupos de 10-12 animales
por jaula de policarbonato (17,5 x 9 x6 pulgadas) con ni-
dos compuestos por Certified BetaChip (Northeastern Pro-
ducts, Warrensburg, NY). Todoe los experimentos in vivo se
realizaron de acuerdo con protocolos aprobados por el Roche
Animal Care and Use Cammittee (RACUC). Las instalaciones
para el cuidado de los animales de Roche esti totalmente
acreditado por la American Association for the Accredita-
tion of Lab Animal Care (AAALAC).

[116] Tumores

[117] Las células LoVo crecieron en F-12K + 20% FBS
(no inactivadas por calor) y recolectadas. 5 x 106 célu-
las/0,2ml/ratén en PBS (Salino tamponado por fosfatos) fue-
ron implantados subcutédneamente en el costado derecho en
07/12/2002 para el estudio de eficacia 525.

[118] Las células HCT-116 crecieron en Medio Modi-
ficado de McCoy 5A + 10% FBS y recolectadas. 3 x 106 célu-
las/0,2ml/ratén en PBS (Salino tamponado por fosfatos) fue-
ron implantados subcutéineamente en el costado derecho en
07/30/02 para estudio de eficacia 531.

[119]) Agentes de prueba

[120] Tarceva® para el estudic 525 ¢ estudio 531 fue

formulado como una suspensién (12,5 o 3,125 mg/ml) en car-
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boximetilcelulosa sédica (CMC)-7L2 (3mg/ml) y Tween 80 (1
mg/ml) en agua esteril para inyeccién. El compuesto formu-
lado fue fabricado en un lote para las 3 semanas del estu-
dio entero.

[121] Iressa® fue formulado como una suspensién
(18,75 mg/ml) en carboximetilcelulosa s6dica (cMeC)
(3Img/ml)-7L2 y Tween 80 (1 mg/ml) en agua esteril para in-
yeccién. El compuesto formulado fue fabricado en un lote
para las 3 semanas del estudio entero.

[122] CPT-11 (Irinotecan, Pharmacia & Upjohn) £fue
proporcionado en una solucifn salina stock esteril de
20mg/ml. Una alicuota de los viales con solucién stock fue
recogida para cada grupo de dosis representando el farmaco
necesitado para ese grupo para la duracifén de todo el estu-
dio y diluida ademfs con salino estéril, para proporcionar
una solucién que diera un volumen de dosificacién de 0,2 ml
para cada animal individual.

[123] Aleatorizacién

[124] Para el estudio 525, los animales fueron alea-
torizados de acuerdo con el volumen del tumor en el dia 17
posterior a la implantaciénm del tumor de tal forma que to-
dos los grupos tenian tumores iniciales de similares voli-
menes medios de 100-150mm’,

[125] Para el estudio 531, los animales fueron alea-
torizados de acuerdo con el volumen del tumor en el difa 14
- 18 posterior a la implantacién del tumor de tal forma que
todos los grupos tenian tumores iniciales de similares vo-

1Gmenes medios de 100-300mm’.
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Dipefio de loes Estudios

bla 1 y en la Tabla 2.

[128]

Tabla 1:

Grupos de dosis para

eficacia LoVo 525 con Tarceva® y CPT-11

el estudio

Dosis
Grupo Tratsmiento Frecusnoia via
(mg/kg)
Vehiculc Oral/
1 o gd/g3d Oral/1p
Vehiculo IP
®
2 Tarceva 1a0 qd Oral
3 'I'u'eavlo a5 qd Oxral
4 CPT-11 &0 gid Iv
5 CPT-11 15 gad v
6 Tarceva/CPT-11 100/60 q/qéd Oral/Iv
7 Tarceva/CPT-11 25/15 qd/qad Oral/IV
[129] Tabla 2: Grupos de dosis para el estudio

eficacia HCT116 531 con Tarceva® y CPT-11

arupo Tratamianto Dosis Fraquenois via
(mg/kg)
1 Vehiculo Oral/ Vehi- | O qd/qéd Ozal/iv
culo IP

2 Iressa® 150 qd oral

3 Tarceva® 100 qd Oral

4 Tarceva® as qd iv

5 CPT-11 &0 qadxé iv

6 CPT-11 15 qidx6 iv

El disefio de cada estudio se muestra en la Ta-

de

de
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7 Tarceva®/CPT-11 100/60 | gd/gedxé oral/ iv
» Tarceva®/CPT-11 25/15 qd/qedxs oral/ iv
{130] Tratamiento

[131] Para el estudio de eficacia 525, el tratamien-
to empezb el 7/29/02 (Dfa 17 posterior a la implantacién

del tumor). Tarceva®

fue administradeo utilizando una jerin-
ga de lcc y agujas de c-alibre 18 (0,2 ml/animal). CPT-11
fue administrado via ip utilizando una jeringa l-cc y agu-
jas de calibre 26 (0,2 ml/animal). Todos los grupos fueron
tratados g4d durante 3 semanas (total 6 inyeccionea). El
tratamiento finalizé el 08/19/02 (Dia 38 posterior a la im-
plantacién del tumor). En este estudio no se realizé un
andlisis exposicién al farmaco de final de estudio.

[132] Para el estudio de eficacia 531, el tratamien-
to empezé el 8/13/02 (Dfa 14 posterior a la implantacién
del tumor). Tarceva® fue administrado utilizando una jerin-
ga de 1lcc y agujas de calibre 18 (0,2 ml/animal). CPT-11
fue administrado via ip utilizando una jeringa l1l-cc y agu-
jas de calibre 26 (0,2 ml/animal Todos los grupos fueron
tratados q4d durante 3 semanas (total 6 inyecciones). El
tratamiento finalizé el 08/13/02 (Dia 35 posterior a la im-
plantacién del tumor). En este estudio no se realizé un
anilisis de exposicifén al fArmaco de final de estudio.

[133] Patologia/Necropeia

[134] Una necropsia total fue realizada en cinco

ratones por tratamiento a partir de todos los grupos res-

tantea. Sangre total también fue recogida para la quimica
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clinica y hematologia. los tumores se eliminaron y fijaron
en formalina de zinc y posteriormente embebidos en parafi-
na. Se puede realizar inmunohistoquimica en estas secciones
para valorar la apoptosis via TUNEL e iIndice proliferativo
via Kié7. La necrosis también puede ser evaluada en las
secciones tefiidas H&E.

[135] Monitorizacién

[136] ‘Las medidas de loe tumores y el peso de los
ratones fueron tomados entre dos y tres veces por sggana
para LoVo y HCT116. Todoe los animales fueron seguidos de
forma individual a través del experimento.

[137] Cdlculos y Analisis estadisticos

[138] La pérdida de peso fue representada gréafica-
mente como porcentaje del cambio en grupo medio de peso
corporal, utilizando la f6rmula:

[139] ((W - W0)/wW0) x 100,

[140] donde 'W' representa el peso corporal medio
del grupo tratado en un dia en particular, y 'W0' represen-
ta el peso corporal medio del mismo grupo tratado al inicio
del tratamiento. IL.a pérdida de peso mixima fue también re-
presentada utilizando la formula indicada m&e arriba, e in-
dicé el miximo porcentaje de peso corporal perdido que se
observé en cualquier momento durante el experimento entero
para un grupo particular.

[141] Los datos de eficacia fueron gr&ficamente re-
presentados como el volumen medio de tumor + error estdndar
de la media (SEM). Los volimenes de tumor de grupos trata-

dos fueron presentados como porcentajes de vollGmenes de tu-
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mor de los grupos control (8T/C), usando la f&Srmula:

[142] 100 x ((T - TO)/(C - CO}},

[143] Donde T representa volumen medio del tumor de
un grupo tratado en un dia especifico durante el experimen-
to, TO representa el volumen medio del tumor del mismo gru-
po tratado el primera dia del tratamiento; C representada
el volumen medio del tumor de un grupo control en el dia
especifico durante el experimentoc, y CO representa el volu-
men medio del tumor del mismo grupo tratado en el primér
dfa de tratamiento.

[144] El volumen del tumor (en milimetros clbicos)
fue calculade utilizando la fSrmula elipsoide:

[145] (D x (d2))/2

[146] donde 'D' representa el diémetro grande del
tumor, y 'd' representa el di&metro pequefio.

[147] En algunos casos, la regresién del tumor y/o
el porcentaje de cambio de volumen del tumor fue calculado
utilizando la f£6rmula:

[148] ((T-T0)/T0) x 100

[149] donde 'T' representa el volumen medio del tu-
mor del grupo tratado en un dia particular y 'T0' represen-
ta el volumen medio del tumor del mismo grupo tratado en el
inicio del tratamiento.

[150] El andlisis estadistico fue determinado por la
prueba de suma de rango, Anova univariable y una prueba-t
de Bonferroni post-hoc (SigmaStat, version 2.0, Jandel
Scientific, San Francisco, CA). Las diferencias entre gru-

pos se coneideraron significativas cuando el valor de la

W
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probabilidad (p) fue < 0.05.
(151] Resultados y Discusién
[152] RESULTADOS
[153] Toxicidad
[154] Muertes no programadas

[155] Experimento 525 con Tarceva® y CPT-11 (Figuras
ly6).

[156] El dia 24 después de la implantacién del tu-
mor, el ratén # 1 del grupo de combinacién de Tarceva® 100
mg/kg, CPT-11 60 mg/kg (Grupo 6) fue encontrado muerto. La
pérdida de peso fue de cerca del 20%. No hubo hallazgos
claros en la necropsia.

Ratén # 4 en grupo 6 - >20% de pérdida de peso corpo-
ral (bwl).

Ratén # 9 - >20% bwl

Sin embargo, Be realizé un ajuste de doeis al obser-

varse pérdida de peso en este grupo.

[157] Experimento 531 con Tarceva® y CPT-11 (Figuras

3y8).

[158] No toxicidad o muertes no programadas fueron
observadas en ratones tratados con agente simple Tarceva®,
Iressa', CPT-11, o el grupo de combinacién de baja dosis.

Sin embargo, en el dia 27 después de la implantacién del
tumor, los ratonee # 2 y # 9 del grupo de combinacién Tar-
ceva® 100 mg/kg, CPT-11 60 mg/kg (Grupo 6) fueron encontra-
dos muertos. La pérdida de peso fue >20% en estos ratones
antes de la muerte. Dado que muchos miAs animales en este

grupo tenian una pérdida de peso corporal =20%, se decidié
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sacrificar los animales reptantes. No hubo hallazgos claros
en la necropeia.

[(159] Cambios de peso y Signos Clinicos

[160) Experimento 531 con Tarceva® y CPT-11 (Figu-
ras 3 y 8).

[161] La toxicidad fue evidente en el grupo de com-
binacién con Tarceva® 100 mg/kg, CPT-11 60 mg/kg (Grupo 6)
en el estudio, con una pérdida de peso promedio de -~18% y
un enrojecimiento severc de la piel después de ocho dias de
tratamiento. Fueron observadas dos muertes en este grupo, Yy
muchos animales tuvieron pérdidas de peso severas, ~ 20 %.
No se realizé ajuste de dosis. En lugar de eso el resto de
los animales fueron sacrificados el dia 27 y se realizd$ una
necropsia superficial.

[162] Los ratones tratados con 100 mg/kg de Tarceva®
(Grupo 2) presentaron el clésico enrojecimiento de la piel
cbservado en varios estudios anteriores.

[163] No se observaron otros signos de toxicidad en
ninguno de los otroe grupos de dosis como se valoré midien-
do los cambios en el peso corporal y por medio de la obser-
vacién superficial de los animales (Figuras 3 y 8).

[164] Experimento 525 con Tarceva® y CPT-11 (Figuras
ly6).

{165] La toxicidad fue evidente en el grupo de com-
binacién con Tarceva® 100 mg/kg, CPT-11 60 mg/kg (Grupo 6)
en el estudio, con una pérdida de peso promedio de ~5% y un
enrojecimiento severo de la piel después de cinco dias de

tratamiento. Una muerte fue observada en este grupo, dos

\\2
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animales con pérdida de peso severa, ~ 20 %. Con ajuste de
dosis, el resto de los animales se recuperaron a partir de
la pérdida de peso temprana.

[166] Los ratones tratados con 100 mg/kg Tarce-
va'(Grupo 2) presentaron el enrojecimiento clésico de 1la
piel observado en varios estudios previos.

[167] No se observaron otros signos de toxicidad en
ninglin otro grupo de dosie tal y como se valoré midiendo
los cambios en peso corporal y por medio de la observacién
individual superficial de los animalee (Figuras 1 y 6).

[168] Eficacia

[169] Experimento 525 con Tarceva® y CPT-11 (Figuras
2y 7). .

[170] Al final del estudio (dfia 38 posterior a la
implantacién del tumor, dia 19 de tratamiento) fue observa-
da una eficacia significativa contra el xenoinjerto de tu-
mor LoVo de céancer colorrectal con monoterapia de Tarceva®
a 100 mg/kg gqd (>100%, T/C = -2%, P = <0,001) con 60% de
regresiones parciales del tumor. La dosis baja subSptima de
25 mg/kg qd del agente simple mostrd 79% (%T/C =« 21%) de
inhibicién de crecimiento del tumor, aunque no se observé
regresién en este grupo.

[171] El CPT-11 fue probado en dos dosis en monote-
rapia en este estudio. Una dosis de 60mg/kg g4d iv se se-
lecciond en base a nuestra experiencia pasada con el com-
puesto (nuestros datos de DMT de este agente es 66mg/kg).
Una inhibicién significativa del crecimiento del tumor fue

observada a 60 mg/kg q4d iv de CPT-11 (>100%, %T/C = -5%, P
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= <0.001) con el 90% de los tumores parcialmente regresio-
nados. 15 mg/kg g4d iv (1/4 MTD) fue seleccionada como una
dosis subfSptima del agente simple CPT-11. A esta dosis sub-
optima, fue observado un 93% de inhibicién del crecimiento
del tumor (% T/C = 7%).

[172] Las combinaciones de CPT-11 y Tarceva® se va-
loraron en el xenoinjerto del tumor LoVo de céncer colo-
rrectal para ver si la actividad antagénica, aditiva o si-
nérgica prevalece. CPT-11 y Tarceva® fueron combinados a la
alta dosis de 60 mg/kg g4d iv y 100 mg/kg qd po, respecti-
vamente. Aunque la toxicidad aparecié tan pronto transcu-
rrieron 5 dias despés de la iniciacién del estudio, con la
muerte de un ratén, con ajuste de dosis. La mayoria de los
ratones del grupo sobrevivieron. Una inhibicién significa-
tiva del crecimiento del tumor fue observada en este grupo
de combinacién (>100%, %T/C = -16%, P = <0,001) con 100% de
los tumores parcialmente regresionados, entre ellos, dos
regresiones completas. Esta inhibicién del crecimiento del
tumor podria ser clasificada como sinérgica siendo signifi-
cativamente mejor que ambas dosis elevadas de CPT-11 (P

<0.001) y Tarceva (P «<0,001). La dosis subSptima de CPT-11

a 15 mg/kg q4d iv y Tarceva® 25 mg/kg gqd po también fueron
combinadas. Esta combinacién fue bien tolerada por todos
los ratones proporcionando solo una pérdida moderada de pe-
80 Yy 8in eignos superficiales de toxicidad. Una inhibicién
Bignificativa del crecimiento del tumor superior a la cau-

sada por el vehiculo control fue observada (>100%, %T/C = -

5%, P =0,001), en todas los 10 (100%) regresiones parciales

W
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de tumor. Esta inhibicién del crecimiento del tumor puede
ser clasificada como sinérgica siendo significativamente
mejor que la subSptima CPT-11 (P =0,009) y la subSptima
Tarceva® (P <0,001).

[173] Experimento 531 Tarceva® y CPT-11 (Figuras 4 y
9).

[174] Al final del estudio (dfia 35 después de la im-
plantacién del tumor, dia 21 de tratamiento) la eficacia
contra el xenoinjerto del tumor HCT116 de céncer colorrec-
tal del agente simple no fue observada con Tarceva® en mono-
terapia a 100 mg/kg qd o 25 mg/kg qd o Iressa® a 150 mg/kg.
Dado que la dosis de 100 mg/kg gd Tarceva® y 150 mg/kg
Iressa ® han sido eficaces en un amplio rango de modelos en
nuestras manos, y son por lo tanto considerados las dosis
terapéuticas y regimenes por nuestro grupo, este modelo ha
sido clasificado como refractario a Tarceva® y Iressa ®

[175] CPT-11 fue probado con dos dosis en monotera-
pia en este estudio. Una dosis de 60mg/kg g4d iv fue selec-
cionada en base a nuestra pasada experiencia con el com-
puesto (nuestros datos de DMT de este agente son 66mg/kg).
La inhibicién significativa del crecimiento del tumor fue
observada a 60 mg/kg gq4d iv de CPT-11 (>100%, %T/C = -2%, p
= 0,001) con 70% de los tumores parcialmente regresionados.
15 mg/kg g4d iv fue seleccionada como dosis subbptima del
agente simple CPT-1l1l. A esta dosis subdSptima, fue observada
un 73% de inhibicién del crecimiento del tumor (% T/C =
27%).

[176] Lae combinaciones de CPT-11 y Tarceva® se va-
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loraron en xenoimplante de tumor HCT116 de céncer colorrec-
tal para ver si prevalecia una actividad antagénica, aditi-

® se combinaron a alta do-

va o sinérgica. CPT-11 y Tarceva
gis de 60 mg/kg g4d iv y 100 mg/kg qd po, respectivamente.
Este grupo fue t6xico y termind el dia 27. Por lo tanto, la
eficacia antitumoral en este grupo no serd discutida. Las
dosis subSptimas de CPT-11 a 15 mg/kg g4d iv y de Tarceva®
25 mg/kg gqd po fueron también combinadas. Esta combinacién
fue bien tolerada por todos los ratones proporcionando so-
lamente una pérdida moderada de peso y no grandes signos de
toxicidad. Una inhibicién significativa del crecimiento del
tumor superior a la mostrada por el vehiculo control fue
observada (91%, $%T/C = 9%, p=0,00l1), con una regresidn par-
cial. Bsta inhibicién del crecimiento del tumor puede ser
clasificada como siﬁérgica piendo significativamente mejor
que la subbptima CPT-11 (p= 0,010) y la subSptima Tarceva®
(p =0,001). Tumores representativos procedentes de ratones
tratadocs son mostrados en la Figura 5.

[177] DISCUSION

[178] Recientemente, el EGFR ha emergido como una
diana clave para la terapéutica anticéncer. Tarceva® es un
inhibidor selectivo del receptor del factor de crecimiento
epidérmico oralmente activo, el cual bloquea las vias de
transmisi6n de sefial implicadas en la proliferacién y su-
pervivencia de células cancerigenas, y se encuentra en es-
tudios clinicos de fase III. En el presente estudio, noso-

tros hemos evaluado el uso combinado de Tarceva con farma-

cos de quimioterapia cldsica utilizando el modelo LoVo de
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xenoinjerto de cancer colorrectal humano. El modelo de tu-
mor Lovo representa un clncer colorrectal que expresa el
EGFR, y por lo tanto es probable que responda a un inhibi-
dor del receptor del factor de crecimiento epidérmico (Mag-
ne N, et al. (2002) Br. J. Céncer 86(9):1518-1523).

[179] El céncer colorrectal humano representa uno de
los mis prevalentes carcinomas humanoa. La reseccifn qui-
rirgica es el Gnico tratamiento curativo. Dado que la mayor
parte de pacientes se presentan en un avanzado estadio de
la enfermedad con dispersién metastésica, la cirugia por si
sola no es una buena y suficiente aproximacién clfinica.
Nuevos tratamientos han sido buscados para un mejor manejo
de esta enfermedad. De forma ideal esto vendria dado en
forma de entidades de agentes simples nuevos. La tendencia
para los nueveos agentes, 8in embargo, es perseguir dianas
polamente inherentes a las células cancerigenas. Con este
direccionamiento preciso se asume un mejor perfil de toxi-
cidad en comparacién a los agentes cititéxicos tradiciona-
les.

[180] Estudios iniciales in vivo han demostrado un
claro efecto antitumoral en un amplio espectro de modelos
de cédncer incluyendo céncer de pulmSn de células no peque-
flas (NSCLC), cé&ncer colorrectal, céncer de mama, y otros.
en los estudios actuales, el nuevo inhibidor EGFR Tarceva®
fue combinado de manera dual con agentes quimioterdpicos
clinicamente relevantes en el modelo LoVo de xenoimplante.
Los agentes fueron combinados a sus DMT para representar el

mis intensivo de los regimenes clinicos. Una combinacién
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de dosis subfptima representando ¥ DMT para Tarceva®

+ qui-
mioterapia fue también valorada para potentiar la eficacia
o quizds el antagonismo.

[181] Muchos cititéxicos tradicionales presentan ac-
cién como agentes simples en céncer colorrectal incluyendo
CPT-11, taxol, 5-flourouracilo, y oxaliplatino. Dado que
sclamente fueron observadas modestas respuestas objectivas
con regimenes de monoterapia, una aproximacién en forma de
combinacién es considerada mejor. El régimen ideal consis-
tia en dos agentes con diferentes mecanismos que pueden por
lo tanto potencialmente conseguir una eficacia einérgica o
aditiva con toxicidad reducida o similar a la del trata-
miento en monoterapia. El inhibidor del receptor del factor
de crecimiento epidérmico parece tener la perspectiva pro-
metedora para alcanzar esta meta cuando es combinado con
quimioterdpicos tradicionales. _

[182] Muchos inhibidores del EGFR estén en los Glti-
mos estadios de desarrollo clinico. Dos anticuerpos contra
el EGFR han sido desarrollados. Cetuximab (C225, Erbitux),
un anticuerpo quimérico que inhibe completamente la activa-
cién de EGFR, y ABX-EGF, un anticuerpo totalmente humaniza-
do contra el EGFR del que se postula que escapa a la degra-
dacién post-internalizacién y por lo tanto se recicla. Re-
pultados clinicos impresionantes se han observado con Ce-
tuximab, y los resultados de Fase 1II a partir de ABX-EGF
estin pendientes. Muchas moléculas pequeiias estin también
en desarrocllo. De particular interes son Iressa® (2D1839),

CI-1033 y Tarceva® (0SI-774). CI-1033, estando el primero
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en desarrollo, es un inhibidor no especfifico irreversible
de todos los miembros de la familia de EGFR. Los datos a
partir de estudios sobre estadfos posteriores con este com-

puesto est&n pendientes. Iressa®

recibié la aprobacién de
la FDA como tercera linea de tratamiento para NSCLC en mayo
de 2003.

[183] Estudios preliminares fueron realizados en ra-
tones hembra desnudos naive para determinar la dosis mixima
tolerada (DMT) de Tarceva® y CPT-i11. La DMT fue definida
como una dosis que proporcionase <20% de pérdida de peso
corporal y no la muerte en el dia 14 del estudio. Una DMT

para Tarceva®

en la formulacién CMC/Tween en un estudio DMT
fue 100 mg/kg gqd, con 200 mg/kg gd mostrando toxicidad. Sin
embargo, nuestros estudios previos de eficacia han mostrado

también que 150 mg/kg de Tarceva®

dado una vez al dia en
CMC/Tween es bien tolerada durante 3 semanas. Con CPT-11,
no hubo signos de clara toxicidad mediante la pérdida de
peso corporal o signos clinicos en cualquiera de los grupos
tratados con CPT-11 o wvehiculo por via iv cada cuatro dias
en un estudio de DMT de tres semanas usando dosis hasta 66
mg/kg. La dosis de 60 mg/kg fue seleccionada como la dosis
méixima terapfutica racional en base a la experiencia del
investigador con este agente.

[184] En los estudios actuales, el nuevo inhibidor
del EGFR Tarceva® fue combinado con el agente quimioterépi-
co xenoinjerto LoVo de cancer colorrectal. Los agentes fue-

ron combinados a su dosis miximas terapéuticas para repre-

sentar el régimen clinico mi&s intensivo. Una combinacién de
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dosis subSptima de Tarceva®

+ CPT-11 fue también valorada
para observar la eficacia potenciada o quizde el antagonis-
mo.

[185] Los datos muestran claramente una impresionan-
te actividad de cada uno de los agentes simples en el xe-
noinjerto de tumor LoVo de célncer colorrectal humano a sus
reppectivas dosis terapfuticas miximas (Tarceva® 100 mg/kg
>100% TGI, p= 0,001, 958%, TGI, p=0,001 (experimento 525 y
540, respectivamente)) con 40-60% de tumores parcialmente
regresionados. La dosis subdptima del agente simple Tarce-
va® (25 mg/kg qd) muestra cerca de 53-79% de inhibicién del
crecimiento del tumor.

[186] CPT-11 vy Tarceva® fueron combinados a dosis
altas de 60 mg/kg g4d iv y 100 mg/kg gqd po. Una dosis infe-
rior de CPT-11 (15 mg/kg g4d iv) fue también combinada con
una dosis inferior de Tarceva® (25 mg/kg po). Una inhibi-
cién significativa del crecimiento del tumor fue observada
en el grupo de combinacién de dosis altas (>100%, %T/C = -
16%, P = «<0,001) con 100% de regreeibdn parcial del tumor,
entre_ellos, dos tumores regresionaron de forma completa.
Este grupo presentd una breve pérdida de peso inicial con
un ratén muerto, por lo tanto, se ajusto la dosis a los ra-
tones. Esta inhibicién del crecimiento del tumor podria ser
clasificada como sinérgica siendo significativamente mejor

gue ambas dosis altas de CPT-11 (P <0,001) vy Tarceva®

(P
<0,001). La dosis subSptima de CPT-11 a 15 mg/kg q4d iv y
Tarceva® 25 mg/kg qd po fueron también combinadas, esta

combinacién fue bien tolerada por todoe los ratones propor-
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cionando solo una moderada pérdida de peso o signos super-
ficiales de toxicidad. Una inhibicién significativa del
crecimiento del tumor superior a la del wvehiculo control
fue observada (>100%, %T/C = -5%, P =0,001), con todos los
10 tumores (100%) con regresiones parciales. Esta inhibi-
cién del crecimiento del tumor podria ser clasificada como
pinérgica siendo significativamente mejor que la ubéptim-a
de CPT-11 (P =0.009) y Tarceva® (P <0,001).

[187] En los estudios actuales, el nuevo inhibidor
del EGFR Tarceva® fue combinado con agentes quimioterépicos
clinicamente relevantes en el modelo HCT1ll6 de xenoinjerto
de céncer colorrectal. Los agentes se combinaron a sus do-
gis miximas terapéuticas para representar el régimen clini-
co mis intensivo. Una combinacién de dosis subfptimas de

Tarceva'

+ quimioterapia también fue valorada para observar
la eficacia potenciada o quizés el antagonismo.

[188] Al final del estudio {(dia 35 después de la im-
plantacién del tumor, dia 21 de tratamiento) la eficacia
del agente simple contra el tumor del xenoinjerto HCT11l6 de

céncer colorrectal no fue observada con Tarceva®

en monote-
rapia a 100 mg/kg qd o 25 mg/kg qd o Iressa® a 150 mg/kg.
La expresiSn de EGFR de este modelo se estd confirmando si
esta pérdida actividad del agente simple se correlaciona
con una pobre expresién de la diana.

[189] CPT-11 y Tarceva® fueron combinados a sus do-
8is altas de 60 mg/kg g4d iv y 100 mg/kg gqd po. Esta combi-

nacién de dosis revelada como téxica. No fue sorprendente

que estos dos compuestos a sus DMT potenciasen la toxicidad
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y dieran lugar a una pérdida de peso y la muerte. Las dosis
subSptimas de CPT-11 a 15 mg/kg q4d iv y Tarceva® a 25
mg/kg gd po fueron también combinadas. Esta combinacién fue
bien tolerada por todos los ratones proporcionando solamen-
te una pérdida moderada de peso y Bin signos evidentes de
toxicidad. Una inhibicién significativa del crecimiento del
tumor superior a la del vehiculo control fue observada
(91%, XT/C = 9%, p=0,001), con una regresién parcial. Esta

inhibicién del crecimiento del tumor podria ser clasificada

como Binérgica siendo significativamente mejor que la sub-

6ptima de CPT-11 (p= 0,010) y la subSptima de Tarceva® (p
=0,001) .
[190] CONCLUSION

[191] Erlotinib (Tarceva®, 08I-774) es una pequefia
molécula inhibidora potente de la tirosin-quinasa (TK) del
EGFR (HER1, erbBl) oralmente biodisponible. El1 erlotinib
inhibe 1la fosforilacién del dominio tirosin-quinasa de
EGFR, blogueando de este modo la transduccién clave de pe-
flales en las moléculas posteriores a partir del receptor.
El erlotinib se encuentra en estudios clinicos de Fase III
en NSCLC, y también es sometido a prueba en otros tipos de
tumores sélidos. CPT-11 es utilizado en el manejo de pa-
cientes con CRC avanzado. En nuestroe estudios, la activi-
dad antitumoral de erlotinib se ha evaluado en dos modelos
de xenoinjerto de tumor de céncer colorrectal humanoc (LoVo
y HCT116) en ratones atimicos. Ambos tipos celulares expre-
san EGFR y presentan un tiempo similar de duplicacién in

vitro y in vivo. El erlotinib fue administrado como monote-
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rapia o en combinacién con CPT-11 a ratones con tumores Lo-
Vo o HCT11l6é establecidos. Los férmacos fueron combinados a
sus dosis miximas terapéuticas respectivas o a dosis sub&p-
timas.

[192] En el modelo LoVo, el tratamiento de ratones
con erlotinib a 100 mg/kg resulté en una profunda inhibi-
cién del crecimiento del tumor (TGI>100%, p<0,001), con
6/10 ratones mostrandoc regresiones parciales (PR). A 25
mg/kg, el tratamiento con erlotinib causé inhibicién signi-
ficativa del crecimiento del tumor (TGI=79%, p<0,001). Ra-
tones tratados con CPT-11 a su dosis mixima terapéutica (60
mag/kg) o a dosis subSptima (15 mg/kg) también resulté en
una inhibicién significativa del crecimiento del tumor
(TGI>100%, p<0,001; TGI=93%, p<0,001). La terapia de combi-
nacién de ratones vehfculos de tumores LoVo con erlotinib y
CPT-11 a sus dosis miximas terapéuticas resultdé§ en una ac-
tividad antitumoral potenciada (TGI=116%, p<0,001), con una
potenciacién de la toxicidad minima. De forma importante,
los tumores a partir de 9/9 animales mostraron regresiones,
con 7/9 PR y 2/9 CR (regresiones completas). La combinacién
del tratamiento con erlotinib (25 mg/kg) y CPT-11 (15
mg/kg) causé una actividad antitumoral significativamente
incrementada que las mostradas por cada agente en solitario
(TGI>100%, p<0,00l1). La potenciacidén de la actividad anti-
tumoral fue estadisticamente significativa en comparaci6n
con la actividad de la monoterapia subSptima de erlotinib o
de CPT-11. De esta manera, la actividad antitumoral de CPT-

11 fue potenciada por coadministracién de erlotinib en el
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modelo LoVo.

(193] En el modelo HCT116, el tratamiento de ratones
con erlotinib a 100 mg/kg y 25 mg/kg o gefitinb (Iressa®) a
150 mg/kg no proporciondé una inhibicién significativa del
crecimiento del tumor. Estos resultados se han verificado
en més de un estudio y nos han llevado a clasificar la 11-
nea del tumor HCT116 como refractaria a Tarceva® e Iressa®.
8in embargo, los ratones tratados con CPT-11 a su dosis
mixima terapéutica (60 mg/kg) o a una dosis subdptima (15
mg/kg) resulté en la inhibicién significativa del creci-
miento del tumor (TGI>100%, p=0,001, con 70% regresiones
parciales; TGI=73%, p=0,001, reespectivamente). La terapia
de combinacién de ratones vehiculos de tumores HCT11l6 con
erlotinib y CPT-11 a sus dosis méximas terapéuticas resultd
en toxicidad requiriendose una finalizacién temprana del
grupo. La combinacién de tratamiento con erlotinib (25
ma/kg) y CPT-11 (15 mg/kg) caus6 una actividad antitumoral
significativamente incrementada respecto a la mostrada por
cada uno de los agentes por separado (TGI=91%, p=0,001, con
1 regresién parcial), con una minima potenciacién de 1la
toxicidad. La actividad antitumoral potenciada fue estadis-
ticamente significativa en comparacién con la actividad de
la monoterapia subfSptima de erlotinib o CPT-11 (p= 0,010 y
p =0,001, respectivamente). De esta manera, la actividad
antitumoral de CPT-11 fue potenciada por coadministracibn
de erlotinib en el modelo HCT116.

[194] En conjunto, los datos apoyan la conclusién de

que erlotinib, especialmente a dosis subSptimas, puede po-
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tenciar la actividad antitumoral de CPT-11, sin poteﬁciar
la toxicidad, en modelos de xenoinjerto de tumor de céncer
colorrectal humano. Estoe datos apoyan la evaluacibén de er-
lotinib en el céncer colorrectal humano.

[195] Incorporacién por Referencia

[196] Todas las patentes, aplicaciones de patente
publicadas y demfs referenciae declaradas aquf son por la
presente expresamente incorporadas aqui por referencia.

[197] Equivalentes

[198] Para aquellos que son expertos en este campo
reconocerin, o seran capaces de establecer, utilizando una
o mis rutinas experimentales, muchos equivalentes para las
realizaciones eepecificas de esta invencién descritas de
forma especifica aqui. Estos equivalentes son proporciona-
dos para ser incluidos dentro del ambito de las siguientes

reivindicacionesn.

\"/b
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LO QUE SE REIVINDICA ES:

1. Una composicidén farmacéutica, en particular para
uso en céncer, que contenga un inhibidor de la quinasa del
EGFR y irinotecan, en un vehiculo farmacéuticamente acepta-
ble.

2. Una composicién farmacéutica de la reivindicacién
1, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR sea erloti-
nib.

3. La composicién farmacéutica de la reivindicacién 2,
en donde ‘€l erlotinib en la composicién esté presente como
una sal de clorhidrato.

4. La composicién farmacéutica de cualquiera de las
reivindicaciénes ' de la 1 a la 3, que adicionalmente conten-
ga otros (uno o mis) agentes anticarcindgenos.

5. Un método para 1la fabricacién de un medicamento
destinado al tratamiento de tumores o metéstasis 'tumorales,
caracterizado por la utilizacién de un inhibidor de la qui-
nasa del EGFR y irinotecan. '

6. El método de reivindicacién 5, en donde el medica-
mento es destinado a céncer.

7. El método de las reivindicacicnes 5 o 6, en donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR y el irinotecan sean
contenidos en la misma formulacién.

8. El método de las reivindicaciones 5 o 6, en donde
el inhibidor de la quinasa del EGFR e irinotecan sean con-
tenidos en diferentes formulacicnes.

9. El método de cualquiera de las reivindicaciones de

la 5 a la 8, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR'é
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irinotecan son destinados a la administracién al paciente
por la misma via.

10. E1 método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 9, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR e
irinotecan son destinados a la administracién al paciente
por diferentes vias.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones é;
la 5 a la 10, en donde el inhibidor de la quinasa del EGFR
erlotinib sea utilizado.

12. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 11, en donde erlotinib sea destinada a la admi-
nistracién al paciente por administracién parenteral o
oral.

13. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 12, en donde el irinotecan sea destinado a la ad-
ministracién al paciente por administracién parenteral. ER

I4. El método de cualquiera de las reivindicaciones de
la 5 a la 13, que adicionalmente contenga otros (uno o méis)
agentes anticarcinégenos.

15. El método de cualquiera de las de reivindicaciones
de la 5 a la 14, en donde los otros agentes anticarcindge-
nos sean seleccionados a partir de un agente algquilante,
ciclofosfamida, ¢lorambucilo, cisplatina, busulfén, melfa-
14n, carmustina, estreptozotocina, trietilenomelamina, mil -
tomicina C, un antimetabolito, metotrexato, etoposida, 6-
mercaptopurina, 6-tiocguanina, citarabina, 5-fluorouracil,
capecitabina, dacarbacina, un antibiético, actinomicina D,

doxorubicina, daunorubicina, bleomicina, mitramicina, wun

4
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alcaloide, vinblastina, paclitaxel, un glucocorticoide,
dexametasona, un corticosteroide, prednisona, inhibidores
de enzima nucleb6sidos, hidroxiurea, un enzima disminuidor
de aminodcidos, asparaginasa, leucovorina, y un derivado de
dcido fblico.

16. Un método de preparacién de una composicién farma-
céutica Gtil para tratar tumores o metdstais tumorales en
un paciente, que contenga una combinacién de irinotecan con
un inhibidor de la quinasa EGFR.

17. Un métodc de acuerdo con la reivindicacién 16, en
donde el inhibidor de la quinasa del EGFR e3 erlotinib.

18. El método de la reivindicacién 17, que ademés cori-
tengalla combinacién de un vehiculo farmacéuticamente aceﬂL
table con irinotecan y erlotinib.

19. La composicién de acuerdo con la reivindicacién 1,
que adicionalmente contenga otrose (uno o mis) agentes anti-
carcindgenos.

20. Una ‘composicién de acuerdo con la reivindicacién
19, en donde los mencionados otros agentes anticarcinégenos
sean miembros seleccionados a partir del grupo consistente
en farmacos alquilantes, antimetabolitos, inhibidores ‘-de
microtubulo,’ podofilotoxinas, antibiéticos, nitrosoureas,
terapias hormonales, inhibidores de quinasa, activadores de
la apoptoeis de células tumorales, y agentés antiangiogéni-
cos.

21. Una composicién farmacéutica, en particular para
uso en céncer, que contenga (i) una primera cantidad efec-

tiva de un inhibidor de la quinasa EGFR, o una sal farma-
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céuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda canti-
dad efectiva de irinotecan.

22. Una composicién farmacéutica, en particular para
uso en céncer, que contenga (i) una primera cantidad subte-
rapéutica de un inhibidor de la guinasa EGFR, o una sal
farmacéuticamente aceptable del mismo; y (ii) una segunda
cantidad subterapéutica de irinotecan.

23. Una composicién farmacéutica de acuerdo con la
reivindicacién 21 o 23, en donde el inhibidor de la quinasa

del EGFR es erlotinib.
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Figura 2

Volumen medio del tumor (mm3)
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Figura 4 Experimento de Eficacla 531
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Figura 6 Resumen de Toxicidad del Experimento 525
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Tumores Tratados Representativos del Estudlo 531

Figura §
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Figura 7 Resumen de Eficacia del Experimento 525
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Figura8 Resumen de Toxicidad del Experimento 531
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Figura 9 Resumen de Eficacia del Experimento 531
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté,
2020

Doctor (a)

LLOREDA RICAURTE ALICIA
Apoderado{a) y/o Representante de
F HOFFMANN LA ROCHE AG

REFERENCIA Radicacidn No. 06 139590
Bolicitud internaciocnal PCT/EP2005/005639
Fecha inicio fase nacional 03/01/2007

Trémite 11

Evento 379
Actuacién 430

Oficlo No. S Uue-1940

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidn 486 de la ComieiSn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Buperintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La psolicitud no contiens la copia del documento en que consta la ceslfm del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Axt. 26-k)
Decislén 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisifmn 486, se le
requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del premsente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso da no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conslderari abandonada y perderi su prelacifn.

Notifiquese el presente
a), del capitulo

io conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
1 titulo primero de la Circular Unica Ho.10 de 2001.

/

El anterior requerimiento fue notificado por fijacién en 1lista de



