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DESCRIPCION
Inhibidor selectivo del EGFR mutante en el exén 18 y/o en el exén 21
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un agente antitumoral contra canceres, que comprende un receptor del factor de
crecimiento epidérmico mutante en el exén 18 y/o en el ex6n 21 (en lo sucesivo en el presente documento, también
denominado "EGFR").

Antecedentes técnicos

EGFR es una tirosina quinasa de tipo receptor, ejerce su funcion fisioldgica en el tejido normal al unirse al factor de
crecimiento epidérmico (en lo sucesivo en el presente documento, también denominado EGF), que es un ligando, y
contribuye al crecimiento y a la inhibicién de la apoptosis en los tejidos epiteliales (NPL 1). Ademas, la mutacién
somatica del gen EGFR se conoce como un gen causante del cancer; por ejemplo, EGFR en el que se eliminan los
codones 746 a 750 en el ex6n 19 (en lo sucesivo en el presente documento, también denominado "mutacién por
eliminacién en el exén 19") y EGFR en el que la leucina codificada por el codén 858 en el exén 21 esta mutada a
arginina (en lo sucesivo en el presente documento, también denominada la "mutacién L858R") induce constantemente
la actividad de la quinasa independiente de EGF y contribuye al crecimiento y a la supervivencia de las células
cancerosas (NPL 2). Estas mutaciones se observan, por ejemplo, entre el 30 y el 50 % de los canceres de pulmdn no
microcitico en el este de Asia. Las mutaciones también se observan en aproximadamente el 10 % del céncer de
pulmén no microcitico en Europa y en los Estados Unidos, y se consideran una de las causas del cancer (NPL 3).

Por lo tanto, se han llevado a cabo activamente investigaciones y el desarrollo del inhibidor de EGFR como agente
antitumoral, y se han introducido en el tratamiento de varios canceres de pulmén positivos a la mutacién de EGFR
(NPL 2 y NPL 4). Gefitinib, erlotinib y afatinib se han utilizado como agente terapéutico contra canceres de pulmén
positivos para EGFR mutante por eliminacién del exén 19 y mutante de L858R. La mutacién por eliminacién del exén
19 y la mutacién L858R representan el 90 % de la mutaciéon del EGFR. Ademas, se conoce la aparicién de resistencia
adquirida en el proceso del tratamiento con estos agentes, y el 50 % de los mismos es causado por EGFR con
mutacion de resistencia en el que el codén 790 del exén 20 se cambia de treonina a metionina (en lo sucesivo en el
presente documento, también denominado "mutacién T790M"). Para tratar los canceres de pulmén que tienen esta
mutacidn, se ha utilizado osimertinib como agente terapéutico. Por lo tanto, los tratamientos que usan inhibidores de
EGFR estén en proceso de establecerse para pacientes con cancer de pulmdn que tienen mutaciones importantes de
EGFR.

Por otra parte, en la actualidad, no se han establecido tratamientos que usen inhibidores de EGFR con respecto a
algunas mutaciones raras de EGFR, tales como mutacién puntual o mutacién por eliminacién del exén 18, mutacién
puntual del exén 21 o similares; y hay informes de que la sensibilidad a los farmacos de estos EGFR mutantes varia
en funcién del tipo de mutacién (NPL 4). Por ejemplo, la sensibilidad del cdncer de pulmén que tiene una mutacién
puntual en la que la glicina codificada por el codén 719 del exdn 18 se sustituye con un aminoacido arbitrario (en lo
sucesivo en el presente documento, también denominada "mutacién G719X") o el cancer de pulmén en el que la
leucina codificada por el codén 861 del exdn 21 se sustituye con glutamina (en lo sucesivo en el presente documento,
también denominada "mutacidén L861Q") con respecto a gefitinib, erlotinib y afatinib es inferior a las de la mutacién por
eliminacién del exén 19 y la mutacién L858R, que son mutaciones sensibles a los farmacos. Ademas, hay informes
de trastornos de la piel y de trastornos del tracto digestivo como efectos secundarios comunes mediante la
administraciéon de dosis terapéuticas de afatinib, gefitinib, y erlotinib. Se cree ampliamente que estos efectos
secundarios son atribuibles a la inhibicién de la funcién del EGFR de tipo silvestre expresado en tejidos normales,
como la piel o el tracto digestivo, por el agente terapéutico (NPL 1); se ha deseado el desarrollo de un inhibidor
caracterizado por una menor actividad inhibitoria con respecto al EGFR de tipo silvestre de los tejidos normales, en
comparacién con el EGFR mutante expresado en los tejidos tumorales, en vista de la reduccién de los efectos
secundarios.

Por lo tanto, se espera que el desarrollo de un farmaco que tenga una alta actividad inhibidora con respecto al EGFR
mutante en el exén 18 y en el ex6n 21, asi como una alta selectividad con respecto al EGFR mutante en comparacion
con el EGFR de tipo silvestre, permita la inhibicion del crecimiento de células de cancer de pulmén que tienen EGFR
mutante con una dosis inferior a la dosis que causa los efectos secundarios en la piel o en el tracto digestivo, lo que
contribuye a la prolongacién de la vida o al aumento de la calidad de vida de los pacientes con canceres positivos a
EGFR mutante para los cuales no se han establecido métodos de tratamiento. Ademas, se espera que un farmaco
que tiene una alta actividad inhibidora con respecto a T790M, que es una mutacién de resistencia adquirida contra los
tratamientos que usan inhibidores de EGFR, reduzca la frecuencia de expresién de la resistencia adquirida durante
los tratamientos que usan inhibidores de EGFR contra el EGFR mutante en el ex6n 18 o en el exén 21, que es mutacién
de novo; y, por lo tanto, se espera que contribuya a la prolongacion de la vida de los pacientes con cancer.

El documento WO 2015/025936 A1 describe un compuesto que tiene una actividad inhibidora de EGFR y también un
efecto inhibidor de la proliferacion celular, asi como un medicamento que tiene una actividad inhibidora de EGFR.
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Cancer Science, Vol. 107, pags. 1179-1186 (2016) describe mutaciones del receptor del factor de crecimiento
epidérmico en el cdncer de pulmén y perspectivas para una estrategia individualizada de tratamiento. Lancet Oncol.
Vol. 16, pags. 830-838 (2012) describe la actividad clinica de afatinib en pacientes con cancer de pulmdn no microcitico
avanzado que alberga mutaciones poco comunes de EGFR.
Internet<URL:https:/www.haigan.gr.jp/uploads/files/photos/1329.pdf>(2016) (consultado el 18 de octubre de 2018)
describe directrices de examen sobre la mutacién del gen de EGFR en pacientes con céncer de pulmén.
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Sumario de la invencién
Problema técnico

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un agente antitumoral que no provoque la inhibicién del EGFR de
tipo silvestre y, por lo tanto, cause efectos secundarios mas pequefios, sirviendo como un inhibidor que puede
garantizar una alta selectividad con respecto al EGFR mutante en el exén 18 y/o en el exén 21 para lo cual los efectos
terapéuticos de los inhibidores de EGFR previamente conocidos son insuficientes.

Solucién al problema

Los inventores de la presente invencién realizaron una investigaciéon exhaustiva y descubrieron que el EGFR mutante
en el exén 18 y/o en el exbn 21 es una diana apropiada en el tratamiento del cancer, y que los inhibidores de EGFR
utilizados convencionalmente para los tratamientos tienen una selectividad inferior entre el EGFR mutante en el exén
18 y/o en el ex6n 21. Ademas, los inventores también confirmaron que el compuesto de la presente invencion ejerce
una selectividad superior y efectos inhibidores del crecimiento tumoral con respecto al EGFR mutante en el exén 18
y/o en el ex6n 21. Con este hallazgo, los inventores lograron la presente invencién.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-
dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma para su uso en el tratamiento de un paciente con
un tumor maligno que expresa EGFR que tiene al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en una
mutacién G719X del exén 18, una mutacién E709X del ex6n 18 y una mutacién L861X del ex6n 21, en donde X
representa un residuo de aminodacido arbitrario.

En una primera realizacién del primer aspecto, la presente invencidén proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-
il)-8,9-dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para su uso como se reivindica, en donde
la mutacién del ex6n 18 es al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en G719A, G719S, G719C,
E709K y E709A.

En una segunda realizacién del primer aspecto, la presente invencién proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-
3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para su uso como se reivindica, en donde
la mutacién del exén 21 es L861Q.

En una tercera realizacion del primer aspecto, la presente invencién proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-
il)-8,9-dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para su uso como se reivindica, en donde
el EGFR tiene ademds una mutacién T790M.

En una cuarta realizacidén del primer aspecto, la presente invencién proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-
il)-8,9-dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para su uso como se reivindica, en donde
S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il )acrilamida o una sal de la misma esta en
la forma de una composicién farmacéutica.
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En un segundo aspecto, la presente invencidén proporciona un método para predecir los efectos terapéuticos de la
quimioterapia usando un agente antitumoral que comprende, como principio activo, (S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-
3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma en un paciente con un tumor maligno,
comprendiendo el método las etapas (1) y (2) siguientes:

(1) una etapa para detectar la presencia o ausencia de mutaciéon del gen de EGFR contenido en una muestra
biol6gica obtenida del paciente; y

(2) una etapa para predecir que es muy probable que la quimioterapia presente suficientes efectos terapéuticos
con respecto al paciente cuando los resultados de la deteccién en la etapa (1) encontraron que el gen de EGFR
tiene al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en una mutacién G719X del exén 18, una
mutacién E709X del exén 18 y una mutacidén L861X del exdn 21, en donde X representa un residuo de aminoéacido
arbitrario.

En una primera realizacidén del segundo aspecto, la presente invencién proporciona el método como se reivindica, en
donde la mutacién del exén 18 es al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en G719A, G719S,
G719C, E709K y E709A.

En una segunda realizacién del segundo aspecto, la presente invencién proporciona el método como se reivindica, en
donde la mutacién del exén 21 es L861Q.

En una tercera realizacién del segundo aspecto, la presente invencién proporciona el método como se reivindica, en
donde el EGFR tiene ademas una mutacién T790M.

En una cuarta realizacién del segundo aspecto, la presente invencién proporciona S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-
3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para su uso como se reivindica, en donde
el paciente se ha sometido a la prediccién segln se reivindica.

Efectos ventajosos de la invencién

El agente antitumoral de la presente invencion ejerce una alta selectividad con respecto al EGFR mutante en el exén
18 y/o en el exén 21. Por lo tanto, el agente antitumoral para su uso en la presente invencidén es Util en vista de
proporcionar un agente antitumoral que ejerce efectos terapéuticos superiores para un paciente con un tumor maligno
que expresa EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21, para lo cual los efectos terapéuticos de
los inhibidores de EGFR previamente conocidos son insuficientes.

La presente invencién también es Gtil en términos de proporcionar un método para tratar un paciente con un tumor
maligno que expresa EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21.

Los inhibidores de EGFR previamente conocidos tienen baja selectividad con respecto al EGFR mutante en el exén
18 y en el ex6n 21, en comparacidn con el EGFR de tipo silvestre; por lo tanto, la diferencia entre la dosificacién para
garantizar los efectos antitumorales y la dosificacién que causa los efectos secundarios (trastornos de la piel,
trastornos del tracto digestivo, etc.) derivados de la inhibicién de EGFR de tipo silvestre fue pequefia. Por consiguiente,
los inhibidores de EGFR previamente conocidos tienen dificultad para ejercer suficientes efectos terapéuticos. Por el
contrario, dado que el agente antitumoral para su uso en la presente invencion tiene una alta selectividad con respecto
al EGFR mutante en el exén 18 y en el ex6n 21, es posible aumentar la dosificacién sin causar efectos secundarios
derivados de la inhibicién del EGFR de tipo silvestre. Por lo tanto, el agente antitumoral para su uso en la presente
invencién ejerce efectos terapéuticos superiores para un paciente con un tumor maligno que expresa EGFR que tiene
una mutacién en el exén 18 y/o en el exén 21.

Por afladidura, el agente antitumoral para su uso en la presente invencién presenté una alta actividad inhibidora con
respecto al EGFR mutante en el exén 18 y en el exdn 21 en presencia de la mutacién T790M, que es una mutacion
de resistencia adquirida en la regién del exén 20. Por lo tanto, el agente antitumoral para su uso en la presente
invencién ejerce efectos terapéuticos superiores con respecto a un paciente con un tumor maligno cuya respuesta al
farmaco existente es baja debido a la mutacién de resistencia adquirida causada por el uso del agente antitumoral
existente.

Ademas, el agente antitumoral para su uso en la presente invencién también es Gtil en términos de reduccién de la
frecuencia de expresién de resistencia adquirida durante los tratamientos que usan inhibidores de EGFR contra el
EGFR mutante en el exén 18 o en el exdn 21, que es mutacidén de novo, debido a su alta actividad inhibidora contra
el EGFR mutante en el exdn 18 y en el exén 21 incluso bajo la presencia de la mutacién T790M, que es una mutacién
de resistencia adquirida en la regién del exén 20.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 ilustra el volumen tumoral (que en lo sucesivo en el presente documento se denominarg "TV" de modelos
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de ratén trasplantados por via subcutdnea con la linea celular que expresa EGFR mutante G719A para medir el
efecto antitumoral del compuesto A.

La Fig. 2 ilustra el cambio de peso corporal durante un periodo de dosificacién de compuestos de modelos de ratdn
trasplantados por via subcutanea con una linea celular que expresa EGFR mutante G719A para medir la toxicidad
del compuesto A.

La Fig. 3 ilustra el volumen tumoral de modelos de ratén trasplantados por via subcutédnea con una linea celular
que expresa EGFR mutante G719A+T790M para medir el efecto antitumoral del compuesto A.

La Fig. 4 ilustra el cambio de peso corporal durante un periodo de dosificacién de compuestos de modelos de ratdn
trasplantados por via subcutanea con una linea celular que expresa EGFR mutante G719A+T790M para medir la
toxicidad del compuesto A.

Descripcién de las realizaciones
La invencién es como se define en las reivindicaciones.

A continuacién se explican en detalle ejemplos preferibles de diversas definiciones en el alcance de la presente
invencién usadas en esta memoria descriptiva.

En esta memoria descriptiva, "EGFR" se refiere a una proteina receptora del factor de crecimiento epidérmico humano,
y también se conoce como ErbB-1 o HER1.

En esta memoria descriptiva, "EGFR de tipo silvestre" se refiere a EGFR libre de mutacién somética, que es una
proteina que comprende la secuencia de aminoécidos representada por la SEQ ID NO: 1 (NUmero de acceso a
GenBank: NP_005219.2).

En esta memoria descriptiva, "exén 18" se refiere a la regién 688-728 en la secuencia de aminoacidos de EGFR de
tipo silvestre (SEQ ID NO: 1).

En esta memoria descriptiva, "mutacién del exén 18" se refiere a la mutacién puntual en un aminoacido en la regién
del exén 18 del EGFR de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1). La mutacién del exdn 18 preferible es una mutacién puntual o
una mutacién por eliminacién con 1 sustitucion de aminoéacidos en la regién del exén 18. Mas preferentemente, la
mutacidn del exén 18 es E709X, que es una mutacién puntual en la que el acido glutdmico codificado por el coddn
709 del exén 18 esté sustituido con un aminoacido arbitrario; 0 G719X, que es una mutacién puntual en la que la
glicina codificada por el codén 719 del exdn 18 se sustituye con un aminoécido arbitrario. De manera mas especifica,
los ejemplos preferibles de E709X incluyen E709K, que es una mutacién puntual en la que el acido glutdmico
codificado por el coddn 709 en la regidén del exén 18 esta sustituido con lisina; y E709A, que es una mutacién puntual
en la que el acido glutdmico codificado por el codén 709 en la regién del exén 18 esta sustituido con alanina. Los
ejemplos preferibles de G719X incluyen G719A, que es una mutaciéon puntual en la que la glicina codificada por el
codén 719 en la regién del exdn 18 estd sustituida con alanina; G719S, que es una mutacidén puntual en la que la
glicina codificada por el coddn 719 en la regién del exdn 18 se sustituye con serina; y G719C, que es una mutacién
puntual en la que la glicina codificada por el codén 719 en la regién del exén 18 se sustituye con cisteina. Entre estos,
G719A es particularmente preferible.

En la presente invencién, "exdn 21" se refiere a la regién 824-875 en la secuencia de aminoéacidos de EGFR de tipo
silvestre (SEQ ID NO: 1).

En esta memoria descriptiva, "mutacién del exén 21" se refiere a la mutacién puntual en un aminoacido en la regién
del exén 21 del EGFR de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1). La mutacién del exén 21 preferible es una mutacién puntual
con 1 sustitucién de aminoacidos en la regién del exén 21. Mas preferentemente, la mutacién del exén 21 es L861X,
que es una mutacion puntual en la que la leucina codificada por el codén 861 en la regién del exén 21 esta sustituida
con un aminodcido arbitrario. De manera mas especifica, L861Q, que es una mutaciéon puntual en la que la leucina
codificada por el coddn 861 en la regién del exdn 21 esté sustituida con glutamina, es preferible.

En la presente invencién, "mutacidén del exén 18 y/o del exdn 21" abarca "mutacién del exén 18", "mutacién del exén
21"y "mutacién del ex6n 18 y del exén 21"

En la presente invencién, "mutacién puntual" se refiere a la mutacién que causa la sustitucién, insercién o eliminacion
de uno o mas (por ejemplo, aproximadamente 1 a 10, preferentemente aproximadamente 1 a 5, més preferentemente
aproximadamente 1, 2 o 3) residuos de aminoacidos; y puede incluir mutacién de insercién y/o de eliminacién en
marco como &cido nucleico.

"EGFR que tiene una mutacién en el exdn 18 y/o en el exdn 21" abarca "EGFR que tiene una mutacién en el exén
18", "EGFR que tiene una mutacién en el ex6n 21", y "EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y en el exén 21"
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En esta memoria descriptiva, el "EGFR que tiene una mutacién en el exén 18" se refiere a EGFR que tiene al menos
una mutacién en el exén 18. El EGFR puede tener dos 0 mas mutaciones diferentes en el exén 18, y preferentemente
tiene una sola mutacidén en el exdn 18. Ademas, el EGFR también puede tener una mutacién distinta de la mutacion
del ex6n 18 (como la mutacién de eliminacidén del exén 19, la mutaciéon L858R o la mutacién L790M).

En esta memoria descriptiva, el "EGFR que tiene una mutacidn en el exén 21" se refiere a EGFR que tiene al menos
una mutacién en el exén 21. El EGFR puede tener dos 0 mas mutaciones diferentes en el exén 21, y preferentemente
tiene una sola mutacidén en el exdn 21. Ademas, el EGFR también puede tener una mutacién distinta de la mutacion
del ex6n 21 (como la mutacién de eliminacién del exén 19, la mutaciéon L858R o la mutacién L790M).

Ademas, el EGFR que tiene una mutacion en el exdn 18 y/o en el exdn 21 puede tener ademas una mutacién T790M.
T790M es una mutacién de resistencia adquirida en la regién del exén 20. Se sabe que T790M se genera mediante el
uso de inhibidores de EGFR existentes. La adquisicion de T790M a menudo disminuye los efectos del farmaco
existente con respecto a los pacientes con un tumor maligno.

En la presente invencion, especificamente, el EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exén 21 que tiene
ademas una mutaciéon T790M es preferentemente uno de EGFR que tiene una mutaciéon E709X y/o G719X en la
region del exén 18 que tiene ademas una mutaciéon T790M y un EGFR que tiene una mutacién L861X en la regién del
exén 21 que tiene ademas una mutaciéon T790M. En la presente invencion, de manera més especifica, el EGFR que
tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21 que tiene ademas una mutacién T790M es preferentemente uno
de EGFR que tiene una mutacién E709K o E709A que tiene ademas una mutacién T790M, EGFR que tiene una
mutacién G719A, G719S o G719C que tiene ademas una mutaciéon T790M y EGFR que tiene una mutaciéon L861Q
que tiene ademas una mutacién T790M. Entre estos, EGFR que tiene una mutacién G719A que tiene ademas una
mutacién T790M y EGFR que tiene una mutacién L861Q que tiene ademas una mutacién T790M son particularmente
preferibles.

En la presente invencién, el método para detectar la mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21 del EGFR expresado
por un paciente con un tumor maligno no esta particularmente limitado en la medida en que el método sea capaz de
detectar las mutaciones, y se puede usar cualquier método de deteccién conocido.

La muestra utilizada en la deteccién de la mutacién en el exén 18 y/o en el exén 21 no esté particularmente limitada
siempre que la muestra sea una muestra biolégica aislada de un paciente con un tumor maligno, en particular, una
muestra obtenida de un paciente con un tumor maligno y contenga células tumorales malignas. Los ejemplos de
muestras bioldgicas incluyen fluidos corporales (por ejemplo, sangre, orina, etc.), tejidos, extractos de los mismos y
los cultivos de los tejidos obtenidos. El método para obtener una muestra biolégica puede seleccionarse
adecuadamente dependiendo del tipo de muestra biolégica.

La muestra biolégica se prepara mediante un tratamiento adecuado de acuerdo con el método de medicién. Ademas,
el reactivo que comprende cebador o sonda usado para la detecciébn puede prepararse mediante un método
convencional de acuerdo con el método de medicidén para el mismo.

En una realizacidn de la presente invencién, se puede realizar una etapa para detectar la presencia de mutacién en el
ex6n 18 y/o en el exén 21 de EGFR expresada por un paciente con un tumor maligno antes de la administracién de
un agente antitumoral a un paciente con un tumor maligno.

Un tumor maligno puede incluir dos o mas tipos diferentes de células tumorales malignas. Ademas, se pueden generar
dos 0 mas tumores malignos en un solo paciente. Por lo tanto, un solo paciente puede tener diferentes mutaciones en
la misma posiciéon de aminoacidos de EGFR (por ejemplo, la mutacidén en el exén 18 es la mutacién en el exén 18
G719A, G719S y G719C; mutacidn del exén 18 E709K y E709A) al mismo tiempo.

El agente antitumoral para su uso en la presente invencién segln se reivindica comprende, como principio activo, (S)-
N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida (Compuesto (A)) o una sal de la
misma. El compuesto (A) esta representado por la siguiente férmula quimica.
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El método para producir el compuesto para su uso en la presente invencién se explica a continuacion.

El compuesto A de la presente invencién puede producirse, por ejemplo, a través del método de produccidn divulgado
en el documento W02015/025936A1, los métodos descritos en los Ejemplos, y similares. No obstante, el método de
produccién del compuesto para su uso en la presente invencién no se limita a estos ejemplos de reaccién.

Cuando el Compuesto A para su uso en la presente invencién tiene isémeros tales como isémeros opticos,
estereoisémeros y tautémeros, cualquiera de los isémeros y mezclas de los mismos estan incluidos dentro del alcance
del compuesto para su uso en la presente invencién, a menos que se indique otra cosa. Por ejemplo, cuando el
Compuesto A para su uso en la presente invencién tiene isbmeros épticos, las mezclas racémicas y los isémeros
Opticos separados de una mezcla racémica también se incluyen dentro del alcance del compuesto para su uso en la
presente invencion, a menos que se indique otra cosa.

Las sales del Compuesto A se refieren a cualquier sal farmacéuticamente aceptable; los ejemplos incluyen sales de
adicién de bases y sales de adicién de acidos.

Algunos ejemplos de sales de adicién de base incluyen sales de metales alcalinos, tales como sales de sodio y sales
de potasio; sales de metales alcalinotérreos, tales como sales de calcio y sales de magnesio; sales de amonio; y sales
de aminas orgéanicas, tales como sales de trimetilamina, sales de trietilamina, sales de diciclohexilamina, sales de
etanolamina, sales de dietanolamina, sales de trietanolamina, sales de procaina y sales de N,N'-dibenciletilendiamina.

Los ejemplos de sales de adicién de acido incluyen sales de acidos inorgénicos tales como clorhidratos, sulfatos,
nitratos, fosfatos, y percloratos; sales de &cidos organicos tales como acetatos, formiatos, maleatos, fumaratos,
tartratos, citratos, ascorbatos, y ftrifluoroacetatos; y sulfonatos, tales como metanosulfonatos, isetionatos,
bencenosulfonatos y p-toluenosulfonatos.

El compuesto para su uso en la presente invencién y sales del mismo también incluyen profarmacos del mismo. Un
profarmaco se refiere a un compuesto que se puede convertir en el compuesto para su uso en la presente invencion
o una sal del mismo a través de una reaccién con una enzima, acido gastrico o similares, en condiciones fisiolégicas
in vivo, es decir, un compuesto que se puede convertir en el compuesto para su uso en la presente invencién o una
sal del mismo por oxidacién enzimatica, reduccién, hidrélisis, o similar; o un compuesto que se puede convertir en el
compuesto para su uso en la presente invencién o una sal del mismo por hidrélisis o similares con acido gastrico o
similares. Ademas, el profarmaco puede ser compuestos que pueden convertirse en el compuesto para su uso en la
presente invencién o una sal del mismo en condiciones fisioldgicas, tales como los descritos en "lyakuhin no Kaihatsu
[Development of Pharmaceuticals]', Vol. 7, Molecular Design, publicado en 1990 por Hirokawa Shoten Co., pags. 163-
198.

Descripcidén de enfermedades

Los ejemplos especificos de tumores dirigidos en la presente invencién incluyen, aunque sin limitacién particular,
cancer de cabeza y cuello, cancer gastrointestinal (cancer esofagico, cancer de estémago, cdncer duodenal, cancer
de higado, cancer biliar (por ejemplo, cancer de vesicula biliary de vias biliares), cancer pancreético, cancer colorrectal
(por ejemplo, cancer de colon y cancer rectal), etc.), cancer de pulmédn (por ejemplo, cancer de pulmén no microcitico),
cancer de pulmén no microcitico y mesotelioma), cancer de mama, cancer genital (cancer de ovario, cancer de Utero
(por ejemplo, cancer de cuello de Gtero y cancer de endometrio), etc.), cancer uroldgico (por ejemplo, cancer de rifién,
cancer de vejiga, cancer de préstata y tumor testicular), tumor hematopoyético (por ejemplo, leucemia, linfoma maligno
y mieloma mudltiple), osteosarcoma, sarcoma de tejidos blandos, cancer de piel, tumor cerebral y similares. Los
ejemplos preferibles incluyen céncer de pulmén, cancer de mama, cancer de cabeza y cuello, tumor cerebral, cancer
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de Utero, céncer de o6rganos digestivos, tumor hematopoyético o cancer de piel. El cancer de pulmén es
particularmente preferible.

Cuando se usa el Compuesto A o una sal del mismo como agente farmacéutico, se puede afiadir un vehiculo
farmacéutico, si fuese necesario, formando asi una forma farmacéutica adecuada de acuerdo con los fines de
prevencién y tratamiento. Algunos ejemplos de forma farmacéutica incluyen preparaciones orales, inyecciones,
supositorios, pomadas, parches y similares. Las preparaciones orales son las preferibles. Dichas formas farmacéuticas
pueden formarse mediante métodos convencionalmente conocidos por el experto en la materia.

En una realizacién, el agente antitumoral para su uso en la presente invencién segln se reivindica se proporciona
como una composicidn farmacéutica que comprende el Compuesto A o una sal del mismo, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Como vehiculo farmacéuticamente aceptable, pueden combinarse varios materiales portadores convencionales
organicos o inorgéanicos usados como materiales de preparacién como excipiente, aglutinante, disgregante, lubricante,
o colorante en preparaciones sélidas; o como disolvente, agente solubilizante, agente de suspensién, agente isoténico,
tampén o agente suavizante en preparaciones liquidas. Asimismo, aditivos de preparacién farmacéutica, tales como
antisépticos, antioxidantes, colorantes, edulcorantes, y estabilizantes, también se pueden usar, en caso de que sea
necesario.

Las preparaciones sélidas orales se preparan de la siguiente manera. Después de afiadir opcionalmente un excipiente
con un excipiente, aglutinante, disgregante, lubricante, colorante, agente enmascarante del sabor, o agente
aromatizante, etc., al compuesto para su uso en la presente invencién, la mezcla resultante se formula en comprimidos,
comprimidos recubiertos, granulos, polvos, capsulas o similares mediante los métodos habituales.

Como ejemplos de excipientes se incluyen lactosa, sacarosa, D-manitol, glucosa, almidén, carbonato calcico, caolin,
celulosa microcristalina y écido silicico anhidro. Como ejemplos de aglutinantes se incluyen agua, etanol, 1-propanol,
2-propanol, jarabe simple, glucosa liquida, a-almidén liquido, gelatina liquida, D-manitol, carboximetilcelulosa,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil almidén, metilcelulosa, etilcelulosa, goma laca, fosfato de calcio, polivinilpirrolidona
y similares. Como ejemplos de disgregantes se incluyen almidén deshidratado, alginato sédico, agar en polvo,
hidrogenocarbonato de sodio, carbonato calcico, laurilsulfato sédico, monoglicérido de é&cido estearico, lactosa y
similares. Como ejemplos de lubricantes se incluyen talco purificado, estearato de sodio, estearato de magnesio,
bérax, polietilenglicol y similares. Algunos ejemplos de colorantes incluyen 6xido de titanio, 6xido de hierro y similares.
Como ejemplos de agentes enmascaradores del sabor o saborizantes se incluyen sacarosa, cascara de naranja
amarga, acido citrico, acido tartarico y similares.

Cuando se prepara una preparacion liquida para la administracién oral se puede afiadir al compuesto para su uso en
la presente invencidén, un agente enmascarante del sabor, un tampdn, un estabilizante, un agente saborizante y
similares; y la mezcla resultante puede formularse en una preparacién oral liquida, jarabe, elixir, etc., de acuerdo con
un método habitual.

Cuando se prepara un agente de inyeccién, un regulador de pH, un tampén, un estabilizante, un agente isotonizante,
un anestésico local y similares, puede afiadirse al compuesto para su uso en la presente invencién; y la mezcla puede
formularse en una inyeccidén subcutanea, intramuscular o intravenosa de acuerdo con un método ordinario.

Los ejemplos del ajustador del pH y el tampén usado en el presente documento incluyen citrato de sodio, acetato de
sodio, y fosfato de sodio. Los ejemplos del estabilizante incluyen pirosulfito sédico, EDTA, é&cido tioglicdlico y acido
tiolactico. Los ejemplos del anestésico local incluyen clorhidrato de procaina y clorhidrato de lidocaina. Como ejemplos
de agente de tonicidad se incluyen cloruro sédico, glucosa, D-manitol y glicerol.

Cuando se prepara un supositorio, los vehiculos farmacéuticamente aceptables conocidos en el campo relacionado,
tales como polietilenglicol, lanolina, manteca de cacao vy triglicéridos de acidos grasos; y, segln sea necesario,
tensioactivos tales como Tween 80 (marca registrada), se pueden afiadir al Compuesto A, y la mezcla resultante se
puede formular en un supositorio de acuerdo con un método ordinario.

Cuando se prepara una pomada, una base de uso comun, estabilizante, agente humectante, conservante, y similares,
puede mezclarse con el Compuesto A, seglin sea necesario; y la mezcla obtenida se mezcla y formula en una pomada
de acuerdo con un método ordinario.

Los ejemplos de la base incluyen parafina liquida, vaselina blanca, cera de abejas blanca, alcohol octil dodecilico, y
parafina.

Los ejemplos del conservante incluyen paraoxibenzoato de metilo, paraoxibenzoato de etilo, y paraoxibenzoato de
propilo.

Cuando se prepara un parche, la pomada, crema, gel, pasta o similares anteriormente descritos, pueden aplicarse a
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un sustrato ordinario de acuerdo con un método ordinario.

Los ejemplos de sustratos incluyen telas tejidas o telas no tejidas que comprenden algodén, fibras cortadas, o fibras
quimicas; y peliculas y planchas de espuma de cloruro de vinilo blando, polietileno, poliuretano, etc., también pueden
usarse.

La cantidad del Compuesto A que debe incorporarse en cada una de dichas formas farmacéuticas depende del estado
del paciente al que se administre el compuesto, la forma farmacéutica del mismo, etc. En general, en el caso de un
agente oral, la cantidad del compuesto es preferentemente de 0,05 a 1000 mg por forma farmacéutica unitaria. En el
caso de una inyeccién, la cantidad del compuesto es preferentemente de 0,01 a 500 mg por forma farmacéutica
unitaria; y en el caso de un supositorio, la cantidad del compuesto es preferentemente de 1 a 1000 mg por forma
farmacéutica unitaria.

Ademas, la dosis diaria de la medicina de dicha forma farmacéutica depende de la afeccién, peso corporal, edad,
sexo, etc., del paciente, y no puede generalizarse ni limitarse. Por lo general, la dosis diaria para un adulto (peso
corporal: 50 kg) de Compuesto A puede ser generalmente de 0,05 a 5000 mg, y preferentemente de 0,1 a 1000 mg; y
preferentemente se administra en una dosis, o en dos a tres dosis divididas, al dia.

También se describe un método para tratar a un paciente con un tumor maligno, que comprende la etapa para
administrar el Compuesto A o una sal del mismo a un paciente con un tumor maligno que expresa EGFR que tiene
una mutacién en el exén 18 y/o en el exén 21.

También se describe el Compuesto A o una sal del mismo para tratar a un paciente con un tumor maligno que expresa
EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21.

También se describe el uso del Compuesto A o una sal del mismo para tratar a un paciente con un tumor maligno que
expresa EGFR que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exén 21.

También se describe el uso del Compuesto A o una sal del mismo para la produccidén de un agente farmacéutico para
tratar a un paciente con un tumor maligno que expresa EGFR que tiene una mutacién en el exdn 18 y/o en el exén 21.

También se describe una composicién farmacéutica para tratar a un paciente con un tumor maligno que expresa EGFR
que tiene una mutacién en el exén 18 y/o en el exdn 21, comprendiendo la composicién farmacéutica el Compuesto
A o una sal del mismo, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

También se describe un método para predecir los efectos terapéuticos de la quimioterapia usando un agente
antitumoral que comprende, como principio activo, el Compuesto A o una sal del mismo en un paciente con un tumor
maligno, comprendiendo el método las etapas (1) y (2) siguientes:

(1) una etapa para detectar la presencia o ausencia de mutaciéon del gen de EGFR contenido en una muestra
biol6gica obtenida del paciente; y

(2) una etapa para predecir que es muy probable que la quimioterapia presente suficientes efectos terapéuticos
para el paciente cuando los resultados de la deteccién en la etapa (1) encontraron que el gen de EGFR tiene una
mutacidn en el exén 18 y/o en el exdn 21.

También se describe un método para tratar a un paciente con un tumor maligno, que comprende las etapas (1) a (3)
siguientes:

(1) una etapa para detectar la presencia o ausencia de mutaciéon del gen de EGFR contenido en una muestra
biol6gica obtenida del paciente; y

(2) una etapa para predecir que la quimioterapia utilizando un agente antitumoral que comprende, como principio
activo, (S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-b]indolizin-8-il)acrilamida o una sal de la
misma es muy probable que presente suficientes efectos terapéuticos con respecto al paciente cuando los
resultados de la deteccién en la etapa (1) encontraron que el gen de EGFR tiene una mutacién en el ex4n 18 y/o
en el exén 21;y

(3) una etapa para administrar (S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-
il)acrilamida o una sal de la misma a un paciente con un tumor maligno que se predijo que era altamente probable
que respondiera suficientemente a la quimioterapia usando un agente antitumoral que comprende, como principio
activo, (S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-b]indolizin-8-il)acrilamida o una sal de la
misma, en la etapa (2).

La secuencia de bases del gen de EGFR es publicamente conocida. El niUmero de acceso a GenBank de la secuencia
de bases del ADNc es NM_005228.4.

Los "efectos terapéuticos" pueden evaluarse mediante los efectos de reduccién del tumor, los efectos supresores de
recaidas, los efectos de prolongacién de la vida y similares. Los efectos supresores de la recaida pueden mostrarse
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como el grado de extension del periodo sin recaida o el grado de mejora en la tasa de recaida; y los efectos de
prolongacién de la vida pueden mostrarse como el grado del tiempo de supervivencia completo o el grado de extension
de la mediana de supervivencia libre de progresion, o similares. Los "efectos terapéuticos suficientes" de la
quimioterapia usando un agente antitumoral que comprende, como principio activo, el Compuesto A o una sal del
mismo significa, por ejemplo, que se obtienen efectos terapéuticos superiores mediante la administracién del agente
antitumoral que comprende, como principio activo, el Compuesto A o una sal del mismo, tal como la extensién del
tiempo de supervivencia, la supresién de recaida y similares, en comparacién con la no administracién.

Ejemplos

A continuacion, se describe la presente invencién con mas detalle con referencia a los siguientes Ejemplos de prueba.
No obstante, la presente invencién no se limita a estos Ejemplos (Ejemplos de prueba).

Ejemplo de prueba 1: Prueba de eficacia del farmaco in vitro

Resultados de la evaluacién de la fosforilacién intracelular en el sistema de expresién forzada de EGFR mutante
utilizando células HEK293 (actividad inhibidora)

La actividad inhibidora diana intracelular de los compuestos se evalubé en base a lo siguiente como un indice:
fosforilacién intracelular del EGFR en un sistema de expresién forzada de EGFR mutante usando células HEK293
Jump-In (marca registrada) Grip (marca registrada) (Thermo Fisher Scientific Inc.) (en lo sucesivo en el presente
documento denominadas como "células HEK293".

Las células HEK293 se mantuvieron en D-MEM con GlutaMAX (marca registrada)-l (contenido alto de glucosa)
(Thermo Fisher Scientific Inc.) que contenia FBS dializado al 10 % y penicilina 100 U/ml de penicilina/100 ug/ml de
estreptomicina (Thermo Fisher Scientific Inc.); y un vector pJTI™ R4 DEST CMV pA al que se codificé un gen de EGFR
humano (G719A, G719S, G719C, E709K, E709A, L861Q, G719A+T790M, o L861Q+T790M; el simbolo "+" indica que
ambas mutaciones estan codificadas) se introdujo en las células HEK293, junto con Opti-MEM (marca registrada) |
(Thermo Fisher Scientific Inc.), utilizando un reactivo de transfeccién ViaFect (marca registrada) (Promega
Corporation).

Las células HEK293 que expresan EGFR humano mutante se sembraron en cada pocillo de una microplaca de fondo
plano de 384 pocillos, de modo que el recuento celular por pocillo fue de 10.000, y se incubaron en una incubadora
que contenia gas COz al 5 % a 37 °C durante 1 dia. El Compuesto A, erlotinib, afatinib y osimertinib (erlotinib, afatinib
y osimertinib pueden denominarse cada uno en lo sucesivo en el presente documento como un "compuesto
comparativo") se disolvieron individualmente en DMSO y se diluyeron con DMSO o el medio utilizado para suspender
las células. Luego, las soluciones se afiadieron individualmente a cada pocillo de la placa de cultivo de las células, y
las células se incubaron en una incubadora que contenia gas CO» al 5 % a 37 °C durante 6 horas. Después de la
incubacion, las células se inmovilizaron usando formalina tamponada neutra al 20 % (Wako Pure Chemical Industries,
Ltd.) y se bloquearon con un tampén de bloqueo Odyssey (marca registrada) (PBS) (M&S TechnoSystems Inc.).
Luego, las células se hicieron reaccionar con un anticuerpo primario (Anticuerpo monoclonal del EGFR (R19/48MIX)
#AHRS5062) (Thermo Fisher Scientific Inc.) que se diluyé con un tampén de bloqueo Odyssey (marca registrada) (PBS)
a 1/200 y un Anticuerpo del receptor fosfo-EGFR (Tyr1068) #2234L (CST)), seguido de someter las células a
permeacidén a 4 °C durante la noche. Al dia siguiente, las células se hicieron reaccionar con un anticuerpo secundario
(IRDye 800CW Goat aRabbit #926-32211 e IRDye 680RD Goat aMouse #926-68070 (M&S TechnoSystems Inc.))
diluido con un tampén de bloqueo (PBS) Odyssey (marca registrada) a 1/800, y sometido a permeacion a temperatura
ambiente durante 1 hora. La intensidad de fluorescencia (que puede denominarse en lo sucesivo en el presente
documento como "FI") se detectd con un sistema de imagenes infrarrojas Odyssey (L-COR Bioscience) a una longitud
de onda de fluorescencia de 800 nmy 700 nm.

El valor obtenido deduciendo la Fl de un pocillo sin las células de la Fl detectado a una longitud de onda de
fluorescencia de 800 nm o 700 nm se denomina FI (800, EGFR)-Blanco (para 800 nm) y Fl (700, p-EGFR)-Blanco
(para 700 nm). Se determin6 que el valor obtenido dividiendo FI (700, p-EGFR)-Blanco de cada pocillo por Fl (800,
EGFR)-Blanco era Fl (p-EGFR/EGFR). La tasa de inhibicibn de EGFR fosforilado se calculd usando la siguiente
férmula para determinar la concentracién de los compuestos de prueba en los que el EGFR fosforilado se inhibié en
un 50 % (Clsg (MM)). La Tabla 1 ilustra los resultados.

Tasa inhibidora del EGFR fosforilado (%) = T/C x 100

T: FI (p-EGFR/EGFR) de un pocillo al que se afiadié un compuesto de prueba.
C: FI (p-EGFR/EGFR) de un pocillo al que no se afiadié un compuesto de prueba.

Como resulta evidente de la Tabla 1, el compuesto A presentd una alta actividad inhibidora contra la fosforilacién
intracelular de EGFR mutante en el exén 18 o en el exén 21; y la actividad fue mayor que la de erlotinib u osimertinib,
y fue equivalente a la de afatinib. La actividad inhibidora del compuesto A contra EGFR mutante en el ex6n 18 o en el
exén 21 fue mayor que la de afatinib en presencia de la mutacién T790M, que es una mutacion resistente adquirida.
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Tabla 1
Compuesto A | Osimertinib | Afatinib | Erlotinib

G719A 20,5 237,0 20,0 >1000
G719S 22,7 251,9 16,9 539,7
G719C 9,3 102,0 15,3 98,3
E709K 86,0 424 2 14,0 451,4
E709A 103,5 548,9 19,2 478,1
L8B61Q 40,5 143,1 24,7 608,1
G719A+ T790M | 31,3 1321 110,2 >1000
L861Q+ T790M | 81,8 132,4 177,86 >1000

Ejemplo de prueba 2

Evaluacién del efecto inhibidor del crecimiento celular frente a la linea celular que expresa EGFR de tipo silvestre y
EGFR mutante (in vitro)

La actividad inhibidora de los compuestos contra EGFR de tipo silvestre y EGFR mutante se evalud usando células
Ba/F3, que son la linea celular precursora de linfocitos B de ratén en la que se introdujo un gen de EGFR humano.
Las células Ba/F3 se mantuvieron en un medio RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific Inc.) que contenia suero bovino
fetal (FBS) al 10 %, 100 U/ml de penicilina/100 pug/ml de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific Inc.), y 1 ng/ml de
interleucina-3 de ratén (mlL-3) (CST). Se codificé un vector PB-CMV-MCS-EF1-GFP+Puro o PB-CMV-MCS-EF1-
RFP+Puro en el que se introdujo un gen de EGFR humano (tipo silvestre (WT), G/719A o L861Q) en las células, junto
con un vector de expresion de Transposasa Super PiggyBac, por electroporacién usando un Kit V Amaxa (marca
registrada) Cell Line Nucleofector (marca registrada), seguido de seleccién usando puromicina (SIGMA). Las células
Ba/F3 que expresan EGFR de tipo silvestre (que pueden denominarse en lo sucesivo en el presente documento como
"Ba/F3-EGFR_WT") presentaron un crecimiento independiente de mIL-3 en presencia de 50 ng/ml de EGF (R&D
Systems); y las células Ba/F3 que expresan EGFR mutante activo en el ex6n 18 o en el exén 21 (que en lo sucesivo
en el presente documento se denominaran "Ba/F3-EGFR G719A", y "Ba/F3-EGFR L861Q") presentaron un
crecimiento independiente de mlIL-3 en ausencia de EGF.

Para evaluar un efecto inhibidor del crecimiento celular, se suspendieron células Ba/F3-EGFR_WT en un medio RPMI-
1640 que contenia FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina y 50 ng/ml de EGF; y la
suspensién celular se sembré en cada pocillo de una microplaca de fondo plano de 96 pocillos, de modo que el
recuento celular por pocillo fue de 30.000. Las células Ba/F3-EGFR G719Ay las células Ba/F3-EGFR L861Q fueron
suspendidas en los respectivos medios RPMI-1640 que contienen FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina; y las suspensiones celulares se sembraron de manera individual en cada pocillo de una microplaca
de fondo plano de 96 pocillos, de modo que el recuento celular por pocillo fue de 15.000. Seguidamente, el compuesto
A, gefitinib, erlotinib, afatinib y osimertinib (gefitinib, erlotinib, afatinib y osimertinib pueden denominarse cada uno en
lo sucesivo en el presente documento como un "compuesto comparativo") se disolvieron individualmente en DMSO y
se diluyeron con DMSO o el medio utilizado para suspender las células. Luego, las soluciones se afiadieron a cada
pocillo de la placa de cultivo de las células, y las células se incubaron en una incubadora que contenia gas CO» al 5 %
a 37 °C durante 3 dias. El recuento celular después de la incubaciéon se midié mediante un ensayo de viabilidad celular
luminiscente CellTiter-Glo (marca registrada) (Promega Corporation) de acuerdo con el protocolo recomendado por el
fabricante. La tasa inhibidora del crecimiento se calculé utilizando la siguiente férmula para determinar la concentracién
de cada compuesto de prueba para una inhibicién del 50 % (Clso (MM)).

Tasa inhibidora del crecimiento (%) = T/C x 100

T: la intensidad de luminiscencia de un pocillo al que se afiadié un compuesto de prueba.
C: la intensidad de luminiscencia de un pocillo al que no se afiadié un compuesto de prueba.

La relacién Clsg entre EGFR de tipo silvestre y EGFR mutante G719A, o entre EGFR de tipo silvestre y EGFR mutante
L861Q se determind usando la siguiente férmula. La Tabla 2 ilustra los resultados.

Relacién Clso = [Cso (WT)/Clso (G719A 0 L861Q)

Como resulta evidente de la Tabla 2, el compuesto A presentdé una actividad inhibidora selectiva contra la mutacién
G719Ay la mutacién L861Q.
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Tabla 2
Clso (nM) Relacién Clsg
WT G719A | L861Q | WT/G719A | WT/L861Q
Compuesto A | 597,3 | 9,0 19,0 66,4 31,4
Osimertinib 378,7 | 209,0 | 47,0 1.8 8,1
Afatinib 17,7 | 3,3 2,3 53 7,6
Erlotinib 778,3 | 336,3 | 3530 |23 2,2

Ejemplo de prueba 3: Prueba de eficacia del farmaco in vivo

Evaluacién del efecto antitumoral en el modelo de ratén trasplantado por via subcutanea con una linea celular que
expresa EGFR mutante G719A

La evaluacién en modelos de ratén trasplantados por via subcutanea con una linea celular que expresa EGFR mutante
G719A se realizd usando células NIH-3T3, que son lineas celulares de fibroblastos de ratén en las que se introdujo
un gen de EGFR humano. Las células NIH-3T3 se mantuvieron en un medio D-MEM (alto contenido de glucosa) (Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.) que contenia suero de ternera recién nacida (NBCS) al 10 %, 1.500 mg/l de
hidrogenocarbonato de sodio y 100 U/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific Inc.); y
se introdujo en las células un vector PB-CMV-MCS-EF1-RFP+Puro en el que se codificd un gen de EGFR humano
(G719A), junto con un vector de expresion de Transposasa Super PiggyBac, por electroporacién usando un Kit R
Amaxa (marca registrada) Cell Line Nucleofector (marca registrada), seguido de seleccién usando puromicina
(SIGMA). Las células NIH-3T3 que expresan EGFR mutante en el exén 18 (que pueden denominarse en lo sucesivo
en el presente documento "NIH3T3-EGFR G719A") presentaron un crecimiento en ausencia de EGF en condiciones
de NBCS al 1 %.

En la evaluacién usando modelos de raton trasplantados por via subcutédnea con la linea celular que expresa EGFR
mutante G719A, los ratones desnudos fueron trasplantados por via subcutanea con células NIH3T3-EGFR G719A en
las que se introdujo un EGFR humano mutante. En el punto en que el volumen tumoral del tumor injertado en los
ratones crecié hasta aproximadamente 100 a 200 mm?, los ratones se asignaron en grupos, 5 o 6 ratones para cada
grupo, mediante aleatorizacion estratificada de modo que el volumen tumoral promedio entre los grupos fue uniforme.
Luego se administré a los ratones por via oral el compuesto A, afatinib u osimertinib una vez al dia durante 14 dias
consecutivos.

La dosis de afatinib fue de 20 mg/kg/dia, que es la dosis méxima tolerada (la dosis méaxima a la que la pérdida de peso
durante un periodo de dosificacion es inferior al 20 %), durante 14 dias, el periodo de dosificaciéon de esta prueba. La
dosis de osimertinib fue de 25 mg/kg/dia, que es una dosis clinicamente eficaz. Para el compuesto A, se establecieron
tres tipos de dosis: 200 mg/kg/dia (dosis maxima tolerada), 100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia. La dosis méaxima tolerada
se determiné de acuerdo con las "Directrices sobre propuestas de neoplasia experimental en ratones y ratas" del
Instituto Nacional del Cancer (NCI), desde una perspectiva humanitaria.

Para comparar los cambios en el crecimiento del tumor a lo largo del tiempo debido a la administraciéon de los
compuestos de prueba individuales, el volumen tumoral (que en lo sucesivo en el presente documento se denominara
"TV" se utilizé como indice. Para un indice de toxicidad, el peso corporal se midid con el tiempo, y el cambio de peso
corporal (que en lo sucesivo en el presente documento se denominara "BWC (%)") a partir del dia en que los ratones
se dividieron en grupos se calcul6 de acuerdo con siguiente férmula.

BWC (%) = (el peso corporal medido el dia de la medicion del peso corporal)/(el peso corporal en el dia en que los
ratones se dividieron en grupos)

Cuando la diferencia en el TV promedio entre el grupo control y el grupo al que se le ha administrado un compuesto
de prueba en el dia de evaluacién final fue estadisticamente significativa (prueba de Dunnett, p<0,05), y el valor del
tratamiento/control (T/C) se calcul6é usando la siguiente férmula era inferior a 100, se determiné que el compuesto de
prueba era eficaz. Tal caso se indica mediante el simbolo "' en las figuras.

T/C (%) = (el TV promedio del grupo al que se le ha administrado un compuesto de prueba)/(el TV promedio del
grupo de control) x 100

Como se desprende claramente de los resultados ilustrados en la Fig. 1, el compuesto A para su uso en la presente
invencién presenté un notable efecto antitumoral sobre la linea celular que expresa EGFR mutante G719Atrasplantada
subcutaneamente en ratones desnudos, acompafiada de regresién tumoral. El efecto también fue mayor que el de
afatinib u osimertinib. Los ratones no mostraron sintomas, tales como pérdida de peso grave, como se ilustra en la
Fig. 2, heces anormales o piel anormal.
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Ejemplo de prueba 4: Prueba de eficacia del farmaco in vitro

Evaluacién del efecto inhibidor del crecimiento celular en la linea celular gue expresa EGFR mutante T790M (in vitro)

La actividad inhibidora del compuesto en EGFR mutante T790M se evalué usando células Ba/F3, que son la linea
celular precursora de linfocitos B de ratén en la que se introdujo un gen de EGFR humano. Las células Ba/F3 se
mantuvieron en un medio RPMI-1640 (Thermo Fisher Scientific Inc.) que contenia suero bovino fetal (FBS) al 10 %,
100 U/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific Inc.), y 1 ng/ml de interleucina-3 de ratén
(mIL-3) (CST); y se codificd un vector PB-CMV-MCS-EF1-GFP+Puro o un vector PB-CMV-MCS-EF1-RFP+Puro en el
que un gen de EGFR humano (tipo silvestre (WT), G719A+T790M, o L861Q+T790M) se introdujo en las células, junto
con un vector de expresion de Transposasa Super PiggyBac, por electroporacién usando un Kit V Amaxa (marca
registrada) Cell Line Nucleofector (marca registrada), seguido de seleccién usando puromicina (SIGMA). Las células
Ba/F3 que expresan EGFR mutante G719A+T790M o EGFR mutante L861Q+T790M (que en lo sucesivo en el
presente documento se denominaran "Ba/F3-EGFR G719A+T790M", y "Ba/F3-EGFR L861Q+T790M") presentaron
un crecimiento independiente de mIL-3 en ausencia de EGF.

Para evaluar un efecto inhibidor del crecimiento celular, las células Ba/ F3-EGFR G719A+T790M vy las células Ba/ F3-
EGFR L861Q+T790M fueron suspendidas en un medio RPMI-1640 que contiene FBS al 10 %, 100 U/ml de penicilina
y 100 pg/ml de estreptomicina; y las suspensiones celulares se sembraron de manera individual en cada pocillo de
una microplaca de fondo plano de 96 pocillos, de modo que el recuento celular por pocillo fue de 15.000.
Seguidamente, el compuesto A, gefitinib, erlotinib, afatinib y osimertinib (gefitinib, erlotinib, afatinib y osimertinib
pueden denominarse cada uno en lo sucesivo en el presente documento como un "compuesto comparativo”) se
disolvieron individualmente en DMSO y se diluyeron con DMSO o el medio utilizado para suspender las células. Estas
soluciones se afiadieron luego a cada pocillo de la placa de cultivo de las células, y se incubaron en una incubadora
que contenia gas CO» al 5 % a 37 °C durante 3 dias. El recuento celular después de la incubacién se midié usando
un ensayo de viabilidad celular luminiscente CellTiter-Glo (marca registrada) (Promega Corporation), de acuerdo con
el protocolo recomendado por el fabricante. La tasa inhibidora del crecimiento se calculé utilizando la siguiente formula
para determinar la concentracion de cada compuesto de prueba para una inhibicién del 50 % (Clsg (HM)).

Tasa de inhibicién del crecimiento (%) = T/C x 100

T: la intensidad de luminiscencia de un pocillo al que se afiadié un compuesto de prueba.
C: la intensidad de luminiscencia de un pocillo al que no se afiadié el compuesto de prueba.

De manera adicional, la relacién Clso entre EGFR de tipo silvestre y EGFR mutante G719A+T790M, o entre EGFR de
tipo silvestre y EGFR mutante L861Q+T790M se calculé usando la siguiente férmula. La Tabla 3 ilustra los resultados.

Relacion Clsp = Clsg (WT)/Clso (G719A+ T790M o L861Q+T790M)

Como resulta evidente de la Tabla 3, el compuesto A presentdé una actividad inhibidora selectiva contra la mutacién
G719A+T790M y la mutacién L861Q+T790M.

Tabla 3
Clso (nM) Relacién Clsg
G719A+T790M | L861Q+T790M | WT/G719A+T790M | WT/L861Q+T790M
Compuesto A | 15,8 37,5 37,9 15,9
Osimertinib 89,4 36,4 4,2 10,4
Afatinib 68,2 168,7 0,3 0,1
Erlotinib 8030,0 6424,2 0,1 0,1

Ejemplo de prueba 5: Prueba de eficacia del farmaco in vivo

Evaluacién del efecto antitumoral en el modelo de ratén trasplantado por via subcutanea con una linea celular que
expresa EGFR mutante G719A+T790M

La evaluacion de modelos de ratén trasplantados por via subcutanea con una linea celular que expresa EGFR mutante
G719A+T790M se realizd usando células NIH-3T3, que son lineas celulares de fibroblastos de ratén en las que se
introdujo un gen de EGFR humano. Las células NIH-3T3 se mantuvieron en un medio D-MEM (alto contenido de
glucosa) (Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) que contenia suero de ternera recién nacida (NBCS) al 10 %, 1.500
mg/l de hidrogenocarbonato de sodio y 100 U/ml de penicilina/100 pg/ml de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific
Inc.); y se introdujo en las células un vector PB-CMV-MCS-EF1-RFP+Puro en el que se codificd un gen de EGFR
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humano (G719A+T790M), junto con un vector de expresiéon de Transposasa Super PiggyBac, por electroporacion
usando un Kit R Amaxa (marca registrada) Cell Line Nucleofector (marca registrada), seguido de seleccién usando
puromicina (SIGMA). Las células NIH-3T3 que expresan EGFR mutante en el exén 18 (que pueden denominarse en
lo sucesivo en el presente documento "NIH3T3-EGFR G719A+T790M") presentaron un crecimiento en ausencia de
EGF en condiciones de NBCS al 1 %.

En la evaluacién usando modelos de raton trasplantados por via subcutédnea con la linea celular que expresa EGFR
mutante G719A+T790M, los ratones desnudos fueron trasplantados por via subcutanea con células NIH3T3-EGFR
G719A+T790M en las que se introdujo un EGFR humano mutante. En el punto en que el volumen tumoral del tumor
injertado en los ratones crecié hasta aproximadamente 100 a 300 mm?3, los ratones se asignaron en grupos, 5 ratones
para cada grupo, mediante aleatorizacion estratificada de modo que el volumen tumoral promedio entre los grupos fue
uniforme. A los ratones se les administré luego el compuesto A para su uso en la presente invencién o afatinib una
vez al dia en dias consecutivos.

La dosis de afatinib fue de 20 mg/kg/dia, que es la dosis méxima tolerada (la dosis méaxima a la que la pérdida de peso
durante un periodo de dosificacién es inferior al 20 %), durante 14 dias, el periodo de dosificaciéon de esta prueba.
Para el compuesto A para su uso en la presente invencién, se establecieron tres tipos de dosis: 200 mg/kg/dia (dosis
méaxima tolerada), 100 mg/kg/dia y 50 mg/kg/dia. La dosis maxima tolerada se determiné de acuerdo con las
"Directrices sobre propuestas de neoplasia experimental en ratones y ratas" del Instituto Nacional del Cancer (NCI),
desde una perspectiva humanitaria.

Para comparar los cambios en el crecimiento del tumor a lo largo del tiempo debido a la administraciéon de los
compuestos de prueba individuales, el volumen tumoral (que en lo sucesivo en el presente documento se denominara
"TV" se utilizd como indice. La Fig. 3 ilustra los cambios en el TV con el tiempo. Para un indice de toxicidad, el peso
corporal se midié con el tiempo, y el cambio de peso corporal (que en lo sucesivo en el presente documento se
denominara "BWC (%)") a partir del dia en que los ratones se dividieron en grupos se calcul6é de acuerdo con siguiente
férmula. La Fig. 4 ilustra los cambios en el peso corporal con el tiempo.

BWC (%) = (el peso corporal medido el dia de la medicion del peso corporal)/(el peso corporal en el dia en que los
ratones se dividieron en grupos)

Se realizd una prueba de Dunnett usando el promedio del TV en el dia de evaluacién final como indice. Cuando la
diferencia en el TV promedio entre el grupo control y el grupo al que se le ha administrado un compuesto de prueba
fue estadisticamente significativa (p<0,05), y el valor del tratamiento/control (T/C) calculado usando la siguiente
férmula era inferior a 100, se determind que el compuesto de prueba era eficaz. Tal caso se indica con el simbolo "*"
en la Fig. 3y en la Tabla 4 (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001). De manera adicional, cuando la diferencia en el TV
promedio entre el grupo al que se le ha administrado el compuesto A para su uso en la presente invencién y el grupo
al que se le ha administrado afatinib fue estadisticamente significativa (p<0,05), y el valor T/C del grupo al que se le
ha administrado el compuesto A para su uso en la presente invencién fue menor que el valor T/C del grupo al que se
le ha administrado afatinib, se determiné que el compuesto A tenia un mayor efecto antitumoral que afatinib. Tal caso
se indica con el simbolo "#"' en la Fig. 3 y en la Tabla 4 (#: p<0,05,##: p<0,01, #HHE: p<0,001).

T/C (%) = (el TV promedio del grupo al que se le ha administrado un compuesto de prueba)/(el TV promedio del
grupo de control) x 100

Como se desprende claramente de los resultados ilustrados en la Fig. 3, el compuesto A para su uso en la presente
invencion presentd un efecto antitumoral significativo sobre la linea celular que expresa EGFR mutante G719A+T790M
trasplantada subcutaneamente en ratones desnudos. De manera adicional, tal como se muestra en la Tabla 4, el
efecto fue mayor que el de afatinib, sin sintomas como pérdida de peso grave (como se ilustra en la Fig. 4), heces
anormales o piel anormal en ratones.

Tabla 4

. valor de p vs
Compuesto Dosis (mg/kg) T/IC (%) Control Afatin
Control - 100,0 - -
Compuesto 50 47,7 ok N.S.
Compuesto 100 36,4 ok #Ht
Compuesto 200 28,0 ok HHHE
Afatinib 20 57,4 bl -
N.S.: Sin diferencia significativa
***: p<0,001 (prueba de Dunnett vs. grupo de control)
##: p<0,01 (prueba de Dunnett vs. grupo de afatinib)
#HE p<0,001 (prueba de Dunnett vs. grupo de afatinib)
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REIVINDICACIONES

1. S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-b]indolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma para
su uso en el tratamiento de un paciente con un tumor maligno que expresa EGFR que tiene al menos una mutacion
seleccionada del grupo que consiste en una mutacién G719X del ex6n 18, una mutacién E709X del exén 18 y una
mutacidén L861X del exén 21, en donde X representa un residuo de aminoécido arbitrario.

2. 8)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-b]indolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde la mutacién del exén 18 es al menos una mutacién seleccionada
del grupo que consiste en G719A, G719S, G719C, E709K y E709A.

3. S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para
su uso de acuerdo con la reivindicacién 1 o0 2, en donde la mutaciéon del exén 21 es L861Q.

4. S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-b]indolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para
su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el EGFR tiene ademas una mutacion
T790M.

5. 8)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para
sSu uso segln se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en donde S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-
3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-bJindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma estad en la forma de una composicién
farmacéutica.

6. Un método para predecir los efectos terapéuticos de la quimioterapia usando un agente antitumoral que comprende,
como principio activo, (S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una
sal de la misma en un paciente con un tumor maligno, comprendiendo el método las etapas (1) y (2) siguientes:

(1) una etapa para detectar la presencia o ausencia de mutaciéon del gen de EGFR contenido en una muestra
biol6gica obtenida del paciente; y

(2) una etapa para predecir que es muy probable que la quimioterapia presente suficientes efectos terapéuticos
con respecto al paciente cuando los resultados de la deteccién en la etapa (1) encontraron que el gen de EGFR
tiene al menos una mutacién seleccionada del grupo que consiste en una mutacién G719X del exén 18, una
mutacién E709X del exén 18 y una mutacidén L861X del exdn 21, en donde X representa un residuo de aminoéacido
arbitrario.

7. El método de acuerdo con la reivindicaciéon 6, en donde la mutacién del exén 18 es al menos una mutacién
seleccionada del grupo que consiste en G719A, G719S, G719C, E709K y E709A.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 6 o 7, en donde la mutacién del exén 21 es L861Q.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 7, en donde el EGFR tiene ademas una
mutacion T790M.

10. S)-N-(4-amino-6-metil-5-(quinolin-3-il)-8,9-dihidropirimido[5,4-blindolizin-8-il)acrilamida o una sal de la misma, para

Su uso segun se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en donde el paciente se ha sometido a la
prediccidn segun lo establecido en una cualquiera de las reivindicaciones 6-9.
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Fig. 2
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