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DESCRIPCION
Agente antitumoral para un cancer de tiroides
CAMPO DEL INVENTO

El presente invento se refiere a un agente terapéutico que comprende una sustancia que inhibe a la actividad de la
cinasa de RET, que se definirda mas adelante, (aqui a continuacién, también referida como una "sustancia inhibidora
de una cinasa de RET"), y que destinado a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad
seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides
papilar y del carci noma de tiroides medular esporadico, al uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para
producir dicho agente terapéutico y a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicho agente terapéutico.

El presente invento se refiere también a un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET, que se definird mas adelante, y que esta destinado a tratar un carcinoma de tiroides, al uso de la
sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicho agente terapéutico y a la sustancia inhibidora de una
cinasa de RET para dicho agente terapéutico.

Por otra parte, el presente invento se refiere a una composicién farmacéutica destinada a su uso en un método para
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composiciéon una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que
se definira mas adelante, para administrarla a un organismo que tiene una célula que expresa una RET mutante, al
uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicha composiciéon farmacéutica y a la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET para dicha composicién farmacéutica.

La presente divulgacion se refiere a un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende la
administracion a un organismo que tiene una célula que expresa una RET mutante.

La presente divulgacion también se refiere a un agente inhibidor de una cinasa de RET, que se definira mas
adelante.

Por lo demas, la presente divulgacion se refiere a un método para predecir el efecto de una sustancia inhibidora de
una cinasa de RET en un paciente, usando la presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula como
una indicacion.

ANTECEDENTES DEL INVENTO

Una RET es una de las tirosina cinasas de receptores y es una molécula de superficie de células que transduce
sefiales para el crecimiento y la diferenciacion de células.

Se sabe que una mutacion de RET esta implicada en unas enfermedades tales como la neoplasia endocrina multiple
del tipo lIA, la neoplasia endocrina muiltiple del tipo IIB, el carcinoma de tiroides medular famlllar el carcinoma de
tiroides medular esporadico, el carcinoma de tiroides papilar y la enfermedad de leschsprung ). Se ha sugerido a
la sustancia |nh|b|dora de una cinasa de RET como un agente terapéutico potencialmente efectlvo para dichas
enfermedades"

La mutacién de uno de entre cinco residuos de cisteina en los codones 609, 611, 618, 620 y 634 de RET es
encontrada en un 93-98 % de los pacientes con la neoplasia endocrina multiple del tipo 1A, en donde la mutacién en
el codén 634 de RET es encontrada de un modo sumamente frecuente®®

Por otro lado, la mutaciéon M918T (mutacion desde metionina hasta tlrosma en el codon 918) de RET es encontrada
en un 95 % de los pacientes con la neoplasia endocrina mdltiple del tipo 11=3

Una mutacién en uno de los codones 609, 611, 618, 620, 634, 768, 790, 791, 804 y 891 de RET es encontrada en
muchos de los pacientes con el carcinoma de tiroides medular famlllar( )

Se sabe ql{&todas estas mutaciones puntuales causan una constante activacion de una RET que es independiente
del ligando

Un sindrome de neoplasia endocrina multiple del tipo 1A esta caracterizado por el carcinoma de tiroides medular, el
feocromocitoma y la hiperplasia paratiroidea mientras que un sindrome de neoplasia endocrina multiple del tipo 1B
esta asociado con el carcinoma de tiroides medular, el feocromocitoma y los neuromas mucosales del tracto
gastrointestinal. El sintoma principal de un sindrome de carcinoma de tiroides medular familiar es el carcinoma de
tiroides medular®.
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Una mutacion puntual de células somaticas con RET es encontrada en aproximadamente un 40 % de los pacientes
con el carcinoma de t|r0|des medular esporadico mientras que las mutaciones son encontradas con la maxima
frecuencia en el codon 918©

Por otra parte, un gen de fusién del gen de RET y de otro gen, a saber una reordenacion del gen de RET, se
encuentra en el carcinoma de tiroides papilar debido a unas inversiones cromosomales o a una translocacion
cromosomal. Se sabe que la proteina de fusidon generada por intermedio de una reordenamon del gen de RET
conduce a una dimerizacion independiente del ligando y a una constante activacion de una RET"

La enfermedad de Hirschsprung esta caracterizada por un persistente estrefiimiento y una dilatacion intestinal en
recién nacidos, que se causan por un plexo nerwoso colénico anormal. Se sabe que una de las causas de la
enfermedad de Hirschsprung es una mutacion de RET®

Se ha informado de que una mutaC|on de RET causa una proliferacion independiente del andamiaje y una
tumorigénesis en células NIH3T3 @

Se ha informado de que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET ZD6474 suprime la proliferacion
independiente del andamiaje en unas células NIH3T3 transformadas con una RET mutante e inhibe la formacion de
tumores después de una infusién de dichas células en ratones desprovistos de inmunidad @

Se ha informado de que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET BAY 43-9006 reduce el tamafio de un tumor
en un modelo para el trasplante subcutaneo de un linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano®.

En consecuencia, se sugiere que las sustancias inhibidoras de la cinasa de RET inducen una inhibicion del
crecimiento celular para unas células que expresan una RET mutante y muestran un efecto antitumoral contra estas
células de tumores. También parece ser que unas sustancias inhibidoras de la cinasa de RET son eficaces contra
unas enfermedades causadas por una mutaciéon de RET.

Por lo tanto, se espera que las sustancias inhibidoras de la cinasa de RET sean eficaces contra la neoplasia
endocrina multiple del tipo 1lA, la neoplasia endocrina multiple del tipo 1B, el carcinoma de tiroides medular familiar,
el carcinoma de tiroides papilar del carcinoma de tiroides medular esporadico, la enfermedad de Hirschsprung, el
feocromocitoma, una hiperplasia paratiroidea, unos neuromas mucosales del tracto gastrointestinal y un carcinoma
de tiroides.

La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6- qumollnacarboxamlda y unos compuestos
analogos a ella se conocen como sustancias inhibidoras de la anglogene3|s( 020) gin embargo, no se ha informado
nada acerca de que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7- metOX| -6-quinolinacarboxamida y unos
compuestos analogos a ella tengan una actividad inhibidora de una cinasa de RET.

Lista de referencias:

(1) Oncogen, 19, 5590-5597, 2000.

(2) Cancer Research, 15, 7284-7290, 2002.

(3) Cancer Research, 66, 1177-1180, 2006.

(4) Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 88, 5438-5443, 2003.
(5) Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 89, 4142-4145, 2004.
(6) Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 89, 5823-5827, 2004.
(7) Endocrinology, 145, 5448-5451, 2004.

(8) Proceedings de the National Academy de Sciences de the United States de America, 102, 8949-8954, 2005.
(9) Journal of the National Cancer Institute, 98, 326-334, 2006.

(10) publicacion de patente internacional N° 02/32872, documento

(11) publicacion de patente internacional N° 2004/080462, documento

(12) publicacion de patente internacional N° 2005/063713, documento

Unos agentes inhibidores de proteina cinasas en forma de moléculas pequefias en el tratamiento de un cancer de
tiroides han sido discutidos por Santoro y colaboradores (Nat Clin Pract Endocrinol Metab. 2006 Ene; 2(1): 42-52).

La inhibicidon de la tirosina cinasa de RET por la SU5416 ha sido discutida por Mologni y colaboradores (J Mol
Endocrinol. 2006 Oct; 37(2): 199-212).

La inhibicién por la BAY 43-9006 de mutantes de RET oncogénicos ha sido discutida por Carlomagno vy
colaboradores (J Natl Cancer Inst. 2006 Mar 1; 98(5): 326-34).
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El documento de publicacién de patente internacional WO 2005/051366 describe unos derivados de diaril ureas para
el tratamiento de enfermedades dependientes de proteina cinasas.

El documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2004/191254 describe unos métodos de tratar unas
enfermedades mediadas o caracterizadas por unas mutaciones en el gen de RET y/o un cancer de tiroides,
administrando un compuesto que disminuye la actividad del factor de crecimiento epidérmico (EGF).

El documento US 2005/176802 describe unos compuestos de 2-indolinona sustituidos con pirrol que modulan la
actividad de proteina cinasas y por lo tanto se espera que sean Utiles en la prevencion y el tratamiento de trastornos
celulares relacionados con proteina cinasas, tales como un cancer.

El documento WO 2007/015578 describe un método para predecir el efecto de un agente inhibidor de la
vascularizacion.

La actividad anti-angiogénica del 146 E7080 (un nuevo agente inhibidor de tirosina cinasas provisto de dianas
multiples) por intermediomedio de una inhibicién de la sefalizacion por KIT en un modelo de xenoinjerto de cancer
de pulmoén de células pequefias ha sido discutido por Matsui y colaboradores (European Journal Of Cancer,
Suplemento, Pergamon, Oxford, Septiembre de 2004, Volumen 2, Tirada 8, Pagina 47).

El documento US 2004/253205 describe un compuesto del que se afirma que muestra una fuerte actividad inhibidora
de una cinasa c-Kit, y que inhibe la proliferacion de unas células de cancer activadas por la cinasa c-Kit in vitro e in
vivo.

DIVULGACION DEL INVENTO

El presente invento se consiguié tomando en cuenta las circunstancias anteriormente descritas y los problemas que
se han de resolver por el invento son los de proporcionar un agente terapéutico destinado a su uso en un método
para tratar un carcinoma de tiroides, tales como el carcinoma de tiroides medular familiar, el carcinoma de tiroides
papilar o el carcinoma de tiroides medular esporadico, y una composicion farmacéutica destinada a su uso en un
método para tratar un carcinoma de tiroides, altamente eficaz para unos organismos que incluyen células que
expresan una RET mutante.

Se divulgan aqui un agente inhibidor de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, y un método para
predecir el efecto de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilamino-carbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y de
unos compuestos analogos a ella.

Los presentes autores del invento han pasado por una sutil investigacion y han encontrado que la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de una cinasa
de RET y que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilamino-carbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y unos
compuestos analogos a ella son altamente eficaces contra un carcinoma de tiroides, tales como el carcinoma de
tiroides medular familiar, el carcinoma de tiroides papilar o el carcinoma de tiroides medular esporadico. Los autores
del presente invento han encontrado también que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)-aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida y unos compuestos analogos a ella son altamente eficaces para unos organismos que
incluyen células que expresan una RET mutante y han encontrado ademas que el efecto de la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y de unos compuestos analogos a ella
puede ser predicho usando la presencia o la ausencia de una mutacién de RET en la célula como una indicacion.

Por lo tanto, el presente invento se refiere a los siguientes objetivos.

(1) Un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas
adelante, destinado a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto
que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de
tiroides medular esporadico.

(2) Un agente terapéutico destinado a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende una
sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante.

(3) Una composicion farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides,
comprendiendo la composicién una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para
administrarla a un organismo que comprende una célula que expresa una RET mutante.

También se divulgan en el presente texto los siguientes objetivos.
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(4) Un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del
carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular
esporadico, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una sustancia inhibidora de una cinasa de
RET, que se definira mas adelante, a un paciente.

(5) Un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una cantidad eficaz de una sustancia
inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, a un paciente.

(6) Un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una cantidad eficaz de una sustancia
inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, a un organismo que comprende una célula que
expresa una RET mutante.

El presente invento también se refiere a los siguientes objetivos.

(7) El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para producir un agente
terapéutico destinado a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el
conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del
carcinoma de tiroides medular esporadico.

(8) El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para producir un agente
terapéutico destinado a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides.

(9) El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para producir una
composicion farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la
composicion la sustancia inhibidora de una cinasa de RET, para administrarla a un organismo que comprende una
célula que expresa una RET mutante.

(10) Una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para un agente terapéutico
destinado a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se
compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides
medular esporadico.

(11) Una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para un agente terapéutico
destinado a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides.

(12) Una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, para una composicion
farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composicion
la sustancia inhibidora de una cinasa de RET, para administrarla a un organismo que comprende una célula que
expresa una RET mutante.

También se divulgan en el presente texto los siguientes objetivos.

(13) Un método para predecir si un paciente es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET,
que se definira mas adelante, que comprende usar la presencia o la ausencia de una mutacién de RET en la célula
como una indicacion.

(14) Un método para analizar la sensibilidad de una célula a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se
definira mas adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutacién de RET en la célula.

(15) Un método para seleccionar una célula que es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de
RET, que se definira mas adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutacion de RET
en la célula.

(16) Un método para seleccionar a un paciente que es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa
de RET, que se definird mas adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutacién de
RET en la célula.

(17) Un método para clasificar a un paciente de acuerdo con el resultado obtenido a partir del analisis de la
sensibilidad del paciente a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira mas adelante, que
comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutaciéon de RET en la célula.

(18) Un método para seleccionar a un paciente pensado para la administracion de una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET, que se definira mas adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una
5
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mutacion de RET en la célula, y seleccionar a un paciente que comprende una célula que expresa una RET mutante
a partir de los resultados de la determinacion.

(19) Un método para predecir un efecto terapéutico de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se
definirda mas adelante, en un paciente, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutacién de
RET en una célula.

(20) Un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula procedente de un
paciente para predecir la sensibilidad del paciente a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definira
mas adelante.

Dicha sustancia inhibidora de una cinasa de RET es por lo menos una seleccionada entre el conjunto que se
compone de:

4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((ciclopropilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(metilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y
N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxilfenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea;

una sal farmacoldgicamente aceptable de ellas o un solvato de ellas.

Por otra parte, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede ser el compuesto N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-
quinolil)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil)urea, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

Preferiblemente, el presente invento también se refiere a los siguientes objetivos.

(21) Un agente terapéutico que comprende la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella destinado a su uso en un
método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de
tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico.

(22) Un agente terapéutico que comprende la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella destinado a su uso en un
método para tratar un carcinoma de tiroides.

(23) Una composicién farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides,
comprendiendo la composicion la  4-(3-cloro-4-(ciclopropilamino-carbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolina-
carboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella para administrarla a un organismo
que comprende una célula que expresa una RET mutante.

También se divulgan en el presente texto los siguientes objetivos.

(24) Un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del
carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular
esporadico, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropil-
aminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un
solvato de ella a un paciente.

(25) Un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una cantidad eficaz de la 4-(3-
cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente
aceptable de ella o un solvato de ella a un paciente.

(26) Un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una cantidad eficaz de la 4-(3-
cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente
aceptable de ella o un solvato de ella a un organismo que comprende una célula que expresa una RET mutante.
Preferiblemente, el presente invento se refiere a los siguientes objetivos.

(27) El uso de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal
farmacoldgicamente aceptable de ella o de un solvato de ella para producir un agente terapéutico destinado a su uso
en un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del
carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular
esporadico.
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(28) El uso de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal
farmacoldgicamente aceptable de ella o de un solvato de ella para producir un agente terapéutico destinado a su uso
en un método para tratar un carcinoma de tiroides.

(29) El uso de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal
farmacoldgicamente aceptable de ella o de un solvato de ella para producir una composicion farmacéutica destinada
a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composiciéon una sustancia inhibidora
de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, para administrarla a un organismo que comprende
una célula que expresa una RET mutante.

(30) La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal
farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella para un agente terapéutico destinado a su uso en un
método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de
tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico.

(31) La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal
farmacologicamente aceptable de ella o un solvato de ella para un agente terapéutico destinado a su uso en un
método para tratar un carcinoma de tiroides.

(32) La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal
farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella para una composicién farmacéutica destinada a su uso en
un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composicién una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET para administrarla a un organismo que comprende una célula que expresa una RET mutante.

También se divulgan en el presente texto los siguientes objetivos.

(33) Un método para predecir si un paciente es altamente sensible a la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a una sal farmacolégicamente aceptable
de ella 0 a un solvato de ella, comprendiendo el método usar la presencia o la ausencia de una mutacién de RET en
la célula como una indicacion.

(34) Un método para analizar la sensibilidad de una célula a la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)-aminofenoxi)-
7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a una sal farmacolégicamente aceptable de ella o a un solvato de ella,
comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula.

(835) Un método para seleccionar una célula que es altamente sensible a la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a una sal farmacoldgicamente aceptable
de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutacién de
RET en la célula.

(36) Un método para seleccionar a un paciente que es altamente sensible a la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a una sal farmacolégicamente aceptable
de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutacién de
RET en la célula.

(37) Un método para clasificar a un paciente de acuerdo con el resultado obtenido a partir de un analisis de la
sensibilidad del paciente a 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a
una sal farmacologicamente aceptable de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la
presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula.

(38) Un método para seleccionar a un paciente pensado para la administracion de la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal farmacolégicamente aceptable
de ella o de un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutacion de
RET en la célula y seleccionar a un paciente que comprende una célula que expresa una RET mutante a partir de
los resultados de la determinacion.

(39) Un método para predecir un efecto terapéutico de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-
metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal farmacolégicamente aceptable de ella o de un solvato de ella en un
paciente, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutaciéon de RET en una célula.

(40) Un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula de un paciente,
para predecir la sensibilidad del paciente a la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella.
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(41) Un agente inhibidor de una cinasa de RET que comprende la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)-
aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

El presente invento proporciona un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de
RET, como se ha definido en el presente texto, y que esta destinado a su uso en un método para tratar por lo menos
una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del
carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico, el uso de la sustancia inhibidora de
una cinasa de RET para producir dicho agente terapéutico y la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para
dicho agente terapéutico.

El presente invento también proporciona un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, y que esta destinado a su uso en un método para tratar un
carcinoma de tiroides, el uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicho agente terapéutico
y la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicho agente terapéutico.

El presente invento proporciona adicionalmente una composiciéon farmacéutica destinada a su uso en un método
para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composicién una sustancia inhibidora de una cinasa de RET,
como se ha definido en el presente texto, para administrarla a un organismo que tiene una célula que expresa una
RET mutante, el uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicha composicion farmacéutica
y la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicha composicion farmacéutica. También se divulga en el
presente texto un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar a un organismo que tiene
una célula que expresa una RET mutante.

También se divulga en el presente texto un agente inhibidor de una cinasa de RET, como se ha definido en el
presente texto.

También se divulga en el presente texto un método para predecir el efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa
de RET.

Mas especificamente, el efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede ser predicho usando la
presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula como una indicacion.

Puesto que el método hace posible predecir el efecto del compuesto sin tener que administrar el compuesto al
paciente, se ha hecho posible seleccionar un paciente del que se espera que sea mas susceptible al compuesto. Por
lo tanto, se ha hecho posible una contribucién a la QOL (calidad de vida) del paciente.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra un efecto de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolina-
carboxamida sobre las activaciones de la cinasa de RET y de la Erk1/2 (siendo la indicacion una fosforilacion) en un
linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano en un cultivo. La pista situada mas a la izquierda es la
determinacion de las activaciones de la cinasa de RET y de la Erk1/2 (siendo la indicacion una fosforilacion) sin la
adicién de una sustancia de ensayo.

La Figura 2 muestra el efecto antitumoral de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida en un modelo de trasplante subcutaneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides
medular humano.

La Figura 3 muestra el efecto de Ila 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida sobre una cinasa de RET en un tejido de tumor de un modelo de trasplante subcutaneo del
linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano. (A) muestra el efecto sobre una fosforilacion de RET a
las 2 horas después de la administracion por via oral de la sustancia de ensayo en cada dosificacion (10, 30 o 100
mg/kg) mientras que (B) muestra el efecto sobre una fosforilacion de RET a las 2, 8, 12 0 24 horas después de la
administracion de la sustancia de ensayo a razén de 100 mg/kg.

MEJORES MODOS PARA LLEVAR A CABO EL INVENTO

A continuacion de esto, se describiran unas formas de realizacion del presente invento. Las siguientes formas de
realizacion ilustran el presente invento, de las que no se piensa que limiten al presente invento.
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1. Agente terapéutico y composicion farmacéutica del invento, y un método terapéutico
(1) RET

De acuerdo con el presente invento, una RET es una proteina codificada por el proto-oncogén ret, por ejemplo, un
polipéptido que se compone de una secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 (N° de acceso al
GenBank:NM_020975) o la SEQ ID NO: 4 (N° de acceso al GenBank:NM_020630). Las secuencias de aminoacidos
representadas por la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 4 tienen una longitud de 1114 aa (aminoacidos) y 1072 aa,
respectivamente.

El proto-oncogén ret es, por ejemplo, un polinucleétido 181-3522 de la secuencia de nucledtidos representada por la
SEQ ID NO: 1 (N° de acceso al GenBank:NM_020975), o un polinucleétido 181-3396 de la secuencia de nucleétidos
representada por la SEQ ID NO: 3 (N° de acceso al GenBank:NM_020630).

En el presente texto, estas RETs pueden también ser citadas como "RETs de tipo salvaje”.
(2) Una RET mutante

De acuerdo con el presente invento, una RET mutante es un polipéptido que comprende una versién mutada de la
secuencia de aminoacidos de una RET de tipo salvaje, por ejemplo, una secuencia de aminoacidos que tiene uno o
varios aminoacidos suprimidos, sustituidos, afiadidos o variados por una combinacion de ellos en la secuencia de
aminoacidos que esta representada por la SEQ ID NO: 2 o 4. Un ejemplo incluye un polipéptido que tiene una
actividad de cinasa de RET. Preferiblemente, una RET mutante puede ser, por ejemplo, un polipéptido que tiene una
actividad de cinasa de RET y que incluye una secuencia de aminoacidos que tiene un aminoacido sustituido en la
secuencia de aminodacidos de una RET de tipo salvaje (p.gj., la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ
ID NO: 2 04).

En el presente texto, la "actividad de cinasa de RET" se refiere a la capacidad de una RET para fosforilar a un
residuo de tirosina de ella misma o de otra proteina.

Unos ejemplos de unas mutantes de RET incluyen unos polipéptidos que incluyen las secuencias que se describiran
en (i)-(xix) presentados mas abajo.

(i) Una secuencia de aminoacidos que tiene la glicina en 321 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
arginina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Endocrinology
Investigation, 28, 905-909, 2005.).

(i) Una secuencia de aminoacidos que tiene la glicina en 533 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
cisteina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 88, 5438-5443, 2003.).

(iii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 609 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
serina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Clin Endocrinol, 63, 676-682, 2005.).

(iv) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 611 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
serina, tirosina o fenilalanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (European
Journal of Human Genetics, 11, 364-368, 2003, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-1109,
2001.).

(v) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 618 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
arginina, serina, glicina o fenilalanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4
(American Journal of Pathology, 168, 1262-1275, 2006., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-
1109, 2001.).

(vi) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 620 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
arginina o serina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (American Journal of
Pathology, 168, 1262-1275, 2006, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-1109, 2001.).

(vii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 630 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
arginina o tirosina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Thyroid, 15, 668-671,
2005., Biochemical and Biophysical Research Communications, 255, 587-590, 1999.).
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(viii) Una secuencia de aminoacidos que tiene el acido aspartico en 631 sustituido por otro aminoacido,
preferiblemente tirosina, glicina, asparagina o alanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID
NO: 2 o 4 (Biochemical and Biophysical Research Communications, 255, 587-590, 1999.).

(ix) Una secuencia de aminoacidos que tiene la cisteina en 634 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
arginina, glicina, tirosina, fenilalanina, serina o triptéfano, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ
ID NO: 2 o 4 (Biochemical and Biophysical Research Communications, 255, 587-590, 1999., Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-1109, 2001., Biochemical and Biophysical Research Communications, 207,
1022-1028, 1995.).

(x) Una secuencia de aminoacidos que tiene la glicina en 691 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente serina,
en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Cancer Research, 66, 1177-1180, 2006.).

(xi) Una secuencia de aminoacidos que tiene el acido glutdamico en 768 sustituido por otro aminoacido,
preferiblemente el acido aspartico, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Clinical
Chemistry, 50, 522-529, 2004., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-1109, 2001.).

(xii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la leucina en 790 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
fenilalanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 83, 770-774, 1998., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-
1109, 2001.).

(xiii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la tirosina en 791 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
fenilalanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 83, 770-774, 1998.).

(xiv) Una secuencia de aminoacidos que tiene la valina en 804 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
metionina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 86, 1104-1109, 2001.).

(xv) Una secuencia de aminoacidos que tiene la tirosina en 806 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
cisteina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Japanese Journal of Cancer
Research, 90, 1-5, 1999.).

(xvi) Una secuencia de aminoacidos que tiene la arginina en 844 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
leucina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Exp Clin Endocrinol Diabetes, 108,
128-132, 2000.).

(xvii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la alanina en 883 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
fenilalanina o tirosina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (European Journal of
Endocrinology, 142, 573-575, 2000., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 89, 5823-5827, 2004.).

(xviii) Una secuencia de aminoacidos que tiene la serina en 891 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
alanina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 89, 4142-4145, 2004.).

(xix) Una secuencia de aminoacidos que tiene la metionina en 918 sustituida por otro aminoacido, preferiblemente
treonina, en la secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Clinical Cancer Research, 8, 457-
463, 2002.).

Ademas de ello, unas mutantes de RET pueden ser las que incluyen por lo menos una de las sustituciones indicadas
en (i)-(xix) con anterioridad, especificamente las que incluyen unos sitios de mutacién en donde por lo menos un
aminoacido seleccionado entre el conjunto que se compone de los aminoacidos en los codones 321, 533, 609, 611,
618, 620, 630, 631, 634, 691, 768, 790, 791, 804, 806, 844, 883, 891 y 918 es sustituido por otro aminoacido, en la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4. Por ejemplo, un polipéptido que incluye una
secuencia de aminoacidos que contiene un sitio de mutacion en donde la valina en la posicién 804 es sustituida por
otro aminoacido y un sitio de mutacion en donde la tirosina en la posicion 806 es sustituida por otro aminoacido en la
secuencia de aminoacidos representada por la SEQ ID NO: 2, esta comprendido en una RET mutante. En el
presente texto, el nimero y la combinacién de las sustituciones de (i)-(xix) con anterioridad que se han de incluir en
una RET mutante no se han limitado particularmente.

De acuerdo con el presente invento, una RET mutante es preferiblemente un polipéptido que incluye una secuencia
representada por (iii), (iv), (v), (vi), (ix), (xi), (xii), (xiii), (xiv), (xviii) o (xix) con anterioridad, mas preferiblemente una
secuencia representada por (ix) o (xix).
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En el presente texto, la notacion alfabética de los aminoacidos es expresada en unos codigos de tres letras o de una
Unica letra, generalmente usados. El alfabeto que precede al numero indica el cédigo de una Unica letra del
aminoacido que ha de ser sustituido, el alfabeto que sigue al ndmero indica el cédigo de una unica letra del
aminoacido que reemplaza al aminoacido original, y el nimero indica la posicion del aminoacido en la secuencia de
aminoacidos. Por ejemplo, como se ha indicado en (xix) con anterioridad, cuando la metionina en posicion 918 es
sustituida por treonina, esto se puede indicar como "M918T".

Por otra parte, el nimero que sigue al codon puede indicar la posicién del aminoacido en la secuencia de
aminoacidos. Por ejemplo, "un aminoacido en el codon 918" se refiere al 918° aminoacido en la secuencia de
aminoacidos.

De acuerdo con el presente invento, una RET mutante puede ser un polipéptido que tiene una actividad de cinasa de
RET y es codificado por un gen reordenado entre un gen que codifica una RET de tipo salvaje (seguidamente en el
presente texto, también referido como "gen de RET") y otro gen. Por otra parte, una RET mutante del invento es, por
ejemplo, un polipéptido que tiene una actividad de cinasa de RET y es codificado por un polinucleétido en el que el
polinucleétido que tiene la secuencia de nucledtidos representada por la SEQ ID NO: 1 o 3 es parcialmente
reordenado con otro gen. Por lo demas, una RET mutante del invento es, por ejemplo, un polipéptido que tiene una
actividad de cinasa de RET y es codificado por un polinucleétido en el que el polinucleétido 181-3522 de SEQ ID
NO: 1 o el polinucleétido 181-3396 de SEQ ID NO: 3 es reordenado con otro gen.

En el presente texto, una "reordenacion de un gen" se refiere a una recombinacion entre genes que da como
resultado un nuevo gen.

Ejemplos de unas RET mutantes incluyen unos polipéptidos de (i)-(xi) presentados mas abajo. Unas formas de
realizacion de una reordenacion de genes para los polipéptidos de (i)-(xi) presentados mas abajo se describen en la
bibliografia mencionada entre paréntesis.

(i) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como RET/PTC1") entre el gen de RET y H4
(también referido como CCDC6, dominio de enrollamiento enrollado que contiene el gen 6 o D10S170; N° de acceso
al GenBank:NM_005436) (European Journal of Cancer, 41, 816-821, 2005., Cell, 60, 557-563, 1990.).

(ii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC2") entre el gen de RET y el
gen Rla (también referido como PRKAR1A, regulador tipo | alfa dependiente de cAMP; N° de acceso al
GenBank:NM_212471) (Eur J Endocrinology, 147, 741-745, 2002.).

(iii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC3") entre el gende RET y el
gen ELE1 (también referido como NCOA4, coactivador del receptor nuclear 4 o RFG; N° de acceso al
GenBank:NM_005437) (European Journal of Cancer, 41, 816-821, 2005.).

(iv) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC4") entre el gen de RET y el
gen ELE1 (también referido como NCOA4, coactivador del receptor nuclear 4 o RFG; N° de acceso al
GenBank:NM_005437) (Oncogen, 13, 1093-1097, 1996.).

(v) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC5") entre el gen de RET y el
gen RFG5 (también referido como GOLGAS5, golgin-84; N° de acceso al GenBank:NM_005113) (Cancer Research,
58, 198-203, 1998.).

(vi) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC6") entre el gen de RET y el
gen hTIF (también referido como TRIM24, que contiene el motivo tripartito 24 o PTC6; N° de acceso al
GenBank:NM_003852) (Oncogen, 18, 4388-4393, 1999.).

(vii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC7") entre el gen de RET y
RFG7 (también referido como TRIM33, que contiene el motivo tripartito 33, PTC7; N° de acceso al
GenBank:NM_033020) (Cancer Research, 60, 2786-2789, 2000.).

(viii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC8") entre el gende RET y el
gen de kinectina (también referido como KTN1, kinectina 1; N° de acceso al GenBank:NM_182926) (Cancer
Research, 60, 7028-7032, 2000., Cancer Research, 60, 2786-2789, 2000.).

(ix) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/ELKS") entre el gen de RET y el

gen ELKS (también referido como RAB6IP2 o RAB6 proteina interactuante 2; N° de acceso al
GenBank:NM_178037) (Genes Chromosomes Cancer, 25, 97-103, 1999.).
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(x) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PCM-1") entre el gen de RET y el
gen PCM-1 (también referido como PCM1 o material pericentriolar 1; N° de acceso al GenBank:NM_006197) gen
(Oncogen, 19, 4236-4242, 2000.).

(xi) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RFP-RET") entre el gen de RET vy el
gen RFP (también referido como proteina de dedo ret; N° de acceso al GenBank:NM_006510) (Endocrinology, 145,
5448-5451, 2004.).

La presencia o la ausencia de una mutacién de RET pueden ser verificadas por un analisis de la secuencia del gen
de RET o de la secuencia de un transcrito del gen de RET, es decir, un ARNm (mensajero). El proceso de analisis,
puede ser, por ejemplo, el método de terminaciéon de cadena con un didesoxinucleétido (Sanger y colaboradores.
(1977), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74: 5463). La secuencia se puede analizar usando un apropiado secuenciador de
ADN.

Alternativamente, la presencia o la ausencia de una mutacion de RET se pueden analizar, por ejemplo, por medio de
una técnica tal como una hibridacion in situ, unos analisis por transferencia de borrén Northern, un microchip de
ADN, una RT-PCR (acrénimo de “reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa”) o una SSCP-PCR
(acronimo de Single-Strand Conformation Polimorphism-PCR = PCR con polimorfismo de conformacién de una
Unica hebra). Estas técnicas se pueden llevar a cabo de acuerdo con unos procesos rutinarios (Clinical Cancer
Research, 8, 457-463, 2002.).

La presencia o la ausencia de una mutacién de RET se pueden analizar también, por ejemplo, por medio de un
método inmunoquimico (p.ej., un método inmunohistoquimico, una inmunoprecipitacion, una transferencia de borrén
Western, una citometria de flujo, un ELISA, un RIA, etc.). Estas técnicas se pueden llevar a cabo de acuerdo con
unos procesos rutinarios.

Las secuencias de cebadores para una PCR con el fin de analizar la presencia o la ausencia de una RET mutante
se pueden designar de acuerdo con un proceso rutinario. Por ejemplo, las secuencias de cebadores se pueden
designar usando una Expresion de Cebadores (de Perkin-EImer Applied Biosystems).

Con el fin de analizar la presencia o la ausencia de una RET mutante se pueden usar, por ejemplo, los cebadores
que se mencionan en la Tabla 1. Por ejemplo, para analizar el RET/PTC1, se pueden emplear como cebadores los
polinucledtidos que tienen las secuencias representadas por las SEQ ID NOS: 5 y 6.

Tabla 1

Una RET mutante pensada para andlisis Cebador 1 Cebador 2
RET/PTC1 SEQID NO: 5 SEQID NO: 6
RET/PTC2 SEQIDNO: 7 SEQID NO: 6
RET/PTC3 SEQID NO: 8 SEQID NO: 9
RET/PTC4 SEQID NO: 10 SEQ ID NO: 11
RET/PTC5 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 13
RET/PTC6 SEQID NO: 12 SEQ ID NO: 14
RET/PTC7 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 15
RET/PTC8 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 16
RET/ELKS SEQ ID NO: 17 SEQ D NO: 18
RET/PCM-1 SEQ ID NO: 19 SEQ ID NO: 20

La Tabla 1 indica algunos de los cebadores para unas RET mutantes pensada para realizar analisis.

Las secuencias de nucleotidos representadas por las SEQ ID NOS: 5-20 se muestran mas abajo.
SEQ ID NO: 5 ATT GTC ATC TCG CCG TTC

SEQID NO: 6 TGC TTC AGG ACG TTG AAC

SEQ ID NO: 7 TAT CGC AGG AGA GAC TGT GAT

SEQ ID NO: 8 TGG AGA AGA GAG GCT GTATC

SEQID NO:9CGT TGC CTTGACTTT TC

SEQ ID NO: 10 TGC CCC TTC AGT GTT CCT ACT

SEQ ID NO: 11 CTT GAT AAC ACT GGC AGG TT
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SEQ ID NO: 12 GAG GCG TTC TCT TTC AGC AT
SEQ ID NO: 13 TGG AAG AAC TTC GGC ATG AG
SEQ ID NO: 14 GAATTC ACA GCC ACC AAG TG
SEQID NO: 15 CTACTT AGC TTT CCA AGT GG
SEQ ID NO: 16 GGG ACA GAC ACC TTT GGA AAT A
SEQ ID NO: 17 GTTGAAGGAGTCCTTGACTG

SEQ ID NO: 18 CTTTCAGCATCTTCACGG

SEQ ID NO: 19 AGTGAAGTTTCTACCATCC

SEQ ID NO: 20 GGCGTTCTCTTTCAGCATCT

(3) Célula que expresa una RET mutante

De acuerdo con el presente invento, una célula que expresa una RET mutante es una célula procedente de un
carcinoma de tiroides, tal como una célula procedente del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de
tiroides papilar o del carcinoma de tiroides medular esporadico.

(4) Sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a usarse en el invento

Unos ejemplos preferibles de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET incluyen:
4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((ciclopropilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(metilaminocarbonilJaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; and
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida.

Un ejemplo todavia mas preferible es la 4-(3-cloro-4-(ciclopropil-aminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi- 6-
quinolinacarboxamida (véase la Férmula (I)).

El ejemplo sumamente preferible de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET incluye el metanosulfonato de
4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida.

H H
N\n, N
0 o ©
an
H,N SN
~o N”

La sustancia inhibidora de una cinasa de RET se puede producir por medio de un método conocido, por ejemplo, los
métodos que se describieron en el documento de publicacion de patente internacional N° 02/32872 (W002/32872) y
en el documento de publicacion de patente internacional N° 2005/063713 (W02005/063713).

Ademas de ello, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a usarse en el invento es, por ejemplo:

La N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil)Jurea (posteriormente en el presente texto,
también referida como "KRN951"; documento WO02/088110) (véase la Formula (IV)).
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La KRN951 se puede producir de acuerdo con un método conocido. Ella se puede producir, por ejemplo, de acuerdo
con los métodos que se han descrito en la respectiva bibliografia.

De acuerdo con el presente invento, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede formar una sal
farmacoldgicamente aceptable con un acido o con una base. De acuerdo con el presente invento, la sustancia
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inhibidora de una cinasa de RET también comprende tales sales farmacolégicamente aceptables. Unos ejemplos de
sales formadas con un acido incluyen unas sales con acidos inorganicos tales como un hidrocloruro, un
hidrobromato, un sulfato y un fosfato, y unas sales con acidos organicos tales como el acido férmico, el acido
acético, el acido lactico, el acido succinico, el acido fumarico, el acido maleico, el acido citrico, el acido tartarico, el
acido estearico, el acido benzoico, el acido metanosulfonico, el acido bencenosulfénico, el acido p-toluenosulfénico y
el acido trifluoroacético. Unos ejemplos de sales formadas con bases incluyen unas sales de metales alcalinos tales
como una sal de sodio y una sal de potasio, unas sales de metales alcalino-térreos, tales como una sal de calcio y
una sal de magnesio, unas sales de bases organicas tales como unas sales de trimetilamina, trietilamina, piridina,
picolina, diciclohexilamina, N, N'-dibencil etilendiamina, arginina y lisina y de amonio.

Por lo demas, de acuerdo con el presente invento, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET también
comprende, si es que lo hace, los solvatos y los enantidmeros de estos compuestos. Unos ejemplos de solvatos
incluyen hidratos y no hidratos, preferiblemente hidratos. Unos ejemplos de disolventes incluyen agua, alcoholes
(por ejemplo, metanol, etanol, n-propanol) y dimetilformamida.

Por otra parte, de acuerdo con el presente invento, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede ser cristalina
o amorfa. Si esta presente un polimorfo cristalino, éste puede ser un Unico polimorfo o una mezcla de polimorfos en
cualquier forma cristalina.

La presente divulgacion también se refiere a unas sustancias inhibidoras de la cinasa de RET que son susceptibles
a un proceso de metabolismo, tal como una oxidacién, una reduccién, una hidrélisis y una conjugacion in vivo, y
unos compuestos que generan una sustancia inhibidora de una cinasa de RET al ser sometidos a un proceso de
metabolismo tal como una oxidacion, una reduccién y una hidrdlisis in vivo.

La sustancia inhibidora de una cinasa de RET del invento tiene una actividad de inhibir la actividad de la cinasa de
RET (aqui en lo sucesivo, también referida como "actividad inhibidora de una cinasa de RET"). La capacidad de
inhibicién de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET del invento no esta limitada, siempre y cuando que ella
inhiba a la actividad como cinasa de una RET. Unos ejemplos de métodos para determinar la actividad de la
sustancia inhibidora de una cinasa de RET para inhibir a una cinasa de RET incluyen un ensayo de cinasa libre de
células, una transferencia de borron Western, un ensayo de crecimiento de células y un ensayo de viabilidad.

Unos ejemplos del ensayo de crecimiento de células incluyen el método de captacion de tritio timidina, el método de
MTT, el método de XTT (con el estuche 8 de recuento de células = cell counting kit-8 (de Dojindo Laboratories)), el
método de AlamarBlue, el método de Neutral Red, el método de BrdU, la tincion con Ki67 y la tincion con PCNA.
Unos ejemplos del ensayo de viabilidad incluyen la tinciéon con TUNNEL, la deteccion de la disociacion de Caspase-
3 y la deteccion de la disociacion de PARP. Estos métodos se pueden llevar a cabo de acuerdo con técnicas
convencionales (Blood. 2005, 105, 2941-2948., Molecular Cancer Therapeutics. 2005, 4, 787-798).

Aqui en lo sucesivo, se va a describir un ejemplo de un método para determinar la actividad inhibidora de una cinasa
de RET.

La actividad inhibidora de una cinasa de RET se puede determinar por medio de un ensayo de cinasa libre de
células.

Una RET se puede preparar por unos medios de ingenieria genética de acuerdo con un método convencional. Por
ejemplo, de acuerdo con el método del Sistema de Expresion de Baculovirus, la proteina de fusion de GST humana
recombinante, la proteina de fusion de histidina y marca humana recombinante, u otra similar, puede ser expresada
en una célula de insecto (Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)). Por lo demas, la proteina recombinante expresada se
puede purificar por medio de una cromatografia de afinidad (p.ej., con GSH-agarosa (de Sigma) o con Ni-NTH-
agarosa (de Qiagen)). La pureza y la identificacién de la proteina se pueden confirmar mediante SDS-PAGE, tincion
con plata y una transferencia de borrén Western usando un anticuerpo especifico para RET.

El ensayo de cinasa libre de células se puede llevar a cabo de la siguiente manera.

En primer lugar, a cada pocillo de una placa (p.ej., de 96 pocillos, de 384 pocillos, etc.), se le pueden afiadir
secuencialmente una solucion mezclada que incluye 20 yl de una solucién de reaccion patrén, 5 ul de una solucion
de ATP, 5 pl de la sustancia de ensayo, y una solucion mezclada que incluye 10 ul de una solucién que contiene 50
ng de la proteina RET recombinante y 10 ul de una solucién que contiene 125 ng de Poli(Glu, Tyr)s.1 biotinilado.

Esta solucion de reaccion de una cinasa (50 pl) puede contener 60 mM de HEPES-NaOH (de pH 7,5), 3 mM de

MgCl,, 3 mM de MnCl;, 3 uM de ortovanadato de Na, 1,2 mM de DTT, 50 ug/ml de PEGazpo00 ¥ 1 UM de ATP. En este
caso, se puede usar el ATP marcado con un isétopo radiactivo tal como [\(-3 P]-ATP o [y-33P]-ATP.
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La solucién de reaccion se puede incubar durante un cierto periodo de tiempo, y luego se pueden afadir 50 yl de
una solucion al 2 % (v/v) de H3PO4 para terminar la reaccion.

Cada pocillo puede ser sometido a un apropiado proceso de lavado.

La actividad inhibidora de una cinasa de RET se puede evaluar determinando la cantidad de incorporacién de ATP.
Cuando se usa el ATP marcado con un is6topo radiactivo, la cantidad de incorporacién de ATP se puede evaluar
determinando la radioactividad capturada sobre la placa con un contador de la escintilacion.

De acuerdo con este método, se puede evaluar la actividad inhibidora de una cinasa de RET del compuesto.
(5) Agente terapéutico, composicion farmacéutica y método terapéutico

El agente terapéutico del invento que comprende la sustancia inhibidora de una cinasa de RET es un agente
destinado a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se
compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides
medular esporadico. Por otra parte, el agente terapéutico del invento que comprende una sustancia inhibidora de
una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, es un agente destinado a tratar un carcinoma de
tiroides. Preferiblemente, el agente terapéutico del invento se usa para un carcinoma de tiroides que incluye una
célula que expresa una RET mutante.

El agente terapéutico del invento puede ser administrado a un organismo vivo, es decir, un mamifero (p.ej., un ser
humano, una rata, un conejo, un cordero, un cerdo, un bovino, un gato, un perro, un mono, etc.) que requiere el
tratamiento de un carcinoma de tiroides.

La composicion farmacéutica del invento destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides
comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, para
administrarla a un organismo que incluye una célula que expresa una RET mutante.

La composicion farmacéutica del invento destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides se
puede usar como un agente terapéutico destinado a tratar un carcinoma de tiroides expresando una RET mutante.
Unos ejemplos de enfermedades que expresan una RET mutante incluyen el carcinoma de tiroides medular familiar,
el carcinoma de tiroides, el carcinoma de tiroides papilar y el carcinoma de tiroides medular esporadico.

La composicion farmacéutica del invento destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides
puede ser administrado a un organismo vivo, es decir a un mamifero (p.ej., un ser humano, una rata, un conejo, un
cordero, un cerdo, un bovino, un gato, un perro, un mono, etc.), incluyendo dicho organismo vivo una célula que
expresa una RET mutante.

El agente terapéutico del invento se puede usar para mejorar los prondsticos, para prevenir la recurrencia u otra
finalidad similar. A este respecto, el agente terapéutico puede comprender un agente antitumoral, un agente para
suprimir metastasis de cancer u otra finalidad similar.

El efecto de un tratamiento puede ser verificado por observacién de una imagen de rayos X, una TC (tomografia
computarizada) u otro proceso similar, por diagnoéstico histopatoldgico de biopsia, o a partir del valor de un marcador
de una enfermedad.

Cuando se usa un agente terapéutico o una composicion farmacéutica del invento, la dosificacién dada de la
sustancia inhibidora de una cinasa de RET difiere dependiendo del grado del sintoma, de la edad, del sexo, del peso
y de la diferencia de sensibilidades del paciente, del modo de administracion, del periodo de administracion, del
intervalo de administracion, de la naturaleza, de la prescripcion y del tipo de la formulacion farmacéutica, y del tipo
del elemento activo. Usualmente, pero sin limitacion, la dosificacién de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET
es de 0,1-1.000 mg/dia, preferiblemente de 0,5-100 mg/dia, mas preferiblemente de 1-30 mg/dia para un adulto (con
un peso de 60 kg), que se puede administrar de una a tres veces por dia.

Aunque el agente terapéutico o la composicién farmacéutica que comprende la sustancia inhibidora de una cinasa
de RET del invento como un elemento activo se pueden usar a solas, usualmente se mezclan con unos apropiados
aditivos y se pueden constituir en una formulacion.

Ejemplos de dichos aditivos incluyen excipientes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes desintegrantes,
materiales colorantes, agentes saborizantes, agentes emulsionantes, agentes tensioactivos, agentes solubilizantes,
agentes suspendedores, agentes de tonicidad, tampones, agentes antisépticos, agentes antioxidantes, agentes
estabilizadores, agentes promotores de la absorcién y otros similares que se usan generalmente para la medicina. Si
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se requiere, ellos se pueden usar en combinacion. Unos ejemplos de tales aditivos son como los que se exponen
seguidamente.

Excipientes: lactosa, sacarosa, glucosa, almidéon de maiz, manitol, sorbitol, un almidén, un alfa-almidén, una
dextrina, una celulosa cristalina, acido silicico anhidro ligero, silicato de aluminio, silicato de calcio,
aluminometasilicato de magnesio e hidrégeno fosfato de calcio.

Agentes aglutinantes: por ejemplo, un poli(alcohol vinilico), una metil celulosa, una etil celulosa, una goma arabiga,
un tragacanto, una gelatina, una goma laca, una hidroxipropil metilcelulosa, una hidroxipropilcelulosa, una
carboximetilcelulosa de sodio, una poli(vinilpirrolidona) y un macrogol.

Agentes lubricantes: estearato de magnesio, estearato de calcio, estearil fumarato de sodio, talco, un
poli(etilenglicol) y silice coloidal.

Agentes desintegrantes: una celulosa cristalina, un agar, una gelatina, carbonato de calcio, hidrégeno carbonato de
sodio, citrato de calcio, una dextrina, una pectina, una hidroxipropilcelulosa sustituida en bajo grado, una
carboximetilcelulosa, una carboximetilcelulosa de calcio, croscarmellosa de sodio, un carboximetil almidon y un
carboximetil almidén de sodio.

Materiales colorantes: éxido férrico, éxido férrico amarillo, carmin, caramelo, beta-caroteno, un éxido de titanio, talco,
riboflavina fosfato de sodio, laca de aluminio amarilla y otros similares que hayan sido aprobados como aditivos en
medicina.

Agentes saborizantes: un polvo de cacao, mentol, un polvo aromatico, un aceite de menta piperita, alcanfor y un
polvo de canela.

Agentes emulsionantes o tensioactivos: estearil trietanolamina, lauril sulfato de sodio, un laurilaminopropionato,
lecitina, monoestearato de glicerina, un éster de acido graso de sacarosa y un éster de acido graso de glicerina.

Agentes solubilizantes: un poli(etilenglicol), propilen glicol, benzoato de bencilo, etanol, colesterol, trietanolamina,
carbonato de sodio, citrato de sodio, un Polisorbato 80 y amida de acido nicotinico.

Agentes suspendedores: ademas de los agentes tensioactivos mencionados con anterioridad, polimeros hidréfilos
tales como un poli(alcohol vinilico), una poli(vinilpirrolidona), una metilcelulosa, una hidroximetilcelulosa, una
hidroxietilcelulosa y una hidroxipropilcelulosa.

Agentes de tonicidad: glucosa, cloruro de sodio, manitol y sorbitol.

Tampones: unos tampones hechos de fosfato, acetato, carbonato y citrato.

Agentes antisépticos: metilparabeno, propilparabeno, clorobutanol, alcohol bencilico, alcohol fenetilico, acido
deshidroacético y acido sérbico.

Agentes antioxidantes: un hidrosulfato, acido ascérbico y alfa-tocoferol.

Agentes estabilizadores: los generalmente usados para medicina.

Agentes promotores de la absorcion: los generalmente usados para medicina.

Si se requiere, se pueden mezclar unos componentes tales como vitaminas y aminoacidos.

Unos ejemplos de formulaciones incluyen unas formulaciones orales, tales como tabletas, agentes dispersantes,
granulos, granulos finos, capsulas, jarabes, pastillas rombicas y formulaciones para inhalar; unas formulaciones
externas tales como supositorios, ungiientos, unglientos oculares, tiras de cataplasmas, gotas oculares, gotas

nasales, gotas para los oidos, parches cutaneos y lociones; y formulaciones inyectables.

Las formulaciones orales mencionadas mas arriba se pueden formular combinando apropiadamente los aditivos
mencionados mas arriba. Si fuese necesario, la superficie de estas formulaciones puede ser revestida.

Las formulaciones externas mencionadas mas arriba se pueden formular combinando apropiadamente los aditivos
mencionados mas arriba, particularmente excipientes, agentes aglutinantes, agentes saborizantes, agentes
emulsionantes, agentes tensioactivos, agentes solubilizantes, agentes suspendedores, agentes de tonicidad,
agentes antisépticos, agentes antioxidantes, agentes estabilizadores y agentes promotores de la absorcion.
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Las formulaciones inyectables mencionadas mas arriba se pueden formular combinando apropiadamente los
aditivos mencionados mas arriba, particularmente agentes emulsionantes, agentes tensioactivos, agentes
solubilizantes, agentes suspendedores, agentes de tonicidad, tampones, agentes antisépticos, agentes
antioxidantes, agentes estabilizadores y agentes promotores de la absorcidon. Las formulaciones inyectables se
pueden usar mediante unos medios tales como los de infusion, inyeccion intramuscular, inyeccién subcutanea,
inyeccion intradérmica e inyeccion intravenosa.

La presente divulgacion se refiere a un método para tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el
conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del
carcinoma de tiroides medular esporadico, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una
sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, a un paciente. La presente
divulgacién también se refiere a un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una
cantidad eficaz de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, a un
paciente.

La presente divulgacion se refiere ademas a un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende
administrar una cantidad eficaz de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el
presente texto, a un organismo que incluye una célula que expresa una RET mutante. De acuerdo con la presente
divulgacion, dicha enfermedad es preferiblemente por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que
se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides, del carcinoma de tiroides papilar y
del carcinoma de tiroides medular esporadico.

De acuerdo con el método terapéutico de la presente divulgacion, la ruta y el método para administrar la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET no se limitan particularmente y se puede hacer referencia a la descripcion del
agente terapéutico o la composicion farmacéutica anteriores.

El presente invento comprende el uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el
presente texto, para producir un agente terapéutico destinado a tratar por lo menos una enfermedad seleccionada
entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del
carcinoma de tiroides medular esporadico. El presente invento también comprende el uso de una sustancia
inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, para producir un agente terapéutico
destinado a tratar un carcinoma de tiroides.

El presente invento comprende ademas el uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha
definido en el presente texto, para producir una composicion farmacéutica destinada a su uso en un método para
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composicién a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para
administrarla a un organismo que incluye una célula que expresa una RET mutante. La composiciéon farmacéutica es
efectiva como un agente destinado a tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que se
compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides, del carcinoma de tiroides papilar y del
carcinoma de tiroides medular esporadico.

El presente invento comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente
texto, para un agente terapéutico destinado a tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto
que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de
tiroides medular esporadico. Ademas de ello, el presente invento comprende una sustancia inhibidora de una cinasa
de RET, como se ha definido en el presente texto, para un agente terapéutico destinado a tratar un carcinoma de
tiroides.

Por lo demas, el presente invento comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido
en el presente texto, para una composicion farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma
de tiroides, comprendiendo la composicién a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para administrarla a un
organismo que incluye una célula que expresa una RET mutante. De acuerdo con el presente invento, dicha
composicion farmacéutica es util como un agente terapéutico destinado a tratar por lo menos una enfermedad
seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides,
del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico.

De acuerdo con el presente invento, el agente inhibidor de una cinasa de RET comprende preferiblemente la 4-(3-
cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacolégicamente
aceptable de ella o un solvato de ella.

En un aspecto del invento, el agente inhibidor de una cinasa de RET comprende la N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-
quinolil)oxilfenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil)Jurea (KRN951), una sal farmacoldégicamente aceptable de ella o un solvato
de ella.
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La actividad inhibidora de una cinasa de RET del agente inhibidor de una cinasa de RET destinado a usarse en el
invento se puede determinar como se ha descrito mas arriba.

El compuesto se puede usar o bien a solas o mezclado con unos apropiados aditivos mencionados mas arriba y
transformado en una formulacién, como el agente inhibidor de una cinasa de RET del invento.

En cuanto al uso y a la dosificacion del agente inhibidor de una cinasa de RET del invento, se puede hacer
referencia a la descripcion del agente terapéutico o de la composicién farmacéutica anteriores.

El presente invento también comprende el uso de por lo menos un compuesto seleccionado entre el conjunto que se
compone de:

la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonilJaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

una sal farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

la 4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((ciclopropilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la 4-(3-cloro-4-(metilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)Jamino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y

la KRN951,

una sal farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella, para producir un agente inhibidor de una cinasa
de RET.

La presente divulgacion comprende ademas un método para inhibir a la cinasa de RET con por lo menos un
compuesto seleccionado entre el conjunto que se compone de:

la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonilJaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la 4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((ciclopropilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la 4-(3-cloro-4-(metilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;

la N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)Jamino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y

la KRN951,

una sal farmacologicamente aceptable de ella o un solvato de ella. De acuerdo con el método, el uso y la
dosificacion del compuesto no se limitan particularmente y se puede hacer referencia a la descripciéon del agente
terapéutico o de la composicion farmacéutica citados mas arriba.

2. Método para Predecir la Sensibilidad

La presente divulgaciéon proporciona un método para predecir si un paciente es o no altamente sensible a una
sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a usarse en el invento usando la presencia o la ausencia de
una mutacién de RET en la célula como una indicacion. El efecto terapéutico de una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET es mas prospectivo para unos pacientes que son altamente sensibles a dicha sustancia inhibidora de
una cinasa de RET.

De acuerdo con el método de la presente divulgacion, un paciente es un paciente sufre de por lo menos una
enfermedad seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del
carcinoma de tiroides, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico.

(1) Etapa de determinar la presencia o la ausencia de una mutaciéon de RET en la célula

En esta etapa, la célula es extraida preferiblemente a partir del paciente. La célula se puede obtener, por ejemplo,
retirandola desde un paciente por medio de un proceso quirirgico (p.ej., una biopsia, etc.). Preferiblemente, se usan
células sanguineas para unas enfermedades inducidas por unas variaciones genéticas tales como el carcinoma de
tiroides medular familiar, un carcinoma de tiroides y el carcinoma de tiroides papilar.

La presencia o la ausencia de una mutaciéon de RET se pueden determinar de acuerdo con el método que se ha
descrito mas arriba.

(2) Etapa de predecir si un paciente es o no altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET

En esta etapa, se puede predecir si un paciente es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de
RET, como se ha definido en el presente texto, preferiblemente usando la presencia o la ausencia de una mutacion
de RET en la célula determinada en (1) como una indicaciéon. Especificamente, cuando la célula determinada esta
expresando una RET mutante, se juzga que el paciente es altamente sensible a la sustancia inhibidora de una
cinasa de RET.
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Otro aspecto de la presente divulgacion es un método para analizar la sensibilidad de una célula a una sustancia
inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, usando el resultado de la determinacién
en (1) como una indicacion. Especificamente, cuando la célula esta expresando una RET mutante tomando como
base los resultados de las determinaciones en (1), se juzga que esta célula es mas sensible a la sustancia inhibidora
de una cinasa de RET cuando se la compara con unas células que no expresan la RET mutante.

Todavia otro aspecto de la presente divulgacion es un método para seleccionar una célula o un paciente que es
altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto,
usando el resultado de la determinaciéon en (1) como una indicacion. Especificamente, cuando la célula esta
expresando una RET mutante como se ha determinado a partir de los resultados en (1), se juzga que esta célula o
un paciente que tiene esta célula, es altamente sensible a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET. Por lo
tanto, se puede seleccionar dicha célula o dicho paciente como una célula o un paciente que es altamente sensible a
la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

Aun todavia otro aspecto de la presente divulgacion es un método para clasificar a unos pacientes mediante el
analisis de la sensibilidad a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente
texto, usando el resultado de la determinacion en (1) como una indicacién. Especificamente, de acuerdo con el
método, se analiza la sensibilidad de unos pacientes a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET basandose en
el resultado de las determinaciones en (1) como se ha descrito mas arriba, y los pacientes que tienen la célula que
interesa pueden ser clasificados de acuerdo con este resultado. Por ejemplo, los pacientes pueden ser clasificados
en un grupo que incluye unas células que expresan una RET mutante y un grupo sin dichas células.
Alternativamente, los pacientes pueden ser clasificados en un grupo que es altamente sensible a una sustancia
inhibidora de una cinasa de RET y en un grupo de otros.

Aun todavia otro aspecto de la presente divulgacion es un método para seleccionar a un paciente para administrarle
una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, comprendiendo el método
seleccionar a un paciente que tiene una célula que expresa una RET mutante basandose en los resultados de la
determinacion en (1). Los pacientes que tienen una célula que expresa una RET mutante pueden ser un objetivo
pensado para administrarle la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

Aun todavia otro aspecto de la presente divulgacion es un método para predecir el efecto terapéutico de la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET en un paciente basandose en los resultados de la determinacién en (1). De
acuerdo con el método, cuando la célula estd expresando una RET mutante como se determina a parir de los
resultados en (1), se juzga que la célula es altamente sensible a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET, y por
lo tanto se predice que el efecto terapéutico de esta sustancia inhibidora de una cinasa de RET es alto en la célula o
en un paciente que tiene esta célula.

La presente divulgacion también se refiere a un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutacion
de RET en la célula que se deriva de un paciente para predecir el nivel de sensibilidad del paciente a la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET. Este método de determinacién es como se ha descrito en (1) mas arriba.

La determinacion de la presencia o la ausencia de una mutaciéon de RET hace posible la prediccion del nivel de
sensibilidad de un paciente a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

En esta etapa, aunque la sustancia inhibidora de una cinasa de RET es como se ha descrito mas arriba,
preferiblemente ella es la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una
sal farmacolégicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

El método de la presente divulgacion se puede emplear para predecir el nivel de la eficacia de la sustancia inhibidora
de una cinasa de RET en un paciente antes de administrarle la sustancia inhibidora de una cinasa de RET al
paciente. Por lo tanto, unos pacientes de los que se espera que sean mas susceptibles a la sustancia inhibidora de
una cinasa de RET se pueden seleccionar para llevar a cabo el tratamiento de la enfermedad. Por lo tanto, la
presente divulgacion es altamente eficaz desde el aspecto clinico.

La presente divulgacion proporciona un estuche de ensayo para determinar la presencia o la ausencia de una
mutacion de RET que se usa para el método de la presente divulgacion. El estuche de ensayo comprende los
reactivos mencionados mas arriba que se usan para la determinacion. El estuche de ensayo permite la prediccion de
si un paciente es o no altamente sensible a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

La presente divulgacion también se refiere al uso del estuche de ensayo para la prediccion que se ha mencionado
mas arriba.
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Aqui en lo sucesivo, el presente invento sera ilustrado por intermedio de unos especificos ejemplos, aunque el
invento no deberia ser limitado a ellos.

EJEMPLO 1: Determinacion de la actividad inhibidora de una cinasa de RET de la sustancia inhibidora de una
cinasa de RET (Ejemplo de referencia)

Las actividades inhibidoras de la cinasa de RET de unas sustancias de ensayo se ensayaron por medio de una
ProQinase (Freiburg, Alemania, GmbH) a peticién nuestra. Para ser mas precisos, la actividad inhibidora de una
cinasa de RET se determiné de la siguiente manera.

1. Expresion y purificacion de una RET

Una RET fue expresada como una proteina de fusién con GST recombinante humana (aqui en lo sucesivo, también
referida como "proteina recombinante RET") en una célula de insecto (Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)) de acuerdo
con el método del Sistema de Expresion de Baculovirus. La proteina recombinante RET expresada fue purificada por
cromatografia de afinidad usando una GSH-agarosa (de Sigma) o una Ni-NTH-agarosa (de Qiagen). La pureza y la
identificacion de la proteina se pueden confirmar por una tincién con plata por SDS-PAGE y una transferencia de
borrén Western usando un anticuerpo especifico para RET.

2. Determinacion de la actividad inhibidora de la actividad de la cinasa de RET

En primer lugar, a cada pocillo de una FlashPlate de 96 pocillos revestida con estreptavidina (de Perkin ElImer/NEM),
se le afiadieron consecutivamente 20 pl de una solucion de reaccion patron, 5 yl de una solucion de ATP (diluida con
H20), 5 ul de la sustancia de ensayo (como una solucién acuosa al 10 % en dimetilsulféxido) y una solucién
mezclada que incluia 10 pl de una solucién que contenia 50 ng de la proteina recombinante RET y 10 ul de una
solucion que contenia 125 ng de Poli(Glu, Tyr)a.1 biotinilado. Esta solucion de reaccion de cinasa (50 pl) contenia 60
mM de HEPES-NaOH (pH 7,5), 3 mM de MgCl;, 3 mM de MnCl,, 3 uM ortovanadato de Na, 1,2 mM de DTT, 50
pg/ml de PEGaoo00, Y 1 UM de [y->*P]-ATP.

Como las sustancias de ensayo se usaron las siguientes:

(a) la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida (metanosulfonato);

(b) el 6-[2-(metilcarbamoil)fenilsulfanil]-3-E-[2-(piridin-2-il)etenillindazol (aqui en lo sucesivo, también referido como
"AG013736"),

(c) la (2-dietilaminoetillamida del acido 5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-
carboxilico (aqui en lo sucesivo, también referida como "SU11248"; Clinical Cancer Research, 9, 327-337, 2003,
Journal of Medicinal Chemistry., 46: 1116-9, 2003., documento WO01/060814) (véase la Formula (l11))

(d) la KRN951; o

(e) la 4-[(4-fluoro-2-metilindol-5-il)oxi]-6-metoxi-7-[3-(pirrolidin-1-il)propoxi] quinazolina (aqui en lo sucesivo, también
referida como "AZD2171"; Cancer Research. 65:4389-400, 2005, documento W000/47212) (véase la Férmula (V))
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La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida se produjo de acuerdo con
las descripciones de la publicacién de patente internacional N° 02/32872 documento (WO02/32872) y de la
publicacion de patente internacional N° 2005/063713 documento (WO2005/063713).

El AG013736 se produjo basandose en la descripcion de la publicacion de patente internacional N° 01/002369
documento (WO01/002369). La SU11248 se produjo basandose en la descripcion de la publicacion de patente
internacional N° 01/060814 documento (WO01/060814). La KRN951 se produjo basandose en la descripcion de la
publicacion de patente internacional N° 02/088110 documento (W002/088110). La AZD2171 se produjo basandose
en la descripcion de la publicacion de patente internacional N° 00/47212 documento (WO00/47212).

Seguidamente, la solucion de reaccion fue incubada a 30°C durante 80 minutos, después de lo cual se afiadieron 50
pl de una solucién al 2 % (v/v) de H3PO4 para terminar la reaccion.
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La placa de 96 pocillos fue lavada y aspirada dos veces con 200 pl de una solucion al 0,9 % (p/v) de NaCl.

La cantidad de la incorporacion de ¥p; se puede evaluar determinando la radiactividad sobre la placa con un
contador de la escintilacién sobre una microplaca (de Microbeta, Wallac).

La manipulacién fue realizada con un sistema roboético de BeckmanCoulter/Sagian.

La concentracion de la sustancia de ensayo que se requeria con el fin de inhibir la actividad de una cinasa de RET
en un 50 % (ICso) fue calculada usando una radiactividad especifica de **P en concentraciones variables (10 valores
puntuales variando desde 10 uM hasta 0,0003 uM) con el Prism 3.03 (de Windows, Graphpad, San Diego, California,
EE.UU.).

En este caso, se supuso que era de 0 % el valor obtenido para el caso de que se afiadiese solamente el substrato
Poli(Glu, Tyr)s:1 (sin la adicion de la proteina recombinante RET) mientras que se supuso que era de 100 % el valor
obtenido para el caso de que se afadiesen la proteina recombinante RET y el substrato Poli(Glu, Tyr)s1 (sin la
adicion de la sustancia de ensayo).

La actividad como cinasa en la presencia de la sustancia de ensayo en cada concentracion fue evaluada como el
porcentaje del valor obtenido restando el valor de 0 % desde el valor de la radiactividad con respecto del valor
obtenido restando el valor de 0 % desde el valor de 100 %. Basandose en este porcentaje (%), se calculo la
concentracion de la sustancia de ensayo que se requeria con el fin de inhibir la actividad de la cinasa de RET en un
50 % (ICsp).

Como un resultado de ello, se encontré6 que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de una cinasa de RET (ICso = 35 nM) Ademas de ello, se
encontré que la SU11248, la KRN951 y la AZD2171 tienen una actividad inhibidora de una cinasa de RET (ICso = 64,
92 y 75 nM, respectivamente). El AG013736 tiene una ICso de 5.600 nM. Por lo demas, las sustancias de ensayo
diferian en el nivel de la actividad inhibidora de una cinasa de RET.

EJEMPLO 2: Efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET sobre una fosforilacion RET que es
independiente del ligando en el linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano

1. Preparacion de un extracto de células

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano (TT, adquirido de ATCC) fue suspendido en el medio
RPMI1640 que contenia 15 % de FBS (adquirido de Sigma). TT es una célula que expresa una RET en donde la
cisteina situada en el codon 634 en la secuencia de aminoacidos de RET de tipo salvaje ha sido mutada con
triptéfano (Biochemical and Biophysical Research Communications, 207, 1022-1028, 1995). Dos ml de esta
suspension de células por pocillo (4 x 10° células/ml) se afadieron a una placa de cultivo de células con 6 pocillos
(adquirida de FALCON), y se cultivaron en una incubadora con CO; al 5 % (37°C) durante una noche. Después de
una cultivacion, el material sobrenadante se retiré de cada pocillo y se afadieron 1,8 ml del medio RPMI1640 que
contenia 15 % de FBS. Luego, se afadieron 0,2 ml de la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida (metanosulfonato) (diluida en el medio
RPMI1640 que contenia 15 % de FBS) disuelta en dimetilsulféxido y se cultivaron en una incubadora con COz al 5 %
(37°C) durante una hora. El material sobrenadante se retiré6 de cada pocillo, que fue luego lavado con 400 ul, de
PBS, y afiadido con 100 pl de un tampén solubilizante (50 mM de Hepes (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 10 % (v/v) de
glicerol, 1 % de Triton X-100, 1,5 mM de MgCl,, 1 mM de EDTA (pH 8,0), 100 mM de NaF, 1 mM de PMSF, 10 pg/mi
de Aprotinina, 50 pg/ml de Leupeptina, 1 ug/ml de Pepstatina Ay 1 mM de NazVO,). Las células presentes en esta
solucion se cosecharon con un dispositivo raspador y se trataron a 15.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Se afadioé
un tampdn SDS al material sobrenadante y se sometié a un tratamiento a 94°C durante 5 minutos para solubilizar la
proteina, que fue luego preparada a razén de 20 ug/10 pl, como un extracto de células.

2. Electroforesis y transferencia de borrén Western

El extracto de células (20 ug/10 pl) fue sometido a una electroforesis en un gel de poliacrilamida con un gradiente de
4-20 % (adquirido de Daiichi Pure Chemicals), seguida por una transferencia en una membrana de PVDF (adquirida
de Amersham pharmacia biotech) por una técnica convencional. Luego, la membrana transferida fue sometida a una
inmunotransferencia usando un anticuerpo anti-RET (anti-RET, adquirido de Cell Signalling), un anticuerpo anti-RET
fosforilada (anti-fosfo RET (Tyr 905), adquirido de Cell Signalling), un anticuerpo anti-Erk1/2 (anti-Erk1/2, adquirido
de Cell Signalling) o un anticuerpo anti-Erk1/2 fosforilada (anti-fosfo-Erk1/2, adquirido de Cell Signalling) como
anticuerpo primario, y un anticuerpo anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa de rabano rusticano (Anticuerpo
anti-lgG de conejo, engarzado con HRP (adquirido de Cell Signalling)) como anticuerpo secundario. La membrana
fue lavada y luego tratada con Super Sefial (adquirido de PIERCE) para el revelado del color.
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La actividad de autofosforilacion de una RET (en %) de cada pista se determind suponiendo que la absorbencia del
extracto de células, libre de la sustancia de ensayo, que se habia afiadido a un pocillo era una actividad de
autofosforilacion de una RET de 100 %. La actividad de autofosforilacion de una RET (en %) se determin6 mientras
que se hacia variar escalonadamente la concentracion de la sustancia de ensayo para calcular la concentracion (en
%) de la sustancia de ensayo que se requeria para inhibir en un 50 % la actividad de autofosforilacion de una RET
(ICs0).

Como un resultado de ello, la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolina-carboxamida
inhibe a la fosforilacion de una RET de una manera dependiente de la concentraciéon (ICso = 27 nM) (Figura 1).
Ademas de ello, también se encontr6 que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolina-carboxamida inhibe una fosforilacion de una de las moléculas situadas corriente abajo de RET, Erk1/2, que
esta asociada con una sefal de crecimiento de células, en una concentracién similar a la usada para la cinasa de
RET (Figura 1).

EJEMPLO 3: Efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET sobre el crecimiento de células del el linaje
celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano (TT, adquirido de ATCC) fue suspendido en el medio
RPMI1640 que contenia 15 % de FBS (adquirido de Sigma). 0,1 ml por pocillo de esta suspension de células (3 x
10 células/ml) se afiadieron a una placa de cultivo de células de 96 pocillos (adquirido de NUNC), y se cultivaron en
una incubadora con CO; al 5 % (37°C) durante una noche. Después de la cultivacion, se afiadieron a cada pocillo
01 ml de la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) diluida en el medio RPMI1640 que contenia 15 % de FBS y se cultivaron
ulteriormente en una incubadora con CO; al 5 % (37°C) durante 10 dias. Después de la cultivacion, se afiadieron a
cada pocillo 10 pl de Cell Counting Kit-1 (adquirido de DOJINDO), tratado en una incubadora con COz al 5 % (37°C)
para el revelado del color y se determiné la absorbencia de cada pocillo con el lector de placas MTP-500 (de Corona
Electric) en la longitud de onda de mediciéon de 415 nm y la longitud de onda de referencia de 660 nm. Se determind
el porcentaje (en %) de la absorbencia de cada pocillo con la sustancia de ensayo comparandolo con la absorbencia
de un pocillo sin la sustancia de ensayo, basandose en lo cual se determiné la concentracion de la sustancia de
ensayo que se requeria con el fin de inhibir el crecimiento de células en un 50 % (ICso).

Como un resultado de ello, se encontré6 que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de ICso = 78 nM contra el crecimiento del linaje celular (TT) del
carcinoma de tiroides medular humano.

EJEMPLO 4: Efecto antitumoral de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET en un modelo para el trasplante
subcutaneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano.

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano. (TT, adquirido de ATCC) se cultivd a 37°C en un medio
RPMI1640 (que contenia 15 % de FBS) en una incubadora con CO; al 5 % hasta una confluencia de
aproximadamente 80 %, y las células se cosecharon con tripsina-EDTA de acuerdo con un método general. Las
células se suspendieron en un tampén de fosfato para preparar una suspension de 1 x 108 células/ml. 0,1 ml cada
una de las resultantes suspensiones de células se trasplantaron por via subcutanea a un ratén desprovisto de
inmunidad en el costado de su cuerpo (adquirido de Charles River).

Una vez que el volumen de un tumor llegé a aproximadamente 100-200 mm? después del trasplante, se administré
por via oral la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) a razén de 10 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg, una vez por dia, durante
cuatro semanas. Los ejes mayor y menor de los tumores se midieron con un calibre Digimatic (de Mitsutoyo), y los
volumenes de los tumores se calcularon de acuerdo con la siguiente férmula.

Volumen de un tumor (TV) = Eje mayor del tumor (en mm) x (Eje menor del tumor)? (en mm?) / 2
Como un resultado de ello, se encontré6 que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene un efecto antitumoral dependiente de la dosis en un modelo para el trasplante

subcutaneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano (Figura 2).

EJEMPLO 5: Efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET sobre la fosforilacién de RET en un modelo
para el trasplante subcutaneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano. (TT, adquirido de ATCC) se cultivé a 37°C en un medio

RPMI1640 (que contenia 15 % de FBS) en una incubadora con CO; al 5 % hasta una confluencia de

aproximadamente 80 %, y las células se cosecharon con tripsina-EDTA de acuerdo con un método general. Las
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células se suspendieron en un tampdn de fosfato para preparar una suspension de 1 x 108 células/ml. 0,1 ml cada
una de las resultantes suspensiones de células se trasplantaron por via subcutanea a un ratén desprovisto de
inmunidad en el costado de su cuerpo (adquirido de Charles River).

Una vez que el volumen de un tumor llegé a aproximadamente 100-200 mm? después del trasplante, se administré
por via oral la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) a razén de 10 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg, Los tumores se reseccionaron
alas 2, 8, 12 6 24 horas después de la administracion, y a ellos se les afiadieron un tampdn solubilizante (50 mM de
Hepes (pH 7,4), 150 mM de NaCl, 10 % (v/v) de glicerol, 1 % de Triton X-100, 1,5 mM de MgCl;, 1 mM de EDTA (pH
8,0), 100 mM de NaF, 1 mM de PMSF, 10 ug/ml de Aprotinina, 50 ug/ml de Leupeptina, 1 ug/ml de Pepstatina A, 1
mM de NaszVO,), 25 mM de B-glicerofosfato, y el coctel Il de inhibidores de fosfatasa (de SIGMA)) y se homogeneizo.
El tratamiento a 15.000 rpm y 4°C durante 15 minutos y la adicién de un tampdn de SDS al material sobrenadante
fueron seguidos por un tratamiento a 94°C durante 5 minutos para solubilizar a la proteina a razén de 20 pg/10 pl
con el fin de preparar el extracto de células. El extracto de células fue sometido a una electroforesis y a una
inmunotransferencia de la misma manera que en el Ejemplo 2.

Como un resultado de ello, se encontré6 que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de la autofosforilacion de una RET en la dosis que se encontré
que ejerce un efecto antitumoral en el modelo para el trasplante subcutaneo del linaje celular (TT) del carcinoma de
tiroides medular humano (Figura 3).

A partir de estos resultados, se mostré que se esperaba que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada
a usarse en el invento sea mas eficaz para unos organismos que comprenden unas células que expresan una RET
mutante. Se demostré también que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a usarse en el invento
es util como un agente terapéutico destinado a tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto
que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de
tiroides medular esporadico, asi como del carcinoma de tiroides.

[Ejemplo de referencia]

Aqui en lo sucesivo, se describira un método para producir una formulaciéon de una de las sustancias inhibidoras de
la cinasa de RET, la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida como un
ejemplo de referencia.

(Produccién de una composicion farmacéutica)
(1) Tableta de 1 mg

24 g de crystal (C) de metanosulfonato de 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (aqui en lo sucesivo, también referida como "crystal (C)", que se produjo de acuerdo con el
método que se ha descrito en el Ejemplo 7 del documento W02005/063713) y 192 g de acido silicico anhidro ligero
(agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon
Aerosil) se mezclaron con 20 | de Super Mixer, y luego se afadieron ulteriormente 1.236 g de D-manitol (excipiente,
de Towa-Kasei), 720 g de celulosa cristalina (excipiente vendido bajo la marca comercial de Avicel PH101, de Asahi
Kasei) y 72 g de una hidroxipropilcelulosa (agente aglutinante vendido bajo la marca comercial de HPC-L, de Nippon
Soda) y se mezclaron conjuntamente. Subsiguientemente, se afiadié una cantidad apropiada de etanol anhidro para
obtener un cuerpo granulado que contenia crystal (C). Este cuerpo granulado se seco en un secador de estantes (a
60°C), y luego se reguld en cuanto al tamafio usando un Power Mill (molino enérgico) para obtener granulos.
Conjuntamente con los granulos, se colocaron 120 g de croscarmellosa de sodio (agente desintegrante vendido bajo
la marca comercial de Ac-Di-Sol, FMC International Inc.) y 36 g de estearil fumarato de sodio (agente lubricante, de
JRS Pharma LP) y se mezclaron conjuntamente en un mezclador volteador con una capacidad de 20 |, y se
moldearon con una maquina para producir tabletas con el fin de obtener tabletas con una masa total de 100 mg por
tableta. Por lo demas, las tabletas se revistieron usando una solucion acuosa al 10 % de Opadry yellow (amarillo)
(OPADRY 03F42069 YELLOW, de Colorcon Japén) como una soluciéon de revestimiento con una maquina para
revestir tabletas, obteniendo de esta manera unas tabletas revestidas con una masa total de 105 mg por tableta.

(2) Tableta de 10 mg

60 g de crystal (C) y 192 g de acido silicico anhidro ligero (agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de

AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon Aerosil) se mezclaron con 20 | de Super Mixer, y luego se

afadieron ulteriormente 1.200 g de D-manitol (excipiente, de Towa-Kasei), 720 g de celulosa cristalina (excipiente

vendido bajo la marca comercial de Avicel PH101, de Asahi Kasei) y 72 g de una hidroxipropilcelulosa (agente

aglutinante vendido bajo la marca comercial de HPC-L, de Nippon Soda) y se mezclaron conjuntamente.

Subsiguientemente, se afiadié una cantidad apropiada de etanol anhidro para obtener un cuerpo granulado que
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contenia crystal (C). Este cuerpo granulado se secé en un secador de estantes (a 60°C), y luego se regulé en cuanto
al tamafo usando un Power Mill para obtener granulos. Conjuntamente con los granulos, se colocaron 120 g de
croscarmellosa de sodio (agente desintegrante vendido bajo la marca comercial de Ac-Di-Sol, FMC International
Inc.) y 36 g de estearil fumarato de sodio (agente lubricante, de JRS Pharma LP) y se mezclaron conjuntamente en
un mezclador volteador con una capacidad de 20 |, y se moldearon con una maquina para producir tabletas con el fin
de obtener tabletas con una masa total de 400 mg por tableta. Por lo demas, las tabletas se revistieron usando una
solucion acuosa al 10 % de Opadry yellow (OPADRY 03F42069 YELLOW, de Colorcon Japon) como una solucion
de revestimiento con una maquina para revestir tabletas, obteniendo de esta manera unas tabletas revestidas con
una masa total de 411 mg por tableta.

(3) Tableta de 100 mg

31,4 g de crystal (C) y 4 g de acido silicico anhidro ligero (agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de
AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon Aerosil) se mezclaron con 1 | de Super Mixer, y luego se
afadieron ulteriormente 40,1 g de hidrégeno fosfato de calcio anhidro (excipiente, Kyowa Chemical Industry), 10 g
de una hidroxipropilcelulosa sustituida en bajo grado (agente aglutinante vendido bajo la marca comercial de L-HPC
(LH-21), de Shin-Etsu Chemical) y 3 g de una hidroxipropilcelulosa (agente aglutinante vendido bajo la marca
comercial de HPC-L, de Nippon Soda) y se mezclaron conjuntamente. Subsiguientemente, se afiadié una cantidad
apropiada de etanol anhidro para obtener un cuerpo granulado que contenia crystal (C). Este cuerpo granulado se
secO en un secador de estantes (60°C), y luego se granulé usando un Power Mill para obtener granulos.
Conjuntamente con los granulos, se mezclaron 10 g de croscarmellosa de sodio (agente desintegrante vendido bajo
la marca comercial de Ac-Di-Sol, FMC International Inc.) y 1,5 g de estearil fumarato de sodio (agente lubricante,
JRS Pharma LP) y se moldearon con una maquina para producir tabletas con el fin de obtener tabletas con una
masa total de 400 mg por tableta.

APLICABILIDAD INDUSTRIAL

El presente invento proporciona un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de
RET, como se ha definido mas arriba, destinada a su uso en un método para tratar por lo menos una enfermedad
seleccionada entre el conjunto que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides
papilar y del carcinoma de tiroides medular esporadico, el uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para
producir dicho agente terapéutico, y la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicho agente terapéutico.

El presente invento también proporciona un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una
cinasa de RET, como se ha definido en el presente texto, destinado a tratar un carcinoma de tiroides, el uso de la
sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicho agente terapéutico, y la sustancia inhibidora de una
cinasa de RET para dicho agente terapéutico.

Por otra parte, el presente invento proporciona una composicion farmacéutica destinada a su uso en un método para
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composicién una sustancia inhibidora de una cinasa de RET,
como se ha definido mas arriba, para administrarla a un organismo que incluye una célula que expresa una RET
mutante, el uso de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para producir dicha composicion farmacéutica, y la
sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicha composicién farmacéutica.

La presente divulgacion también se refiere a unos métodos de usar el agente terapéutico del invento, a un método
para tratar un carcinoma de tiroides que comprende la administraciéon a un organismo que incluye una célula que
expresa una RET mutante, y un agente inhibidor de una cinasa de RET como se ha definido mas arriba.

Por lo demas, la presente divulgacion proporciona un método para predecir el efecto de una sustancia inhibidora de
una cinasa de RET.

Mas especificamente, el efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET se puede predecir usando la
presencia o la ausencia de una mutacion de RET en la célula como una indicacion.

Puesto que el método de acuerdo con la presente divulgacion hace posible predecir el efecto del compuesto sin

administrar el compuesto al paciente, se ha hecho posible seleccionar un paciente del que se espera que sea mas
susceptible al compuesto. Por lo tanto, se ha hecho posible una contribucién a la QOL del paciente.
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<130> G08-0027
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< 141> 2007-05-17
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< 151> 2006-05-18

<160> 20

<170> Patentln version 3.3

<210> 1

< 211> 4757

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 1

ccgaagcagg gcgegcecagea gegetgagtg
cgtcgegtec gecgegeecce gggeggggat
atccagaccc gccggeccta gecgecagtec
atggcgaagg cgacgtcecgg tgeegegggg
ctgctaggca aagtggcatt gggectctac
tatgtggacc aggcggceccegg cacgeccttg
gaggaggtge ccagecttceg cctgggcecag
catgagaaca actggatctg catccaggag
ctggaccata gctcctggga gaagctcagt
gtctacctca aggtcttect gtcacccaca
ggctgtgeece gegtatactt ctecttette
aagccccggg agctctgett cccagagaca
cccccaggea ccttccacca gtteegecetg
agcgtggeet acaggctcct ggagggtgag
ctggaggtga gcacgegetg ggeecectggac
gcegtgtgea ccgtgecacge cggegegege

accgtgtacg acgaggacga ctcggegecec

cccecggaacg
ggggeggeea
ctccagecegt
ctgegtetge
ttctcgaggsg
ctgtacgtcc
catctctacg
gacaccggcc
gteccgcaacce
tceettegtg
aacacctcct
aggccctect
ctgeetgtge
ggtctgeeet
cgcgagceage
gaggaggtgg

accttccecg

tgegtegege
gactgagcgc
ggeeeccageg
tgttgetget
atgcttactg
atgccctgeg
gcacgtaccg
tcetetaccet
geggetttee
agggcgagtg
ttccagectg
tccgecatteg
agttcttgtg
tcecgetgege
gggagaagta
tgatggtgee

cgggegtcega

25

cccecagtgte
cgcacccgce
cgcacgggeg
gctgetgeeg
ggagaagctg
ggacgcccct
cacacggctg
taaccggagc
cctgctcace
ccagtggeca
cagctcccte
ggagaaccga
ccccaacatce
cccggacage
cgagctggtg
cttcceggtg

caccgccage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



geegtggtegg
gcagacgtgg
ggggacacct
caggccaacg
aacctctcca
ttccagggee
agcctgcacc
cagatcggga
aagctgcatt
acctcgggga
cttcactaca
cttgtaacag
gtcagcaaga
tgtgagtgga
agcaccaaga
tgcectcagg
gggattaaag
gagcccgaag
getgtectcet
cacaagtttg
caggccttce
gagaaccagg
cggaagaact
gcaacggcct
aaagagaacg
caggtcaacc

ctcctecateg

aaagtggggc

agttcaagcg
tacctgcatc
gggcecagea
gcagecttcgt
tctcggagaa
caggagegeg
tgcccagtac
aagtctgtgt
cctetggtge
tcectgtttgt
teggtggtege
tggaggggtc
gacggctgga
ggcaaggaga
cctgeececga
actgcctceg
ctggetatgg
acatccagga
tctecttcat
cccacaagcc
cggtcagcta
tctccgtgga
tggttettgg
tccatctgaa
ccteceecgag
acccacatgt
tggagtacgce

ctggctacct

gaaggaggac
aggggagetg
gaccttecegg
gcgggegace
ccgcaccatg
cgtecetettg
ctactccctc
ggaaaactgc
caactgcagc
gaatgacacc
caccgaccag
atatgtggcc
gtgtgaggag
tggcaaaggg
cggccactge
gggcagcatt
cacctgcaac
tccactgtge
cgtctecggtg
acccatctcc
ctectettee
tgccttcaag
aaaaactcta
aggcagagca
tgagctgcega
catcaaattg

caaatacggc

gggcagtgga
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accgtggtee
gtgaggeggt
gtggaacact
gtacatgact
cagctggegg
ctccacttca
tccgtgagea
caggcattca
acgctagggg
aaggccctge
cagacctcta
gaggaggcgg
tgtggeggee
atcaccagga
gatgttgtgg
gttgggggac
tgctteectg
gacgagcectgt
ctgectgtetg
tcagctgaga
ggtgceegee
atcctggagg
ggagaaggceg
gggtacacca
gacctgetgt
tatggggect
tceetgegeg

ggcagccgea

ccacgctgeg
acacaagcac
ggcccaacga
ataggctggt
tgctggtcaa
acgtgtcggt
ggagggcteg
gtggcatcaa
tggtcacctc
ggecggeecaa
ggcaggeccea
gctgeeccecet
tgggctcccee
acttctccac
agacccaaga
acgagcctgg
aggaggagaa
gccgecacggt
ccttctgeat
tgaccttccg
ggeecteget
atccaaagtg
aatttggaaa
cggtggeegt
cagagttcaa
gcagccagga
gcttceteeg

actccagctc

26

tgtcttcgat
gctgetcecece
gacctcggtce
tctcaaccgg
tgactcagac
gctgeeggte
ccgatttgee
cgtccagtac
agccgaggac
gtgtgccgaa
ggcccagetg
gtcctgtgeca
aacaggcagg
ctgectectece
catcaacatt
ggagccecegg
gtgecttetge
gatcgcagcc
ccactgctac
gaggcccgee
ggactccatg
ggaattccct
agtggtcaag
gaagatgctg
cgtcctgaag
tggeeecgete
cgagagccge

cctggaccac

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



ccggatgage
gggatgcagt
ctggtagetg
gaagaggatt
gaatcccttt
ctgtgggaga
ttcaacctte
taccgcctga
atcagcaaag
tccactccat
gtggactgta
ctctatggca
gatggcacta
ctttcaccct
ggtaatggac
ttgtgaacgt
agtttgtttt
agacatgcca
gtgcccagea
acatgtgteg
tttctagttg
gcagtaggaa
ggggectggs
tgggeetgge
ccttaggaag
agagattcca
cacatttgtc
ccecectgatga

gaggectttge

gggececteac
atctggecega
aggggeggaa
cctacgtgaa
ttgatcatat
tcgtgacccet
tgaagaccgg
tgctgecaatg
acctggagaa
ctgactccct
ataatgccce
tgtcagaccc
acactgggtt
cagcggcaaa
tcacaagggg
cacattggcc
aacttccaag
caccgggtaa
gcacccagtg
gtccaacact
ccgeccaaaca
aaatgctgge
ggtagtgtca
ctcagcattce
acatttggtt
tgccatcttt
cceecgggecee
gaacagtatg

tgctgtgaat

catgggcgac
gatgaagctc
gatgaagatt
gaggagccag
ctacaccacg
agggggaaac
ccaccggatg
ctggaagcag
gatgatggtt
gatttatgac
ccteecctega
gaactggcct
tccaagatat
attaatggac
aagaaacatg
gageccgtgtt
gtggttttac
gagctctgag
ttggtctgtg
tactacctgg
aggcaaaaaa
cctgatgacc
atgcccctee
gagatctiga
ttcatcatga
actatgtgga
accacatcat
aagaaagggs

cccacctgece
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ctcatctcat
gttcatcggg
tcggatttcg
ggtcggatte
caaagtgatg
ccctatectg
gagaggcecag
gagccggaca
aagaggagag
gacggcectet
gceecteecett
ggagagagtc
ccaaatgata
acgtttgata
ctgagaatgg
cagttcccag
ttctgatage
tcttagtggt
tccatcagtg
tgtatgaaat
atttaaacat
tgtccttatt
agggetggag
gaatgatttt
ttaagatgat
tggtggtatc
cctcacgtgt
getgttggag

accagcctge

ttgcetggea
acttggcagc
gettgtceeg
cagttaaatg
tatggtcttt
ggattcctee
acaactgcag
aaaggceceggt
actacttgga
cagaggagega
ccacatggat
ctgtaccact
gtgtatatge
gttaacattt
aaagtctacc
gtggcagact
cggtgatttt
taagcattcc
accaccaaca
tggacctgaa
gaagcacaca

cagaatgaga

gggaagaggs

tttttaatca
tcctagattt
agggaagagg
tcggtactga
tcccagaatt

agcacacccce
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gatctcacag
cagaaacatc
agatgtttat
gatggcaatt
tggtgteetg
tgagcggcetce
cgaggagatg
gtttgeggac
ccttgeggeg
gacaccgetg
tgaaaacaaa
cacgagagct
taactggatg
ctttgtgaaa
ggcectttet
cgtttttggt
ccctectage
tttctcttea
ttctgtgttc
ctgttggatt
cacaaaaaag
gactgcgeeg
gccecegagga
tgcaaccttt
agcacaatgg
gctcacaaga
gcagccacta
gctgacagea

acagccaagt

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440
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agaggcgaaa gcagtggctce atcctacctg ttaggagcag gtagggettg tactcacttt

aatttgaatc ttatcaactt actcataaag ggacaggcta gctagetgtg ttagaagtag

caatgacaat gaccaaggac tgctacacct ctgattacaa ttctgatgtg aaaaagatgg

tgtttggete ttatagagcc tgtgtgaaag gecccatggat cagctcttee tgtgtttgta

atttaatgct gctacaaggt gtttctgttt cttagattct gaccatgact cataagctte

ttgtcattct tcattge

<210> 2
<211> 1114
<212>PRT

< 213> Homo sapiens

<400> 2
Met Ala Lys
1

Leu Leu Leu

Arg Asp Ala
35

Pro Leu Leu
50

Ser Phe Arg
65

His Glu Asn

Leu Asn Arg

Asn Arg Gly
115

Pro Thr Ser
130

Ala

Pro

20

Tyr

Tyr

Leu

Asn

Ser

100

Phe

Leu

Thr

5

Leu

Trp

Val

Gly

Trp

85

Leu

Pro

Arg

Ser Gly Ala Ala Gly Leu Arg Leu Leu Leu Leu
10 15

Leu Gly Lys Val Ala Leu Gly Leu Tyr Phe Ser
25 30

Glu Lys Leu Tyr Val Asp Gln Ala Ala Gly Thr
40 45

His Ala Leu Arg Asp Ala Pro Glu Glu Val Pro
55 60

Gln His Leu Tyr Gly Thr Tyr Arg Thr Arg Leu
70 75 80

Ile Cys Ile Gln Glu Asp Thr Gly Leu Leu Tyr
90 95

Asp His Ser Ser Trp Glu Lys Leu Ser Val Arg
105 110

Leu Leu Thr Val Tyr Leu Lys Val Phe Leu Ser
120 125

Glu Gly Glu Cys Gln Trp Pro Gly Cys Ala Arg
135 140

28

4500

4560

4620

4680

4740

4757



Val

145

Lys

Arg

Val

Gly

Thr

225

Ala

Pro

Pro

Glu

Pro

305

Gly

Glu

Asp

Thr

Tyr

Pro

Glu

Gln

Glu

210

Arg

Val

Phe

Ala

Asp

290

Ala

Asp

Thr

Tyr

Met

Phe

Arg

Asn

Phe

195

Gly

Trp

Cys

Pro

Gly

275

Thr

Ser

Thr

Ser

Arg

355

Gln

Ser

Glu

Arg

180

Leu

Leu

Ala

Thr

Val

260

Val

Val

Gly

Trp

Val

340

Leu

Leu

Phe

Leu

165

Pro

Cys

Pro

Leu

Val

245

Thr

Asp

Val

Glu

Ala

325

Gln

Val

Ala

Phe Asn
150

Cys Phe

Pro Gly

Pro Asn

Phe Arg

215

Asp Arg

230

His Ala

Val Tyr

Thr Ala

Ala Thr

295

Leu Val

310

Gln Gln

Ala Asn

Leu Asn

Val Leu

Thr

Pro

Thr

Ile

200

Cys

Glu

Gly

Asp

Ser

280

Leu

Arg

Thr

Gly

Arg

360

Val

Ser

Glu

Phe

185

Ser

Ala

Gln

Ala

Glu

265

Ala

Arg

Arg

Phe

Ser

345

Asn

Asn

Phe

Thr

170

His

Val

Pro

Arg

Arg

250

Asp

Val

Val

Tyr

Arg

330

Phe

Leu

Asp
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Pro

155

Arg

Gln

Ala

Asp

Glu

235

Glu

Asp

Val

Phe

Thr

315

Val

Val

Ser

Ser

Ala

Pro

Phe

Tyr

Ser

220

Lys

Glu

Ser

Glu

Asp

300

Ser

Glu

Arg

Ile

Asp

Cys

Ser

Arg

Arg

205

Leu

Tyr

Val

Ala

Phe

285

Ala

Thr

His

Ala

Ser

365

Phe

Ser

Phe

Leu

190

Leu

Glu

Glu

Val

Pro

270

Lys

Asp

Leu

Trp

Thr

350

Glu

Gln

29

Ser

Arg

175

Leu

Leu

Val

Leu

Met

255

Thr

Arg

Val

Leu

Pro

335

Val

Asn

Gly

Leu

160

Ile

Pro

Glu

Ser

Val

240

Val

Phe

Lys

Val

Pro

320

Asn

His

Arg

Pro



Gly

385

Ser

Arg

Phe

Cys

Leu

465

Leu

Gln

Ala

Glu

Gln

545

Ser

Asp

Gly

370

Ala

Leu

Arg

Ser

Ser

450

Phe

His

Ala

Gly

Glu

530

Gly

Thr

Ile

His

Gly

His

Phe

Gly

435

Thr

Val

Tyr

Gln

Cys

515

Cys

Asp

Lys

Asn

Glu
595

Val

Leu

Ala

420

Ile

Leu

Asn

Met

Leu

500

Pro

Gly

Gly

Thr

Ile

580

Pro

Leu

Pro

405

Gln

Asn

Gly

Asp

Val

485

Leu

Leu

Gly

Lys

Cys

565

Cys

Gly

Leu

390

Ser

Ile

Val

Val

Thr

470

Val

Val

Ser

Leu

Gly

550

Pro

Pro

Glu

375

Leu

Thr

Gly

Gln

Val

455

Lys

Ala

Thr

Cys

Gly

535

Ile

Asp

Gln

Pro

His

Tyr

Lys

Tyr

440

Thr

Ala

Thr

Val

Ala

520

Ser

Thr

Gly

Asp

Arg
600

Phe

Ser

Val

425

Lys

Ser

Leu

Asp

Glu

505

Val

Pro

Arg

His

Cys

585

Gly

Asn

Leu

410

Cys

Leu

Ala

Arg

Gln

490

Gly

Ser

Thr

Asn

Cys

570

Leu

Ile
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Val

395

Ser

Val

His

Glu

Arg

475

Gln

Ser

Lys

Gly

Phe

555

Asp

Arg

Lys

380

Ser

Val

Glu

Ser

Asp

460

Pro

Thr

Tyr

Arg

Arg

540

Ser

Val

Gly

Ala

Val

Ser

Asn

Ser

445

Thr

Lys

Ser

Val

Arg

525

Cys

Thr

Val

Ser

Gly
605

Leu

Arg

Cys

430

Gly

Ser

Cys

Arg

Ala

510

Leu

Glu

Cys

Glu

Ile

590

Tyr

30

Pro

Arg

415

Gln

Ala

Gly

Ala

Gln

495

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

575

Val

Gly

Val

400

Ala

Ala

Asn

Ile

Glu

480

Ala

Glu

Cys

Arg

Pro

560

Gln

Gly

Thr



Cys

Ile

625

Ala

Ile

Glu

Ser

Ser

705

Arg

Lys

Thr

Leu

Pro

785

Leu

Arg

Asn

610

Gln

Val

His

Met

Ser

690

Val

Lys

Val

Thr

Arg

770

His

Leu

Glu

Cys

Asp

Leu

Cys

Thr

675

Gly

Asp

Asn

Val

Val

755

Asp

Val

Ile

Ser

Phe

Pro

Phe

Tyr

660

Phe

Ala

Ala

Leu

Lys

740

Ala

Leu

Ile

Val

Arg
820

Pro

Leu

Ser

645

His

Arg

Arg

Phe

Val

725

Ala

Val

Leu

Lys

Glu

805

Lys

Glu

Cys

630

Phe

Lys

Arg

Arg

Lys

710

Leu

Thr

Lys

Ser

Leu

790

Tyr

Val

Glu

615

Asp

Ile

Phe

Pro

Pro

695

Ile

Gly

Ala

Met

Glu

775

Tyr

Ala

Gly

Glu

Glu

Val

Ala

Ala

680

Ser

Leu

Lys

Phe

Leu

760

Phe

Gly

Lys

Pro

Lys

Leu

Ser

His

665

Gln

Leu

Glu

Thr

His

745

Lys

Asn

Ala

Tyr

Gly
825
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Cys

Cys

Val

650

Lys

Ala

Asp

Asp

Leu

730

Leu

Glu

Val

Cys

Gly

810

Tyr

Phe

Arg

635

Leu

Pro

Phe

Ser

Pro

715

Gly

Lys

Asn

Leu

Ser

795

Ser

Leu

Cys

620

Thr

Leu

Pro

Pro

Met

700

Lys

Glu

Gly

Ala

Lys

780

Gln

Leu

Gly

Glu

Val

Ser

Ile

Val

685

Glu

Trp

Gly

Arg

Ser

765

Gln

Asp

Arg

Ser

31

Pro

Ile

Ala

Ser

670

Ser

Asn

Glu

Glu

Ala

750

Pro

Val

Gly

Gly

Gly
830

Glu

Ala

Phe

655

Ser

Tyr

Gln

Phe

Phe

735

Gly

Ser

Asn

Pro

Phe

815

Gly

Asp

Ala

640

Cys

Ala

Ser

Val

Pro

720

Gly

Tyr

Glu

His

Leu

800

Leu

Ser
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Arg Asn Ser Ser Ser Leu Asp His Pro Asp Glu Arg Ala Leu Thr Met
835 840 845

Gly Asp Leu Ile Ser Phe Ala Trp Gln Ile Ser Gln Gly Met Gln Tyr
850 855 860

Leu Ala Glu Met Lys Leu Val His Arg Asp Leu Ala Ala Arg Asn Ile
865 870 875 880

Leu Val Ala Glu Gly Arg Lys Met Lys Ile Ser Asp Phe Gly Leu Ser
885 890 895

Arg Asp Val Tyr Glu Glu Asp Ser Tyr Val Lys Arg Ser Gln Gly Arg
‘ 900 905 910

Ile Pro Val Lys Trp Met Ala Ile Glu Ser Leu Phe Asp His Ile Tyr
915 920 925

Thr Thr Gln Ser Asp Val Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile
930 935 940

Val Thr Leu Gly Gly Asn Pro Tyr Pro Gly Ile Pro Pro Glu Arg Leu
945 950 955 960

Phe Asn Leu Leu Lys Thr Gly His Arg Met Glu Arg Pro Asp Asn Cys
965 970 975

Ser Glu Glu Met Tyr Arg Leu Met Leu Gln Cys Trp Lys Gln Glu Pro
980 985 990

Asp Lys Arg Pro Val Phe Ala Asp Ile Ser Lys Asp Leu Glu Lys Met
995 1000 1005

Met Val Lys Arg Arg Asp Tyr Leu Asp Leu Ala Ala Ser Thr Pro
1010 1015 1020

Ser Asp Ser Leu Ile Tyr Asp Asp Gly Leu Ser Glu Glu Glu Thr
1025 1030 1035

Pro Leu Val Asp Cys Asn Asn Ala Pro Leu Pro Arg Ala Leu Pro
1040 1045 1050

32
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Ser Thr Trp Ile Glu Asn Lys Leu Tyr Gly Met Ser Asp
1055 1060 1065

Trp Pro Gly Glu Ser Pro Val Pro Leu Thr Arg Ala Asp
1070 1075 1080

Asn Thr Gly Phe Pro Arg Tyr Pro Asn Asp Ser Val Tyr
1085 1090 1095

Trp Met Leu Ser Pro Ser Ala Ala Lys Leu Met Asp Thr
1100 1105 1110

Ser

<210> 3

< 211> 4161

< 212> ADN

< 213> Homo sapiens

<400> 3

ccgaagcagg gcgcegcecagea gegetgagtg cccecggaacg tgegtegege
cgtcgegtee geegegececce gggeggggat ggggeggeeca gactgagege
atccagaccc geccggeccta gecgecagtee ctccageegt ggecccageg
atggcgaagg cgacgtccgg tgcegegggg ctgegtetge tgttgetget
ctgctaggeca aagtggcatt gggectctac ttctcgaggg atgettactg
tatgtggacc aggcggecegg cacgececttg ctgtacgtce atgeecctgeg
gaggaggtge ccagcttccg cctgggecag catctctacg gecacgtacceg
catgagaaca actggatctg catccaggag gacaccggee tcctctacct
ctggaccata gctcctggga gaagctcagt gtccgecaacc geggetttee
gtctacctca aggtcttcct gtcacccaca tcccttegtg agggegagtg
ggetgtgeece gegtatactt cteettette aacacctecect ttccagectg
aagccceggg agetctgett cccagagaca aggccctcet tcecgeatteg
cccecaggea ccttccacca gttececgeectg ctgeectgtge agttettgtg
agcgtggeect acaggetcct ggagggtgag ggtctgecet tecgetgege

ctggaggtga gcacgcgetg ggeecctggac cgegagcage gggagaagta

gecegtgtgea cegtgeacge cggegegege gaggaggtgg tgatggtgee

33

Pro Asn

Gly Thr

Ala Asn

Phe Asp

cccecagtgte
cgecaccegee
cgcacgggcg
gctgetgeeg
ggagaagcetg
ggacgccccet
cacacggctg
taaccggage
cctgectcace
ccagtggeca
cagctcccte
ggagaaccga
ccccaacatc
cccggacage
cgagctggtg

cttcceggtg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960



accgtgtacg
geegtggteg
gcagacgigg
ggggacacct
caggccaacg
aacctctcca
ttccagggece
agcctgcacc
cagatcggga
aagctgcatt
acctcgggga
cttcactaca
cttgtaacag
gtcagcaaga
tgtgagtgga
agcaccaaga
tgcectcagg
gggattaaag
gagcccgaag
gctgtectcet
cacaagtttg
caggccttece
gagaaccagg
cggaagaact
gcaacggcect
aaagagaacg
caggtcaacc

ctcctecateg

acgaggacga
agttcaagcg
tacctgcatce
gggeccagea
gcagcttegt
tctcggagaa
caggagcges
tgcccagtac
aagtctgtgt
cctetggtge
tcetgtttgt
tggtggtege
tggaggggtc
gacggctgga
ggcaaggaga
cctgeeecga
actgcctecg
ctggctatgg
acatccagga
tctectteat
cccacaagcee
cggtcagcta
tcteegtgga
tggttctigg
tccatctgaa
cctececgag
acccacatgt

tggagtacge

ctcggegecee
gaaggaggac
aggggagetg
gaccttcegg
gegggegace
ccgcaccatg
cgtectecttg
ctactcccte
ggaaaactgc
caactgcagc
gaatgacacc
caccgaccag
atatgtggcc
gtgtgaggag
tggcaaaggg
cggccactge
gggcageatt
cacctgcaac
tccactgtge
cgtctcggtg
acccatctce
ctcctettee
tgccttecaag
aaaaactcta
aggcagagca
tgagctgcecga
catcaaattg

caaatacggc
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accttccceeg
accgtggtegg
gtgaggeggt
gtggaacact
gtacatgact
cagctggegg
ctccacttca
tccgtgagcea
caggcattca
acgctagggg
aaggccctge
cagacctcta
gaggaggcgg
tgtggeggee
atcaccagga
gatgttgteg
gttgggggac
tgctteectg
gacgagctgt
ctgectgtctg
tcagctgaga
ggtgceegee
atcctggagg
ggagaaggcg
gggtacacca
gacctgectgt
tatggggect

tccetgeggg

cgggegtega
ccacgectgeg
acacaagcac
ggceccaacga
ataggctggt
tgctggtcaa
acgtgtcggt
ggagggceteg
gtggcatcaa
tggtcaccte
ggeggececaa
ggcaggeeca
gctgeccecet
tgggetecce
acttctccac
agacccaaga
acgagcctgg
aggaggagaa
gcecgeacggt
ccttctgeat
tgaccttcceg
ggcecteget
atccaaagtg
aatttggaaa
cggtggeegt
cagagttcaa
gcagccagga

gcttecteeg

34

caccgccage
tgtcttcgat
gctgetecee
gacctcggtce
tctcaaccgg
tgactcagac
getgeeggte
ccgatttgec
cgtccagtac
agccgaggac
gtgtgccegaa
ggceccagetg
gtcctgtgea
aacaggcagg
ctgctctcee
catcaacatt
ggagccccegg
gtgettetge
gatcgcagcce
ccactgctac
gaggcccgee
ggactccatg
ggaattccct
agtggtcaag
gaagatgctg
cgtcctgaag
tggeeecgete

cgagagccge

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640



aaagtggggc
ccggatgage
gggatgcagt
ctggtagctg
gaagaggatt
gaatcccttt
ctgtgggaga
ttcaaccttc
taccgcctga
atcagcaaag
tccactccat
gtggactgta
ctctatggta
atccttecte
ctctgaacct
tgcaactatg
cttaggatgg
gttgaataag
gataaatata
cctgcactgg
agaggccacc
atgtccteca
ccactgetgt
tcagtgctaa
tacaatggac

tagaaattta

ctggctacct
gggeectcac
atctggccga
aggggcggaa
cctacgtgaa
ttgatcatat
tcgtgaccct
tgaagaccgg
tgctgcaatg
acctggagaa
ctgactccct
ataatgcccce
gaatttccca
tctgtgatge
ttttatttgt
tttttctaaa
tagaggaaaa
gegettetgg
caaatctggg
gagcacagcc
cggcactgge
tcaggggtag
tttcacatce
agctggagca
agtaaatatg

aaaaaaaaaa

gggcagtgga
catgggcgac
gatgaagctc
gatgaagatt
gaggagccag
ctacaccacg
agggggaaac
ccaccggatg
ctggaagcag
gatgatggtt
gatttatgac
cctcectega
tgcatttact
tttttaaaaa
aaatgtctga
aggaagtgaa
aacagatcag
ggtgggaatc
gaggtattca
aggttcccce
gagcagccac
cgaggttgca
tttcecttac
gttgettttt
gttcttgeca

a
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ggcagccgcea
ctcatctcat
gttcatcggg
tcggatttcg
ggtcggattc
caaagtgatg
ccctatcctg
gagaggccag
gagccggaca
aagaggagag
gacggcctcet
gecectecctt
agattctagc
tgtttctggt
ctttgcatcc
aataagtgta
ggecggaactc
aagtcatagt
gttgagaaag
agacccctce
tggccaagece
ggagctgget
ccaccttcag
gaaagaacat

aaactccttc

actccagctc
ttgeectggea
acttggcagce
gettgteeceg
cagttaaatg
tatggtcttt
ggattcctee
acaactgcag
aaaggccggt
actacttgga
cagaggagega
ccacatggat
accgectgtce
ctgaacaaaa
agtttacatt
attaccacat
tcaggggaga
acttctactt
gagccaccag
tgggcaggea
tcagccccag
ggcectggga
gacggttgtc
ggtctgtggt

ttttgtettt

35

cctggaccac
gatctcacag
cagaaacatc
agatgtttat
gatggcaatt
tggtgtcctg
tgagcggctc
cgaggagatg
gtttgeggac
ccttgeggeg
gacaccgctg
tgaaaacaaa
cctetgeact
ccaaagtctg
taggcattat
tgcccagcaa
ccaagaacag
taactaagtg
caccactcag
ggtgcetcte
tcccagecac
ggacgcaccc
acttatgaag
gctgtggtet

gattaaatac

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4161



<210>4

<211>1072
<212> PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 4
Met Ala Lys Ala Thr

1

Leu

Arg

Pro

Ser

65

His

Leu

Asn

Pro

Val

145

Lys

Arg

Val

Gly

Leu Leu

Asp Ala
35

Leu Leu
50

Phe Arg

Glu Asn

Asn Arg

Arg Gly
115

Thr Ser
130

Tyr Phe

Pro Arg

Glu Asn

Gln Phe
195

Glu Gly
210

Pro

20

Tyr

Tyr

Leu

Asn

Ser

100

Phe

Leu

Ser

Glu

Arg

180

Leu

Leu

5

Leu

Trp

Val

Gly

Trp

85

Leu

Pro

Arg

Phe

Leu

165

Pro

Cys

Pro

Ser

Leu

Glu

His

Gln

70

Ile

Asp

Leu

Glu

Phe

150

Cys

Pro

Pro

Phe

Gly

Gly

Lys

Ala

55

His

Cys

His

Leu

Gly

135

Asn

Phe

Gly

Asn

Arg
215

Ala

Lys

Leu

40

Leu

Leu

Ile

Ser

Thr

120

Glu

Thr

Pro

Thr

Ile

200

Cys

Ala

Val

25

Tyr

Arg

Tyr

Gln

Ser

105

Val

Cys

Ser

Glu

Phe

185

Ser

Ala
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Gly

Ala

Val

Asp

Gly

Glu

Trp

Tyr

Gln

Phe

Thr

170

His

Val

Pro

Leu

Leu

Asp

Ala

Thr

75

Asp

Glu

Leu

Trp

Pro

155

Arg

Gln

Ala

Asp

Arg

Gly

Gln

Pro

60

Tyr

Thr

Lys

Lys

Pro

140

Ala

Pro

Phe

Tyr

Ser
220

Leu

Leu

Ala

45

Glu

Arg

Gly

Leu

Val

125

Gly

Cys

Ser

Arg

Arg

205

Leu

36

Leu Leu
15

Tyr Phe
30

Ala Gly

Glu Val

Thr Arg

Leu Leu
95

Ser Val
110

Phe Leu

Cys Ala

Ser Ser

Phe Arg
175

Leu Leu
190

Leu Leu

Glu Val

Leu

Ser

Thr

Pro

Leu

80

Tyr

Arg

Ser

Arg

Leu

160

Ile

Pro

Glu

Ser



Thr

225

Ala

Pro

Pro

Glu

Pro

305

Gly

Glu

Asp

Thr

Gly

385

Ser

Arg

Phe

Arg

Val

Phe

Ala

Asp

290

Ala

Asp

Thr

Tyr

Met

370

Ala

Leu

Arg

Ser

Trp

Cys

Pro

Gly

275

Thr

Ser

Thr

Ser

Arg

355

Gln

Gly

His

Phe

Gly
435

Ala

Thr

Val

260

Val

Val

Gly

Trp

Val

340

Leu

Leu

Val

Leu

Ala

420

Ile

Leu

Val

245

Thr

Asp

Val

Glu

Ala

325

Gln

Val

Ala

Leu

Pro

405

Gln

Asn

Asp

230

His

Val

Thr

Ala

Leu

310

Gln

Ala

Leu

Val

Leu

390

Ser

Ile

Val

Arg

Ala

Tyr

Ala

Thr

295

Val

Gln

Asn

Asn

Leu

375

Leu

Thr

Gly

Gln

Glu

Gly

Asp

Ser

280

Leu

Arg

Thr

Gly

Arg

360

Val

His

Tyr

Lys

Tyr
440

Gln

Ala

Glu

265

Ala

Arg

Arg

Phe

Ser

345

Asn

Asn

Phe

Ser

Val

425

Lys
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Arg

Arg

250

Asp

Val

Val

Tyr

Arg

330

Phe

Leu

Asp

Asn

Leu

410

Cys

Leu

Glu

235

Glu

Asp

Val

Phe

Thr

315

Val

Val

Ser

Ser

Val

395

Ser

Val

His

Lys

Glu

Ser

Glu

Asp

300

Ser

Glu

Arg

Ile

Asp

380

Ser

Val

Glu

Ser

Tyr

Val

Ala

Phe

285

Ala

Thr

His

Ala

Ser

365

Phe

Val

Ser

Asn

Ser
445

37

Glu

Val

Pro

270

Lys

Asp

Leu

Trp

Thr

350

Glu

Gln

Leu

Arg

Cys

430

Gly

Leu

Met

255

Thr

Arg

Val

Leu

Pro

335

Val

Asn

Gly

Pro

Arg

415

Gln

Ala

Val

240

Val

Phe

Lys

Val

Pro

320

Asn

His

Arg

Pro

Val

400

Ala

Ala

Asn



Cys

Leu

465

Leu

Gln

Ala

Glu

Gln

545

Ser

Asp

Gly

Cys

Ile

625

Ala

Ile

Ser

450

Phe

His

Ala

Gly

Glu

530

Gly

Thr

Ile

His

Asn

610

Gln

Val

His

Thr

Val

Tyr

Gln

Cys

515

Cys

Asp

Lys

Asn

Glu

595

Cys

Asp

Leu

Cys

Leu

Asn

Met

Leu

500

Pro

Gly

Gly

Thr

Ile

580

Pro

Phe

Pro

Phe

Tyr
660

Gly

Asp

Val

485

Leu

Leu

Gly

Lys

Cys

565

Cys

Gly

Pro

Leu

Ser

645

His

Val

Thr

470

Val

Val

Ser

Leu

Gly

550

Pro

Pro

Glu

Glu

Cys

630

Phe

Lys

Val

455

Lys

Ala

Thr

Cys

Gly

535

Ile

Asp

Gln

Pro

Glu

615

Asp

Ile

Phe

Thr

Ala

Thr

Val

Ala

520

Ser

Thr

Gly

Asp

Arg

600

Glu

Glu

Val

Ala

Ser

Leu

Asp

Glu

505

Val

Pro

Arg

His

Cys

585

Gly

Lys

Leu

Ser

His
665
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Ala

Arg

Gln

490

Gly

Ser

Thr

Asn

Cys

570

Leu

Ile

Cys

Cys

Val

650

Lys

Glu

Arg

475

Gln

Ser

Lys

Gly

Phe

555

Asp

Arg

Lys

Phe

Arg

635

Leu

Pro

Asp

460

Pro

Thr

Tyr

Arg

Arg

540

Ser

Val

Gly

Ala

Cys

620

Thr

Leu

Pro

Thr

Lys

Ser

Val

Arg

525

Cys

Thr

Val

Ser

Gly

605

Glu

Val

Ser

Ile

38

Ser

Cys

Arg

Ala

510

Leu

Glu

Cys

Glu

Ile

590

Tyr

Pro

Ile

Ala

Ser
670

Gly

Ala

Gln

495

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

575

Val

Gly

Glu

Ala

Phe

655

Ser

Ile

Glu

480

Ala

Glu

Cys

Arg

Pro

560

Gln

Gly

Thr

Asp

Ala

640

Cys

Ala



Glu

Ser

Ser

705

Arg

Lys

Thr

Leu

Pro

785

Leu

Arg

Arg

Gly

Leu

865

Leu

Arg

Met

Ser

690

Val

Lys

Val

Thr

Arg

770

His

Leu

Glu

Asn

Asp

850

Ala

Val

Asp

Thr

675

Gly

Asp

Asn

Val

Val

755

Asp

Val

Ile

Ser

Ser

835

Leu

Glu

Ala

Val

Phe

Ala

Ala

Leu

Lys

740

Ala

Leu

Ile

Val

820

Ser

Ile

Met

Glu

Tyr

Arg

Arg

Phe

Val

725

Ala

Val

Leu

Lys

Glu

805

Lys

Ser

Ser

Lys

Gly

885

Glu

Arg

Arg

Lys

710

Leu

Thr

Lys

Ser

Leu

790

Tyr

Val

Leu

Phe

Leu

870

Arg

Glu

Pro

Pro

695

Ile

Gly

Ala

Met

Glu

775

Tyr

Ala

Gly

Asp

Ala

855

Val

Lys

Asp

Ala

680

Ser

Leu

Lys

Phe

Leu

760

Phe

Gly

Lys

Pro

His

840

Trp

His

Met

Ser

Gln

Leu

Glu

Thr

His

745

Lys

Asn

Ala

Tyr

Gly

825

Pro

Gln

Arg

Lys

Tyr
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Ala Phe

Asp Ser

Asp Pro
715

Leu Gly
730

Leu Lys

Glu Asn

Val Leu

Cys Ser
795

Gly Ser
810

Tyr Leu

Asp Glu

Ile Ser

Asp Leu
875

Ile Ser
890

Val Lys

Pro

Met

700

Lys

Glu

Gly

Ala

Lys

780

Gln

Leu

Gly

Arg

Gln

860

Ala

Asp

Arg

Val

685

Glu

Trp

Gly

Arg

Ser

765

Gln

Asp

Arg

Ser

Ala

845

Gly

Ala

Phe

Ser

Ser

Asn

Glu

Glu

Ala

750

Pro

Val

Gly

Gly

Gly

830

Leu

Met

Arg

Gly

Gln

39

Tyr

Gln

Phe

Phe

735

Gly

Ser

Asn

Pro

Phe

815

Gly

Thr

Gln

Asn

Leu

895

Gly

Ser

Val

Pro

720

Gly

Tyr

Glu

His

Leu

800

Leu

Ser

Met

Tyr

Ile

880

Ser

Arg
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905 910

Ile Pro Val Lys Trp Met Ala Ile Glu Ser Leu Phe Asp His Ile Tyr

9156

Thr Thr Gln Ser Asp

930

920 925

Val Trp Ser Phe Gly Val Leu Leu Trp Glu Ile

935 940

Val Thr Leu Gly Gly Asn Pro Tyr Pro Gly Ile Pro Pro Glu Arg Leu

945

950

955 960

Phe Asn Leu Leu Lys Thr Gly His Arg Met Glu Arg Pro Asp Asn Cys
965

Ser Glu Glu Met Tyr

980

970 975

Arg Leu Met Leu Gln Cys Trp Lys Gln Glu Pro

985 990

Asp Lys Arg Pro Val Phe Ala Asp Ile Ser Lys Asp Leu Glu Lys Met

995

1000 1005

Met Val Lys Arg Arg Asp Tyr Leu Asp Leu Ala Ala Ser Thr Pro

1010

Ser Asp Ser Leu
1025

1015 1020

Ile Tyr Asp Asp Gly Leu Ser Glu Glu Glu Thr

1030 1035

Pro Leu Val Asp Cys Asn Asn Ala Pro Leu Pro Arg Ala Leu Pro

1040

Ser Thr Trp Ile
1055

Phe Thr Arg Phe
1070

<210>5
<211>18

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 5
attgtcatct cgccgttc

<210> 6

<211>18

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 6

tgcttcagga cgttgaac

1045 1050

Glu Asn Lys Leu Tyr Gly Arg Ile Ser His Ala

18

18

1060 1065
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<210>7

<211>21

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> cebador
<400>7

tatcgcagga gagactgtga t

<210> 8

<211>20

<212> ADN

< 213> Artificial

<220>

< 223> cebador
<400> 8

tggagaagag aggctgtatc

<210>9
<211>17

< 212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400>9

cgttgccttg acttttc 17

<210> 10

<211>21

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400>10

tgcccecttca gtgttectac t

<210> 11

<211>20

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 11

cttgataaca ctggcaggtt

<210> 12

<211>20

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 12
gaggcgttct ctttcagcat

<210> 13

<211>20

<212> ADN

< 213> Atrtificial

<220>

< 223> cebador
<400> 13

tggaagaact tcggcatgag
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65

<210> 14
<211>20

< 212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 14

gaattcacag ccaccaagtg

<210> 15
<211>20

< 212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 15

ctacttagct ttccaagtgg

<210> 16
<211>22

< 212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 16

gggacagaca cctttggaaa ta

<210> 17
<211>20

< 212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 17

gttgaaggag tccttgactg

<210> 18
<211>18

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 18
ctttcagcat cttcacgg

<210>19
<211>19

<212> ADN

< 213> Atrtificial
<220>

< 223> cebador
<400> 19
agtgaagttt ctaccatcc

<210> 20
<211>20

<212> ADN

< 213> Artificial
<220>

< 223> cebador
<400> 20

ggcgttctct ttcagcatct

ES 2556 173 T3

20

20

22

20

18

19

20
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REIVINDICACIONES

1. Un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a su uso en un
método para tratar un carcinoma de tiroides, en donde la sustancia inhibidora de una cinasa de RET es por lo menos
un compuesto seleccionado entre el conjunto que se compone de:
4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((ciclopropilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
4-(3-cloro-4-(metilaminocarbonil)Jaminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y
N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxilfenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea;

una sal farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

2. El agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la sustancia inhibidora de una cinasa de RET
es:

(a) 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida,

una sal farmacoldgicamente aceptable de ella o un solvato de ella; o

(b) metanosulfonato de 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida.

3. El agente terapéutico de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde dicha sustancia inhibidora de una cinasa de
RET es N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxilfenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea, una sal farmacolégicamente
aceptable de ella o un solvato de ella.

4. El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET como se ha definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 hasta 3 para la preparacion de un agente terapéutico destinado a tratar un carcinoma de tiroides.

5. El agente terapéutico de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 3 o el uso de acuerdo con la

reivindicacion 4, en donde dicho carcinoma de tiroides es el carcinoma de tiroides medular familiar, el carcinoma de
tiroides papilar o el carcinoma de tiroides medular esporadico.
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RET
Erk 1/2 fosforilada

Erk1.72
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Figura 1
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Volumen del tumor (mm3)
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Figura 2
1500
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Figura 3

(A)
RET fosforilada e e -

RET A R A R 1 Y FEY Y EN

Testigo Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo Sustancia de ensayo
10 mg / kg 30 mg / kg 100 mg /kg

2 horas después de la administracion oral

(B)
RET fosforilada - e - N PN

RET LR LT LYY Y1 fege

0 horas 2 horas 8 horas 12 horas 24 horas

Administracion oral a razon de 100 mg de sustancia de ensayo / kg
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