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DESCRIPCIÓN

Agente antitumoral para un cáncer 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 definirá más adelante, (aquí a continuación, también referida como una "sustancia inhibidora 5
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 esporádico, 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 10
cinasa de RET, que se definirá más adelante, y que está 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 composición farmacéutica destinada a su uso en un método para 
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que 15
se definirá más 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 composición farmacéutica y a la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET para dicha composición farmacéutica.

La presente divulgación se refiere a un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende la 
administración a un organismo que tiene una célula que expresa una RET mutante.20

La presente divulgación también se refiere a un agente inhibidor de una cinasa de RET, que se definirá más 
adelante.

Por lo demás, la presente divulgación se refiere a un método para predecir el efecto de una sustancia inhibidora de 25
una cinasa de RET en un paciente, usando la presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula como 
una indicación.

ANTECEDENTES DEL INVENTO
30

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

Se sabe que una mutación de RET está implicada en unas enfermedades tales como la neoplasia endocrina múltiple 
del tipo IIA, la neoplasia endocrina múltiple del tipo IIB, el carcinoma de tiroides medular familiar, el carcinoma de 35
tiroides medular esporádico, el carcinoma de tiroides papilar y la enfermedad de Hirschsprung(1,2). Se ha sugerido a
la sustancia inhibidora de una cinasa de RET como un agente terapéutico potencialmente efectivo para dichas
enfermedades

(1,2)
.

La mutación de uno de entre cinco residuos de cisteína en los codones 609, 611, 618, 620 y 634 de RET es 40
encontrada en un 93-98 % de los pacientes con la neoplasia endocrina múltiple del tipo IIA, en donde la mutación en 
el codón 634 de RET es encontrada de un modo sumamente frecuente

(3,4)
.

Por otro lado, la mutación M918T (mutación desde metionina hasta tirosina en el codón 918) de RET es encontrada 
en un 95 % de los pacientes con la neoplasia endocrina múltiple del tipo IIB(4).45

Una mutación 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 familiar(4).

Se sabe que todas estas mutaciones puntuales causan una constante activación de una RET que es independiente 50
del ligando

(3,4)
.

Un síndrome de neoplasia endocrina múltiple del tipo IIA está caracterizado por el carcinoma de tiroides medular, el 
feocromocitoma y la hiperplasia paratiroidea mientras que un síndrome de neoplasia endocrina múltiple del tipo IIB
está asociado con el carcinoma de tiroides medular, el feocromocitoma y los neuromas mucosales del tracto 55
gastrointestinal. El síntoma principal de un síndrome de carcinoma de tiroides medular familiar es el carcinoma de 
tiroides medular(5).
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Una mutación puntual de células somáticas con RET es encontrada en aproximadamente un 40 % de los pacientes 
con el carcinoma de tiroides medular esporádico mientras que las mutaciones son encontradas con la máxima 
frecuencia en el codón 918(6).

5
Por otra parte, un gen de fusión del gen de RET y de otro gen, a saber una reordenación del gen de RET, se 
encuentra en el carcinoma de tiroides papilar debido a unas inversiones cromosomales o a una translocación 
cromosomal. Se sabe que la proteína de fusión generada por intermedio de una reordenación del gen de RET
conduce a una dimerización independiente del ligando y a una constante activación de una RET(7).

10
La enfermedad de Hirschsprung está caracterizada por un persistente estreñimiento y una dilatación intestinal en 
recién nacidos, que se causan por un plexo nervioso colónico anormal. Se sabe que una de las causas de la 
enfermedad de Hirschsprung es una mutación de RET(8).

Se ha informado de que una mutación de RET causa una proliferación independiente del andamiaje y una 15
tumorigénesis en células NIH3T3 (2).

Se ha informado de que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET ZD6474 suprime la proliferación 
independiente del andamiaje en unas células NIH3T3 transformadas con una RET mutante e inhibe la formación de 
tumores después de una infusión de dichas células en ratones desprovistos de inmunidad (2).20

Se ha informado de que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET BAY 43-9006 reduce el tamaño de un tumor 
en un modelo para el trasplante subcutáneo de un linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano(9).

En consecuencia, se sugiere que las sustancias inhibidoras de la cinasa de RET inducen una inhibición del 25
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 mutación de RET.

Por lo tanto, se espera que las sustancias inhibidoras de la cinasa de RET sean eficaces contra la neoplasia30
endocrina múltiple del tipo IIA, la neoplasia endocrina múltiple del tipo IIB, el carcinoma de tiroides medular familiar, 
el carcinoma de tiroides papilar del carcinoma de tiroides medular esporádico, la enfermedad de Hirschsprung, el 
feocromocitoma, una hiperplasia paratiroidea, unos neuromas mucosales del tracto gastrointestinal y un carcinoma
de tiroides.

35
La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y unos compuestos 
análogos a ella se conocen como sustancias inhibidoras de la angiogénesis(10-20). Sin embargo, no se ha informado 
nada acerca de que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y unos 
compuestos análogos a ella tengan una actividad inhibidora de una cinasa de RET.

40
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, 2003.45
(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, 2006.50
(10) publicación de patente internacional Nº 02/32872, documento
(11) publicación de patente internacional Nº 2004/080462, documento
(12) publicación de patente internacional Nº 2005/063713, documento

Unos agentes inhibidores de proteína cinasas en forma de moléculas pequeñas en el tratamiento de un cáncer de 55
tiroides han sido discutidos por Santoro y colaboradores (Nat Clin Pract Endocrinol Metab. 2006 Ene; 2(1): 42-52).

La inhibición 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).

60
La inhibición por la BAY 43-9006 de mutantes de RET oncogénicos ha sido discutida por Carlomagno y 
colaboradores (J Natl Cancer Inst. 2006 Mar 1; 98(5): 326-34).
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El documento de publicación de patente internacional WO 2005/051366 describe unos derivados de diaril ureas para 
el tratamiento de enfermedades dependientes de proteína cinasas.

El documento de solicitud de patente de los EE.UU. US 2004/191254 describe unos métodos de tratar unas 5
enfermedades mediadas o caracterizadas por unas mutaciones en el gen de RET y/o un cáncer 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 proteína cinasas y por lo tanto se espera que sean útiles en la prevención y el tratamiento de trastornos 10
celulares relacionados con proteína cinasas, tales como un cáncer.

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

15
La actividad anti-angiogénica del 146 E7080 (un nuevo agente inhibidor de tirosina cinasas provisto de dianas 
múltiples) por intermediomedio de una inhibición de la señalización por KIT en un modelo de xenoinjerto de cáncer 
de pulmón de células pequeñas ha sido discutido por Matsui y colaboradores (European Journal Of Cancer, 
Suplemento, Pergamon, Oxford, Septiembre de 2004, Volumen 2, Tirada 8, Página 47).

20
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 proliferación de unas células de cáncer activadas por la cinasa c-Kit in vitro e in 
vivo.

DIVULGACIÓN DEL INVENTO25

El presente invento se consiguió 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 esporádico, y una composición farmacéutica destinada a su uso en un 30
método para tratar un carcinoma de tiroides, altamente eficaz para unos organismos que incluyen células que 
expresan una RET mutante.

Se divulgan aquí un agente inhibidor de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, y un método para 
predecir el efecto de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilamino-carbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y de 35
unos compuestos análogos a ella.

Los presentes autores del invento han pasado por una sutil investigación 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 40
compuestos análogos 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 esporádico. Los autores 
del presente invento han encontrado también que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)-aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida y unos compuestos análogos a ella son altamente eficaces para unos organismos que 
incluyen células que expresan una RET mutante y han encontrado además que el efecto de la 4-(3-cloro-4-45
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida y de unos compuestos análogos a ella
puede ser predicho usando la presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula como una indicación.

Por lo tanto, el presente invento se refiere a los siguientes objetivos.
50

(1) Un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más 
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 esporádico.

55
(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 definirá más adelante.

(3) Una composición farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, 
comprendiendo la composición una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, para 60
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 
esporádico, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de una sustancia inhibidora de una cinasa de 
RET, que se definirá más adelante, a un paciente.5

(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 definirá más adelante, a un paciente.

(6) Un método para tratar un carcinoma de tiroides, que comprende administrar una cantidad eficaz de una sustancia10
inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, a un organismo que comprende una célula que 
expresa una RET mutante.

El presente invento también se refiere a los siguientes objetivos.
15

(7) El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más 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 esporádico.

20
(8) El uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más 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 definirá más adelante, para producir una 
composición farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la 25
composición 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 definirá más 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 30
compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides 
medular esporádico.

(11) Una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, para un agente terapéutico
destinado a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides.35

(12) Una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, para una composición
farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición
la sustancia inhibidora de una cinasa de RET, para administrarla a un organismo que comprende una célula que 
expresa una RET mutante.40

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 definirá más adelante, que comprende usar la presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula45
como una indicación.

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

50
(15) Un método para seleccionar una célula que es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa de 
RET, que se definirá más adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutación de RET
en la célula.

(16) Un método para seleccionar a un paciente que es altamente sensible a una sustancia inhibidora de una cinasa55
de RET, que se definirá más adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutación de 
RET en la célula.

(17) Un método para clasificar a un paciente de acuerdo con el resultado obtenido a partir del análisis de la 
sensibilidad del paciente a una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se definirá más adelante, que 60
comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula.

(18) Un método para seleccionar a un paciente pensado para la administración de una sustancia inhibidora de una 
cinasa de RET, que se definirá más adelante, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una 
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mutación 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 determinación.

(19) Un método para predecir un efecto terapéutico de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, que se 
definirá más adelante, en un paciente, que comprende determinar la presencia o la ausencia de una mutación de 5
RET en una célula.

(20) Un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutación 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 definirá
más adelante.10

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;15
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)aminofenoxi)-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)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea;20
una sal farmacológicamente 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 farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

25
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 farmacológicamente 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 30
tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporádico.

(22) Un agente terapéutico que comprende la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida, una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella destinado a su uso en un 
método para tratar un carcinoma de tiroides.35

(23) Una composición farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, 
comprendiendo la composición la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilamino-carbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolina-
carboxamida, una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella para administrarla a un organismo 
que comprende una célula que expresa una RET mutante.40

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 45
esporádico, comprendiendo el método administrar una cantidad eficaz de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropil-
aminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacológicamente 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-(3-50
cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacológicamente 
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 farmacológicamente 55
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 
farmacológicamente aceptable de ella o de un solvato de ella para producir un agente terapéutico destinado a su uso 60
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 
esporádico.
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(28) El uso de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal 
farmacológicamente 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 5
farmacológicamente aceptable de ella o de un solvato de ella para producir una composición farmacéutica destinada
a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición 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.

10
(30) La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal 
farmacológicamente 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 esporádico.

15
(31) La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal 
farmacológicamente 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)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal 20
farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella para una composición farmacéutica destinada a su uso en 
un método para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición 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.25

(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 farmacológicamente aceptable
de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método usar la presencia o la ausencia de una mutación de RET en 
la célula como una indicación.30

(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 farmacológicamente aceptable de ella o a un solvato de ella, 
comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula.

35
(35) 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 farmacológicamente aceptable
de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutación de 
RET en la célula.

40
(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 farmacológicamente aceptable
de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutación de 
RET en la célula.

45
(37) Un método para clasificar a un paciente de acuerdo con el resultado obtenido a partir de un análisis de la 
sensibilidad del paciente a 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, a 
una sal farmacológicamente aceptable de ella o a un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la 
presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula.

50
(38) Un método para seleccionar a un paciente pensado para la administración de la 4-(3-cloro-4-
(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, de una sal farmacológicamente aceptable
de ella o de un solvato de ella, comprendiendo el método determinar la presencia o la ausencia de una mutación 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 determinación.55

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

60
(40) Un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutación 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 farmacológicamente 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 farmacológicamente 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 está destinado a su uso en un método para tratar por lo menos 5
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 esporádico, 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.

10
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 está 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.

15
El presente invento proporciona adicionalmente una composición farmacéutica destinada a su uso en un método 
para tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición 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 composición farmacéutica
y la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicha composición farmacéutica. También se divulga en el 20
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.25

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

Más específicamente, el efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede ser predicho usando la 30
presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula como una indicación.

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 más susceptible al compuesto. Por 
lo tanto, se ha hecho posible una contribución a la QOL (calidad de vida) del paciente.35

BREVE DESCRIPCIÓN 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 indicación una fosforilación) en un 
linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano en un cultivo. La pista situada más a la izquierda es la 
determinación de las activaciones de la cinasa de RET y de la Erk1/2 (siendo la indicación una fosforilación) sin la 40
adición 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 subcutáneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides 
medular humano.

La Figura 3 muestra el efecto de la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-45
quinolinacarboxamida sobre una cinasa de RET en un tejido de tumor de un modelo de trasplante subcutáneo del 
linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano. (A) muestra el efecto sobre una fosforilación de RET a 
las 2 horas después de la administración por vía oral de la sustancia de ensayo en cada dosificación (10, 30 o 100 
mg/kg) mientras que (B) muestra el efecto sobre una fosforilación de RET a las 2, 8, 12 o 24 horas después de la 
administración de la sustancia de ensayo a razón de 100 mg/kg.50

MEJORES MODOS PARA LLEVAR A CABO EL INVENTO

A continuación de esto, se describirán unas formas de realización del presente invento. Las siguientes formas de 
realización ilustran el presente invento, de las que no se piensa que limiten al presente invento.

55
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1. Agente terapéutico y composición farmacéutica del invento, y un método terapéutico

(1) RET

De acuerdo con el presente invento, una RET es una proteína codificada por el proto-oncogén ret, por ejemplo, un 5
polipéptido que se compone de una secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 (Nº de acceso al 
GenBank:NM_020975) o la SEQ ID NO: 4 (Nº de acceso al GenBank:NM_020630). Las secuencias de aminoácidos
representadas por la SEQ ID NO: 2 y la SEQ ID NO: 4 tienen una longitud de 1114 aa (aminoácidos) y 1072 aa, 
respectivamente.

El proto-oncogén ret es, por ejemplo, un polinucleótido 181-3522 de la secuencia de nucleótidos representada por la 10
SEQ ID NO: 1 (Nº de acceso al GenBank:NM_020975), o un polinucleótido 181-3396 de la secuencia de nucleótidos
representada por la SEQ ID NO: 3 (Nº 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 versión mutada de la 15
secuencia de aminoácidos de una RET de tipo salvaje, por ejemplo, una secuencia de aminoácidos que tiene uno o 
varios aminoácidos suprimidos, sustituidos, añadidos o variados por una combinación de ellos en la secuencia de 
aminoácidos que está 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 aminoácidos que tiene un aminoácido sustituido en la 20
secuencia de aminoácidos de una RET de tipo salvaje (p.ej., la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ
ID NO: 2 o 4).

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 proteína.

Unos ejemplos de unas mutantes de RET incluyen unos polipéptidos que incluyen las secuencias que se describirán 25
en (i)-(xix) presentados más abajo. 

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

(ii) Una secuencia de aminoácidos que tiene la glicina en 533 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente30
cisteína, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 88, 5438-5443, 2003.).

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

(iv) Una secuencia de aminoácidos que tiene la cisteína en 611 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente35
serina, tirosina o fenilalanina, en la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene la cisteína en 618 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
arginina, serina, glicina o fenilalanina, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 40
(American Journal of Pathology, 168, 1262-1275, 2006., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-
1109, 2001.).

(vi) Una secuencia de aminoácidos que tiene la cisteína en 620 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
arginina o serina, en la secuencia de aminoácidos 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.).45

(vii) Una secuencia de aminoácidos que tiene la cisteína en 630 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
arginina o tirosina, en la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene el ácido aspártico en 631 sustituido por otro aminoácido, 
preferiblemente tirosina, glicina, asparagina o alanina, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID 
NO: 2 o 4 (Biochemical and Biophysical Research Communications, 255, 587-590, 1999.).

(ix) Una secuencia de aminoácidos que tiene la cisteína en 634 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
arginina, glicina, tirosina, fenilalanina, serina o triptófano, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ5
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 aminoácidos que tiene la glicina en 691 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente serina,
en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Cancer Research, 66, 1177-1180, 2006.).10

(xi) Una secuencia de aminoácidos que tiene el ácido glutámico en 768 sustituido por otro aminoácido, 
preferiblemente el ácido aspártico, en la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene la leucina en 790 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
fenilalanina, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical 15
Endocrinology and Metabolism, 83, 770-774, 1998., Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, 86, 1104-
1109, 2001.).

(xiii) Una secuencia de aminoácidos que tiene la tirosina en 791 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
fenilalanina, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical 
Endocrinology and Metabolism, 83, 770-774, 1998.).20

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

(xv) Una secuencia de aminoácidos que tiene la tirosina en 806 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
cisteína, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Japanese Journal of Cancer 25
Research, 90, 1-5, 1999.).

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

(xvii) Una secuencia de aminoácidos que tiene la alanina en 883 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente30
fenilalanina o tirosina, en la secuencia de aminoácidos 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 aminoácidos que tiene la serina en 891 sustituida por otro aminoácido, preferiblemente
alanina, en la secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4 (Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism, 89, 4142-4145, 2004.).35

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

Además de ello, unas mutantes de RET pueden ser las que incluyen por lo menos una de las sustituciones indicadas 
en (i)-(xix) con anterioridad, específicamente las que incluyen unos sitios de mutación en donde por lo menos un 40
aminoácido seleccionado entre el conjunto que se compone de los aminoácidos 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 aminoácido, en la 
secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2 o 4. Por ejemplo, un polipéptido que incluye una 
secuencia de aminoácidos que contiene un sitio de mutación en donde la valina en la posición 804 es sustituida por 
otro aminoácido y un sitio de mutación en donde la tirosina en la posición 806 es sustituida por otro aminoácido en la 45
secuencia de aminoácidos representada por la SEQ ID NO: 2, está comprendido en una RET mutante. En el 
presente texto, el número y la combinación 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, más preferiblemente una 50
secuencia representada por (ix) o (xix).
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En el presente texto, la notación alfabética de los aminoácidos es expresada en unos códigos de tres letras o de una 
única letra, generalmente usados. El alfabeto que precede al número indica el código de una única letra del 
aminoácido que ha de ser sustituido, el alfabeto que sigue al número indica el código de una única letra del 
aminoácido que reemplaza al aminoácido original, y el número indica la posición del aminoácido en la secuencia de 
aminoácidos. Por ejemplo, como se ha indicado en (xix) con anterioridad, cuando la metionina en posición 918 es5
sustituida por treonina, esto se puede indicar como "M918T".

Por otra parte, el número que sigue al codón puede indicar la posición del aminoácido en la secuencia de 
aminoácidos. Por ejemplo, "un aminoácido en el codón 918" se refiere al 918º aminoácido en la secuencia de
aminoácidos.10

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 polinucleótido en el que el 15
polinucleótido que tiene la secuencia de nucleótidos representada por la SEQ ID NO: 1 o 3 es parcialmente
reordenado con otro gen. Por lo demás, una RET mutante del invento es, por ejemplo, un polipéptido que tiene una 
actividad de cinasa de RET y es codificado por un polinucleótido en el que el polinucleótido 181-3522 de SEQ ID 
NO: 1 o el polinucleótido 181-3396 de SEQ ID NO: 3 es reordenado con otro gen.

20
En el presente texto, una "reordenación de un gen" se refiere a una recombinación entre genes que da como 
resultado un nuevo gen.

Ejemplos de unas RET mutantes incluyen unos polipéptidos de (i)-(xi) presentados más abajo. Unas formas de 
realización de una reordenación de genes para los polipéptidos de (i)-(xi) presentados más abajo se describen en la 25
bibliografía 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; Nº de acceso 
al GenBank:NM_005436) (European Journal of Cancer, 41, 816-821, 2005., Cell, 60, 557-563, 1990.).30

(ii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC2") entre el gen de RET y el 
gen RIα (también referido como PRKAR1A, regulador tipo I alfa dependiente de cAMP; Nº de acceso al 
GenBank:NM_212471) (Eur J Endocrinology, 147, 741-745, 2002.).

35
(iii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC3") entre el gen de RET y el 
gen ELE1 (también referido como NCOA4, coactivador del receptor nuclear 4 o RFG; Nº 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 40
gen ELE1 (también referido como NCOA4, coactivador del receptor nuclear 4 o RFG; Nº 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 GOLGA5, golgin-84; Nº de acceso al GenBank:NM_005113) (Cancer Research, 45
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; Nº de acceso al 
GenBank:NM_003852) (Oncogen, 18, 4388-4393, 1999.).50

(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; Nº de acceso al 
GenBank:NM_033020) (Cancer Research, 60, 2786-2789, 2000.).

55
(viii) Un polipéptido codificado por un gen reordenado (también referido como "RET/PTC8") entre el gen de RET y el 
gen de kinectina (también referido como KTN1, kinectina 1; Nº 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 60
gen ELKS (también referido como RAB6IP2 o RAB6 proteína interactuante 2; Nº 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; Nº 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 y el 5
gen RFP (también referido como proteína de dedo ret; Nº de acceso al GenBank:NM_006510) (Endocrinology, 145, 
5448-5451, 2004.).

La presencia o la ausencia de una mutación de RET pueden ser verificadas por un análisis 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 análisis,10
puede ser, por ejemplo, el método de terminación de cadena con un didesoxinucleótido (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 mutación de RET se pueden analizar, por ejemplo, por medio de 15
una técnica tal como una hibridación in situ, unos análisis por transferencia de borrón Northern, un microchip de 
ADN, una RT-PCR (acrónimo de “reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa”) o una SSCP-PCR 
(acrónimo de Single-Strand Conformation Polimorphism-PCR = PCR con polimorfismo de conformación de una 
única hebra). Estas técnicas se pueden llevar a cabo de acuerdo con unos procesos rutinarios (Clinical Cancer 
Research, 8, 457-463, 2002.).20

La presencia o la ausencia de una mutación de RET se pueden analizar también, por ejemplo, por medio de un
método inmunoquímico (p.ej., un método inmunohistoquímico, una inmunoprecipitación, una transferencia de borrón
Western, una citometría de flujo, un ELISA, un RIA, etc.). Estas técnicas se pueden llevar a cabo de acuerdo con 
unos procesos rutinarios.25
  
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 Expresión de Cebadores (de Perkin-Elmer Applied Biosystems).

30
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 
polinucleótidos que tienen las secuencias representadas por las SEQ ID NOS: 5 y 6.

Tabla 1 35

Una RET mutante pensada para análisis Cebador 1 Cebador 2

RET/PTC1 SEQ ID NO: 5 SEQ ID NO: 6

RET/PTC2 SEQ ID NO: 7 SEQ ID NO: 6

RET/PTC3 SEQ ID NO: 8 SEQ ID NO: 9

RET/PTC4 SEQ ID NO: 10 SEQ ID NO: 11

RET/PTC5 SEQ ID NO: 12 SEQ ID NO: 13

RET/PTC6 SEQ ID 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 ID 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 análisis.

Las secuencias de nucleótidos representadas por las SEQ ID NOS: 5-20 se muestran más abajo. 
SEQ ID NO: 5 ATT GTC ATC TCG CCG TTC40
SEQ ID 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 GTA TC
SEQ ID NO: 9 CGT TGC CTT GAC TTT TC
SEQ ID NO: 10 TGC CCC TTC AGT GTT CCT ACT45
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 GAA TTC ACA GCC ACC AAG TG
SEQ ID NO: 15 CTA CTT AGC TTT CCA AGT GG
SEQ ID NO: 16 GGG ACA GAC ACC TTT GGA AAT A5
SEQ ID NO: 17 GTTGAAGGAGTCCTTGACTG
SEQ ID NO: 18 CTTTCAGCATCTTCACGG
SEQ ID NO: 19 AGTGAAGTTTCTACCATCC
SEQ ID NO: 20 GGCGTTCTCTTTCAGCATCT

10
(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 esporádico.15

(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;20
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)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; and
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida.

25
Un ejemplo todavía más preferible es la 4-(3-cloro-4-(ciclopropil-aminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-               6-
quinolinacarboxamida (véase la Fórmula (II)).

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. 30

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 publicación de patente internacional Nº 02/32872 (WO02/32872) y
en el documento de publicación de patente internacional Nº 2005/063713 (WO2005/063713).35

Además 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)urea (posteriormente en el presente texto,
también referida como "KRN951"; documento WO02/088110) (véase la Fórmula (IV)).40

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 bibliografía.45

De acuerdo con el presente invento, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede formar una sal 
farmacológicamente aceptable con un ácido 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 farmacológicamente aceptables. Unos ejemplos de 
sales formadas con un ácido incluyen unas sales con ácidos inorgánicos tales como un hidrocloruro, un 
hidrobromato, un sulfato y un fosfato, y unas sales con ácidos orgánicos tales como el ácido fórmico, el ácido
acético, el ácido láctico, el ácido succínico, el ácido fumárico, el ácido maleico, el ácido cítrico, el ácido tartárico, el 
ácido esteárico, el ácido benzoico, el ácido metanosulfónico, el ácido bencenosulfónico, el ácido p-toluenosulfónico y 5
el ácido 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 orgánicas tales como unas sales de trimetilamina, trietilamina, piridina, 
picolina, diciclohexilamina, N, N'-dibencil etilendiamina, arginina y lisina y de amonio.

10
Por lo demás, 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 enantiómeros 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.

15
Por otra parte, de acuerdo con el presente invento, la sustancia inhibidora de una cinasa de RET puede ser cristalina
o amorfa. Si está presente un polimorfo cristalino, éste puede ser un único polimorfo o una mezcla de polimorfos en 
cualquier forma cristalina.

La presente divulgación también se refiere a unas sustancias inhibidoras de la cinasa de RET que son susceptibles20
a un proceso de metabolismo, tal como una oxidación, una reducción, una hidrólisis y una conjugación 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 oxidación, una reducción y una hidrólisis in vivo.

La sustancia inhibidora de una cinasa de RET del invento tiene una actividad de inhibir la actividad de la cinasa de 25
RET (aquí en lo sucesivo, también referida como "actividad inhibidora de una cinasa de RET"). La capacidad de 
inhibición de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET del invento no está 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 borrón Western, un ensayo de crecimiento de células y un ensayo de viabilidad.30

Unos ejemplos del ensayo de crecimiento de células incluyen el método de captación 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 tinción con Ki67 y la tinción con PCNA. 
Unos ejemplos del ensayo de viabilidad incluyen la tinción con TUNNEL, la detección de la disociación de Caspase-35
3 y la detección de la disociación 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).

Aquí en lo sucesivo, se va a describir un ejemplo de un método para determinar la actividad inhibidora de una cinasa
de RET.40

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 ingeniería genética de acuerdo con un método convencional. Por 45
ejemplo, de acuerdo con el método del Sistema de Expresión de Baculovirus, la proteína de fusión de GST humana
recombinante, la proteína de fusión de histidina y marca humana recombinante, u otra similar, puede ser expresada
en una célula de insecto (Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)). Por lo demás, la proteína recombinante expresada se 
puede purificar por medio de una cromatografía de afinidad (p.ej., con GSH-agarosa (de Sigma) o con Ni-NTH-
agarosa (de Qiagen)). La pureza y la identificación de la proteína se pueden confirmar mediante SDS-PAGE, tinción 50
con plata y una transferencia de borrón Western usando un anticuerpo específico 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 añadir 55
secuencialmente una solución mezclada que incluye 20 µl de una solución de reacción patrón, 5 µl de una solución
de ATP, 5 µl de la sustancia de ensayo, y una solución mezclada que incluye 10 µl de una solución que contiene 50 
ng de la proteína RET recombinante y 10 µl de una solución que contiene 125 ng de Poli(Glu, Tyr)4:1 biotinilado.

Esta solución de reacción de una cinasa (50 µl) puede contener 60 mM de HEPES-NaOH (de pH 7,5), 3 mM de 60
MgCl2, 3 mM de MnCl2, 3 µM de ortovanadato de Na, 1,2 mM de DTT, 50 µg/ml de PEG20000 y 1 µM de ATP. En este 
caso, se puede usar el ATP marcado con un isótopo radiactivo tal como [γ-32P]-ATP o [γ-33P]-ATP.
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La solución de reacción se puede incubar durante un cierto período de tiempo, y luego se pueden añadir 50 µl de 
una solución al 2 % (v/v) de H3PO4 para terminar la reacción.

Cada pocillo puede ser sometido a un apropiado proceso de lavado.5

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

10
De acuerdo con este método, se puede evaluar la actividad inhibidora de una cinasa de RET del compuesto.
(5) Agente terapéutico, composición 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 15
compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides 
medular esporádico. 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.20

El agente terapéutico del invento puede ser administrado a un organismo vivo, es decir, un mamífero (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.

25
La composición 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 composición farmacéutica del invento destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides se 30
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 esporádico.

La composición farmacéutica del invento destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma de tiroides35
puede ser administrado a un organismo vivo, es decir a un mamífero (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 pronósticos, para prevenir la recurrencia u otra 40
finalidad similar. A este respecto, el agente terapéutico puede comprender un agente antitumoral, un agente para 
suprimir metástasis de cáncer u otra finalidad similar.

El efecto de un tratamiento puede ser verificado por observación de una imagen de rayos X, una TC (tomografía 
computarizada) u otro proceso similar, por diagnóstico histopatológico de biopsia, o a partir del valor de un marcador 45
de una enfermedad.

Cuando se usa un agente terapéutico o una composición farmacéutica del invento, la dosificación dada de la 
sustancia inhibidora de una cinasa de RET difiere dependiendo del grado del síntoma, de la edad, del sexo, del peso
y de la diferencia de sensibilidades del paciente, del modo de administración, del período de administración, del50
intervalo de administración, de la naturaleza, de la prescripción y del tipo de la formulación farmacéutica, y del tipo
del elemento activo. Usualmente, pero sin limitación, la dosificación de la sustancia inhibidora de una cinasa de RET
es de 0,1-1.000 mg/día, preferiblemente de 0,5-100 mg/día, más preferiblemente de 1-30 mg/día para un adulto (con 
un peso de 60 kg), que se puede administrar de una a tres veces por día.

55
Aunque el agente terapéutico o la composición 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 formulación.

Ejemplos de dichos aditivos incluyen excipientes, agentes aglutinantes, agentes lubricantes, agentes desintegrantes, 60
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 absorción y otros similares que se usan generalmente para la medicina. Si 
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se requiere, ellos se pueden usar en combinación. Unos ejemplos de tales aditivos son como los que se exponen 
seguidamente.

Excipientes: lactosa, sacarosa, glucosa, almidón de maíz, manitol, sorbitol, un almidón, un alfa-almidón, una 
dextrina, una celulosa cristalina, ácido silícico anhidro ligero, silicato de aluminio, silicato de calcio, 5
aluminometasílicato de magnesio e hidrógeno fosfato de calcio.

Agentes aglutinantes: por ejemplo, un poli(alcohol vinílico), una metil celulosa, una etil celulosa, una goma arábiga, 
un tragacanto, una gelatina, una goma laca, una hidroxipropil metilcelulosa, una hidroxipropilcelulosa, una 
carboximetilcelulosa de sodio, una poli(vinilpirrolidona) y un macrogol.10

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

Agentes desintegrantes: una celulosa cristalina, un agar, una gelatina, carbonato de calcio, hidrógeno carbonato de 15
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 almidón y un 
carboximetil almidón de sodio.

Materiales colorantes: óxido férrico, óxido férrico amarillo, carmín, caramelo, beta-caroteno, un óxido de titanio, talco, 20
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 aromático, un aceite de menta piperita, alcanfor y un 
polvo de canela.25

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

Agentes solubilizantes: un poli(etilenglicol), propilen glicol, benzoato de bencilo, etanol, colesterol, trietanolamina, 30
carbonato de sodio, citrato de sodio, un Polisorbato 80 y amida de ácido nicotínico.

Agentes suspendedores: además de los agentes tensioactivos mencionados con anterioridad, polímeros hidrófilos
tales como un poli(alcohol vinílico), una poli(vinilpirrolidona), una metilcelulosa, una hidroximetilcelulosa, una 
hidroxietilcelulosa y una hidroxipropilcelulosa.35

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

Tampones: unos tampones hechos de fosfato, acetato, carbonato y citrato.
40

Agentes antisépticos: metilparabeno, propilparabeno, clorobutanol, alcohol bencílico, alcohol fenetílico, ácido 
deshidroacético y ácido sórbico.

Agentes antioxidantes: un hidrosulfato, ácido ascórbico y alfa-tocoferol. 
45

Agentes estabilizadores: los generalmente usados para medicina.

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

Si se requiere, se pueden mezclar unos componentes tales como vitaminas y aminoácidos.50

Unos ejemplos de formulaciones incluyen unas formulaciones orales, tales como tabletas, agentes dispersantes, 
gránulos, gránulos finos, cápsulas, jarabes, pastillas rómbicas y formulaciones para inhalar; unas formulaciones
externas tales como supositorios, ungüentos, ungüentos oculares, tiras de cataplasmas, gotas oculares, gotas
nasales, gotas para los oídos, parches cutáneos y lociones; y formulaciones inyectables.55

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

Las formulaciones externas mencionadas más arriba se pueden formular combinando apropiadamente los aditivos 60
mencionados más 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 absorción.
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Las formulaciones inyectables mencionadas más arriba se pueden formular combinando apropiadamente los
aditivos mencionados más 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 absorción. Las formulaciones inyectables se 5
pueden usar mediante unos medios tales como los de infusión, inyección intramuscular, inyección subcutánea, 
inyección intradérmica e inyección intravenosa.

La presente divulgación 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 10
carcinoma de tiroides medular esporádico, 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 
divulgación 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.15

La presente divulgación se refiere además 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 
divulgación, dicha enfermedad es preferiblemente por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto que 20
se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides, del carcinoma de tiroides papilar y 
del carcinoma de tiroides medular esporádico.

De acuerdo con el método terapéutico de la presente divulgación, 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 descripción del25
agente terapéutico o la composición 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 30
carcinoma de tiroides medular esporádico. 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 además el uso de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha 35
definido en el presente texto, para producir una composición farmacéutica destinada a su uso en un método para 
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET para 
administrarla a un organismo que incluye una célula que expresa una RET mutante. La composición 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 40
carcinoma de tiroides medular esporádico.

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 45
tiroides medular esporádico. Además 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 demás, el presente invento comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de RET, como se ha definido 50
en el presente texto, para una composición farmacéutica destinada a su uso en un método para tratar un carcinoma
de tiroides, comprendiendo la composición 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
composición farmacéutica es útil 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, 55
del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de tiroides medular esporádico.

De acuerdo con el presente invento, el agente inhibidor de una cinasa de RET comprende preferiblemente la 4-(3-
cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una sal farmacológicamente 
aceptable de ella o un solvato de ella.60

En un aspecto del invento, el agente inhibidor de una cinasa de RET comprende la N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-
quinolil)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil)urea (KRN951), una sal farmacológicamente 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 más arriba.

El compuesto se puede usar o bien a solas o mezclado con unos apropiados aditivos mencionados más arriba y 5
transformado en una formulación, como el agente inhibidor de una cinasa de RET del invento.

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

10
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-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella.
la 4-(3-cloro-4-(etilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;15
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)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y
la KRN951,
una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella, para producir un agente inhibidor de una cinasa20
de RET.

La presente divulgación comprende además 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-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;25
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)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y
la KRN951,30
una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella. De acuerdo con el método, el uso y la 
dosificación del compuesto no se limitan particularmente y se puede hacer referencia a la descripción del agente
terapéutico o de la composición farmacéutica citados más arriba.

2. Método para Predecir la Sensibilidad35

La presente divulgación 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 mutación de RET en la célula como una indicación. El efecto terapéutico de una sustancia inhibidora de una 
cinasa de RET es más prospectivo para unos pacientes que son altamente sensibles a dicha sustancia inhibidora de 40
una cinasa de RET.

De acuerdo con el método de la presente divulgación, 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 esporádico.45

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

En esta etapa, la célula es extraída preferiblemente a partir del paciente. La célula se puede obtener, por ejemplo,
retirándola desde un paciente por medio de un proceso quirúrgico (p.ej., una biopsia, etc.). Preferiblemente, se usan50
células sanguíneas 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 mutación de RET se pueden determinar de acuerdo con el método que se ha 
descrito más arriba.55

(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 mutación 60
de RET en la célula determinada en (1) como una indicación. Específicamente, cuando la célula determinada está 
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 divulgación 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 determinación
en (1) como una indicación. Específicamente, cuando la célula está expresando una RET mutante tomando como 
base los resultados de las determinaciones en (1), se juzga que esta célula es más sensible a la sustancia inhibidora 5
de una cinasa de RET cuando se la compara con unas células que no expresan la RET mutante.

Todavía otro aspecto de la presente divulgación 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 determinación en (1) como una indicación. Específicamente, cuando la célula está 10
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.

15
Aún todavía otro aspecto de la presente divulgación es un método para clasificar a unos pacientes mediante el 
análisis 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 determinación en (1) como una indicación. Específicamente, de acuerdo con el
método, se analiza la sensibilidad de unos pacientes a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET basándose en
el resultado de las determinaciones en (1) como se ha descrito más arriba, y los pacientes que tienen la célula que 20
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.

25
Aún todavía otro aspecto de la presente divulgación 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 basándose en los resultados de la 
determinación 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.30

Aún todavía otro aspecto de la presente divulgación es un método para predecir el efecto terapéutico de la sustancia
inhibidora de una cinasa de RET en un paciente basándose en los resultados de la determinación en (1). De 
acuerdo con el método, cuando la célula está 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 35
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 divulgación también se refiere a un método para determinar la presencia o la ausencia de una mutación 
de RET en la célula que se deriva de un paciente para predecir el nivel de sensibilidad del paciente a la sustancia40
inhibidora de una cinasa de RET. Este método de determinación es como se ha descrito en (1) más arriba.

La determinación de la presencia o la ausencia de una mutación de RET hace posible la predicción del nivel de
sensibilidad de un paciente a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

45
En esta etapa, aunque la sustancia inhibidora de una cinasa de RET es como se ha descrito más arriba, 
preferiblemente ella es la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, una 
sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

El método de la presente divulgación se puede emplear para predecir el nivel de la eficacia de la sustancia inhibidora 50
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 más 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 divulgación es altamente eficaz desde el aspecto clínico.

55
La presente divulgación proporciona un estuche de ensayo para determinar la presencia o la ausencia de una 
mutación de RET que se usa para el método de la presente divulgación. El estuche de ensayo comprende los 
reactivos mencionados más arriba que se usan para la determinación. El estuche de ensayo permite la predicción de 
si un paciente es o no altamente sensible a la sustancia inhibidora de una cinasa de RET.

60
La presente divulgación también se refiere al uso del estuche de ensayo para la predicción que se ha mencionado
más arriba.

E07743994
11-12-2015ES 2 556 173 T3

 



20

Aquí en lo sucesivo, el presente invento será ilustrado por intermedio de unos específicos ejemplos, aunque el 
invento no debería ser limitado a ellos.

EJEMPLO 1: Determinación de la actividad inhibidora de una cinasa de RET de la sustancia inhibidora de una 5
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 petición nuestra. Para ser más precisos, la actividad inhibidora de una 
cinasa de RET se determinó de la siguiente manera.10

1. Expresión y purificación de una RET

Una RET fue expresada como una proteína de fusión con GST recombinante humana (aquí en lo sucesivo, también 
referida como "proteína recombinante RET") en una célula de insecto (Spodoptera frugiperda 9 (Sf9)) de acuerdo 15
con el método del Sistema de Expresión de Baculovirus. La proteína recombinante RET expresada fue purificada por 
cromatografía de afinidad usando una GSH-agarosa (de Sigma) o una Ni-NTH-agarosa (de Qiagen). La pureza y la 
identificación de la proteína se pueden confirmar por una tinción con plata por SDS-PAGE y una transferencia de 
borrón Western usando un anticuerpo específico para RET.

20
2. Determinación 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 Elmer/NEM), 
se le añadieron consecutivamente 20 µl de una solución de reacción patrón, 5 µl de una solución de ATP (diluida con 
H2O), 5 µl de la sustancia de ensayo (como una solución acuosa al 10 % en dimetilsulfóxido) y una solución 25
mezclada que incluía 10 µl de una solución que contenía 50 ng de la proteína recombinante RET y 10 µl de una 
solución que contenía 125 ng de Poli(Glu, Tyr)4:1 biotinilado. Esta solución de reacción de cinasa (50 µl) contenía 60 
mM de HEPES-NaOH (pH 7,5), 3 mM de MgCl2, 3 mM de MnCl2, 3 µM ortovanadato de Na, 1,2 mM de DTT, 50 
µg/ml de PEG20000, y 1 µM de [γ-33P]-ATP.

30
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-(metilcarbamoíl)fenilsulfanil]-3-E-[2-(piridin-2-il)etenil]indazol (aquí en lo sucesivo, también referido como 
"AG013736"),
(c) la (2-dietilaminoetil)amida del ácido 5-(5-fluoro-2-oxo-1,2-dihidroindol-3-ilidenmetil)-2,4-dimetil-1H-pirrol-3-35
carboxílico (aquí 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 Fórmula (III))
(d) la KRN951; o
(e) la 4-[(4-fluoro-2-metilindol-5-il)oxi]-6-metoxi-7-[3-(pirrolidin-1-il)propoxi] quinazolina (aquí en lo sucesivo, también 
referida como "AZD2171"; Cancer Research. 65:4389-400, 2005, documento WO00/47212) (véase la Fórmula (V)) 40

La 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida se produjo de acuerdo con
las descripciones de la publicación de patente internacional Nº 02/32872 documento (WO02/32872) y de la 45
publicación de patente internacional Nº 2005/063713 documento (WO2005/063713).

El AG013736 se produjo basándose en la descripción de la publicación de patente internacional Nº 01/002369
documento (WO01/002369). La SU11248 se produjo basándose en la descripción de la publicación de patente 
internacional Nº 01/060814 documento (WO01/060814). La KRN951 se produjo basándose en la descripción de la 50
publicación de patente internacional Nº 02/088110 documento (WO02/088110). La AZD2171 se produjo basándose 
en la descripción de la publicación de patente internacional Nº 00/47212 documento (WO00/47212).

Seguidamente, la solución de reacción fue incubada a 30°C durante 80 minutos, después de lo cual se añadieron 50 
µl de una solución al 2 % (v/v) de H3PO4 para terminar la reacción.55
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La placa de 96 pocillos fue lavada y aspirada dos veces con 200 µl de una solución al 0,9 % (p/v) de NaCl.

La cantidad de la incorporación de 33Pi se puede evaluar determinando la radiactividad sobre la placa con un 
contador de la escintilación sobre una microplaca (de Microbeta, Wallac).5

La manipulación fue realizada con un sistema robótico de BeckmanCoulter/Sagian.

La concentración de la sustancia de ensayo que se requería con el fin de inhibir la actividad de una cinasa de RET
en un 50 % (IC50) fue calculada usando una radiactividad específica de 33P en concentraciones variables (10 valores 10
puntuales variando desde 10 µM hasta 0,0003 µM) 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 añadiese solamente el substrato
Poli(Glu, Tyr)4:1 (sin la adición de la proteína recombinante RET) mientras que se supuso que era de 100 % el valor 15
obtenido para el caso de que se añadiesen la proteína recombinante RET y el substrato Poli(Glu, Tyr)4:1 (sin la 
adición de la sustancia de ensayo).

La actividad como cinasa en la presencia de la sustancia de ensayo en cada concentración fue evaluada como el 
porcentaje del valor obtenido restando el valor de 0 % desde el valor de la radiactividad con respecto del valor 20
obtenido restando el valor de 0 % desde el valor de 100 %. Basándose en este porcentaje (%), se calculó la 
concentración de la sustancia de ensayo que se requería con el fin de inhibir la actividad de la cinasa de RET en un 
50 % (IC50).

Como un resultado de ello, se encontró que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-25
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de una cinasa de RET (IC50 = 35 nM) Además de ello, se 
encontró que la SU11248, la KRN951 y la AZD2171 tienen una actividad inhibidora de una cinasa de RET (IC50 = 64, 
92 y 75 nM, respectivamente). El AG013736 tiene una IC50 de 5.600 nM. Por lo demás, las sustancias de ensayo 
diferían en el nivel de la actividad inhibidora de una cinasa de RET.

30
EJEMPLO 2: Efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET sobre una fosforilación RET que es 
independiente del ligando en el linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano 

1. Preparación de un extracto de células
35

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano (TT, adquirido de ATCC) fue suspendido en el medio
RPMI1640 que contenía 15 % de FBS (adquirido de Sigma). TT es una célula que expresa una RET en donde la 
cisteína situada en el codón 634 en la secuencia de aminoácidos de RET de tipo salvaje ha sido mutada con 
triptófano (Biochemical and Biophysical Research Communications, 207, 1022-1028, 1995). Dos ml de esta 
suspensión de células por pocillo (4 x 105 células/ml) se añadieron a una placa de cultivo de células con 6 pocillos 40
(adquirida de FALCON), y se cultivaron en una incubadora con CO2 al 5 % (37°C) durante una noche. Después de
una cultivación, el material sobrenadante se retiró de cada pocillo y se añadieron 1,8 ml del medio RPMI1640 que 
contenía 15 % de FBS. Luego, se añadieron 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 contenía 15 % de FBS) disuelta en dimetilsulfóxido y se cultivaron en una incubadora con CO2 al 5 %45
(37°C) durante una hora. El material sobrenadante se retiró de cada pocillo, que fue luego lavado con 400 µl, de 
PBS, y añadido con 100 µl de un tampón 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 MgCl2, 1 mM de EDTA (pH 8,0), 100 mM de NaF, 1 mM de PMSF, 10 µg/ml
de Aprotinina, 50 µg/ml de Leupeptina, 1 µg/ml de Pepstatina A y 1 mM de Na3VO4). Las células presentes en esta 
solución se cosecharon con un dispositivo raspador y se trataron a 15.000 rpm y 4°C durante 15 minutos. Se añadió 50
un tampón SDS al material sobrenadante y se sometió a un tratamiento a 94°C durante 5 minutos para solubilizar la 
proteína, que fue luego preparada a razón de 20 µg/10 µl, como un extracto de células.

2. Electroforesis y transferencia de borrón Western
55

El extracto de células (20 µg/10 µl) 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 60
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-IgG de conejo marcado con  peroxidasa de rábano rusticano (Anticuerpo
anti-IgG de conejo, engarzado con HRP (adquirido de Cell Signalling)) como anticuerpo secundario. La membrana
fue lavada y luego tratada con Super Señal (adquirido de PIERCE) para el revelado del color.
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La actividad de autofosforilación de una RET (en %) de cada pista se determinó suponiendo que la absorbencia del
extracto de células, libre de la sustancia de ensayo, que se había añadido a un pocillo era una actividad de 
autofosforilación de una RET de 100 %. La actividad de autofosforilación de una RET (en %) se determinó mientras 
que se hacía variar escalonadamente la concentración de la sustancia de ensayo para calcular la concentración (en 5
%) de la sustancia de ensayo que se requería para inhibir en un 50 % la actividad de autofosforilación de una RET
(IC50).

Como un resultado de ello, la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolina-carboxamida
inhibe a la fosforilación de una RET de una manera dependiente de la concentración (IC50 = 27 nM) (Figura 1). 10
Además de ello, también se encontró que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolina-carboxamida inhibe una fosforilación de una de las moléculas situadas corriente abajo de RET, Erk1/2, que
está asociada con una señal de crecimiento de células, en una concentración similar a la usada para la cinasa de 
RET (Figura 1).

15
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 contenía 15 % de FBS (adquirido de Sigma). 0,1 ml por pocillo de esta suspensión de células    (3 x 20
104 células/ml) se añadieron a una placa de cultivo de células de 96 pocillos (adquirido de NUNC), y se cultivaron en 
una incubadora con CO2 al 5 % (37°C) durante una noche. Después de la cultivación, se añadieron a cada pocillo 
0,1 ml de la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) diluida en el medio RPMI1640 que contenía 15 % de FBS y se cultivaron
ulteriormente en una incubadora con CO2 al 5 % (37°C) durante 10 días. Después de la cultivación, se añadieron a 25
cada pocillo 10 µl de Cell Counting Kit-1 (adquirido de DOJINDO), tratado en una incubadora con CO2 al 5 % (37°C)
para el revelado del color y se determinó la absorbencia de cada pocillo con el lector de placas MTP-500 (de Corona 
Electric) en la longitud de onda de medición de 415 nm y la longitud de onda de referencia de 660 nm. Se determinó 
el porcentaje (en %) de la absorbencia de cada pocillo con la sustancia de ensayo comparándolo con la absorbencia
de un pocillo sin la sustancia de ensayo, basándose en lo cual se determinó la concentración de la sustancia de 30
ensayo que se requería con el fin de inhibir el crecimiento de células en un 50 % (IC50).

Como un resultado de ello, se encontró que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de IC50 = 78 nM contra el crecimiento del linaje celular (TT) del 
carcinoma de tiroides medular humano.35

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

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano. (TT, adquirido de ATCC) se cultivó a 37°C en un medio 40
RPMI1640 (que contenía 15 % de FBS) en una incubadora con CO2 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 tampón de fosfato para preparar una suspensión de 1 x 108 células/ml. 0,1 ml cada
una de las resultantes suspensiones de células se trasplantaron por vía subcutánea a un ratón desprovisto de 
inmunidad en el costado de su cuerpo (adquirido de Charles River).45

Una vez que el volumen de un tumor llegó a aproximadamente 100-200 mm3 después del trasplante, se administró 
por vía oral la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) a razón de 10 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg, una vez por día, durante
cuatro semanas. Los ejes mayor y menor de los tumores se midieron con un calibre Digimatic (de Mitsutoyo), y los 50
volúmenes de los tumores se calcularon de acuerdo con la siguiente fórmula. 

Volumen de un tumor (TV) = Eje mayor del tumor (en mm) x (Eje menor del tumor)2 (en mm2) / 2

Como un resultado de ello, se encontró que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-55
quinolinacarboxamida tiene un efecto antitumoral dependiente de la dosis en un modelo para el trasplante 
subcutáneo 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 fosforilación de RET en un modelo 
para el trasplante subcutáneo del linaje celular (TT) del carcinoma de tiroides medular humano60

El linaje celular del carcinoma de tiroides medular humano. (TT, adquirido de ATCC) se cultivó a 37°C en un medio 
RPMI1640 (que contenía 15 % de FBS) en una incubadora con CO2 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 tampón de fosfato para preparar una suspensión de 1 x 108 células/ml. 0,1 ml cada 
una de las resultantes suspensiones de células se trasplantaron por vía subcutánea a un ratón desprovisto de 
inmunidad en el costado de su cuerpo (adquirido de Charles River).

Una vez que el volumen de un tumor llegó a aproximadamente 100-200 mm3 después del trasplante, se administró 5
por vía oral la sustancia de ensayo 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (metanosulfonato) a razón de 10 mg/kg, 30 mg/kg o 100 mg/kg, Los tumores se reseccionaron 
a las 2, 8, 12 ó 24 horas después de la administración, y a ellos se les añadieron un tampón 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 MgCl2, 1 mM de EDTA (pH 
8,0), 100 mM de NaF, 1 mM de PMSF, 10 µg/ml de Aprotinina, 50 µg/ml de Leupeptina, 1 µg/ml de Pepstatina A, 1 10
mM de Na3VO4), 25 mM de β-glicerofosfato, y el cóctel II de inhibidores de fosfatasa (de SIGMA)) y se homogeneizó. 
El tratamiento a 15.000 rpm y 4°C durante 15 minutos y la adición de un tampón de SDS al material sobrenadante
fueron seguidos por un tratamiento a 94°C durante 5 minutos para solubilizar a la proteína a razón de 20 µg/10 µl
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 2.15

Como un resultado de ello, se encontró que la 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida tiene una actividad inhibidora de la autofosforilación de una RET en la dosis que se encontró 
que ejerce un efecto antitumoral en el modelo para el trasplante subcutáneo del linaje celular (TT) del carcinoma de 
tiroides medular humano (Figura 3).20

A partir de estos resultados, se mostró que se esperaba que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada 
a usarse en el invento sea más eficaz para unos organismos que comprenden unas células que expresan una RET 
mutante. Se demostró también que la sustancia inhibidora de una cinasa de RET destinada a usarse en el invento
es útil como un agente terapéutico destinado a tratar por lo menos una enfermedad seleccionada entre el conjunto 25
que se compone del carcinoma de tiroides medular familiar, del carcinoma de tiroides papilar y del carcinoma de 
tiroides medular esporádico, así como del carcinoma de tiroides.

[Ejemplo de referencia]
30

Aquí en lo sucesivo, se describirá un método para producir una formulación 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.

(Producción de una composición farmacéutica)35

(1) Tableta de 1 mg

24 g de crystal (C) de metanosulfonato de 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-
quinolinacarboxamida (aquí en lo sucesivo, también referida como "crystal (C)", que se produjo de acuerdo con el40
método que se ha descrito en el Ejemplo 7 del documento WO2005/063713) y 192 g de ácido silícico anhidro ligero
(agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon 
Aerosil) se mezclaron con 20 l de Super Mixer, y luego se añadieron 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 45
Soda) y se mezclaron conjuntamente. Subsiguientemente, se añadió una cantidad apropiada de etanol anhidro para 
obtener un cuerpo granulado que contenía crystal (C). Este cuerpo granulado se secó en un secador de estantes (a 
60°C), y luego se reguló en cuanto al tamaño usando un Power Mill (molino enérgico) para obtener gránulos. 
Conjuntamente con los gránulos, 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 50
JRS Pharma LP) y se mezclaron conjuntamente en un mezclador volteador con una capacidad de 20 l, y se 
moldearon con una máquina para producir tabletas con el fin de obtener tabletas con una masa total de 100 mg por 
tableta. Por lo demás, las tabletas se revistieron usando una solución acuosa al 10 % de Opadry yellow (amarillo)
(OPADRY 03F42069 YELLOW, de Colorcon Japón) como una solución de revestimiento con una máquina para 
revestir tabletas, obteniendo de esta manera unas tabletas revestidas con una masa total de 105 mg por tableta.55

(2) Tableta de 10 mg

60 g de crystal (C) y 192 g de ácido silícico anhidro ligero (agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de 
AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon Aerosil) se mezclaron con 20 l de Super Mixer, y luego se 60
añadieron 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 añadió una cantidad apropiada de etanol anhidro para obtener un cuerpo granulado que 
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contenía crystal (C). Este cuerpo granulado se secó en un secador de estantes (a 60°C), y luego se reguló en cuanto 
al tamaño usando un Power Mill para obtener gránulos. Conjuntamente con los gránulos, 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 l, y se moldearon con una máquina para producir tabletas con el fin 5
de obtener tabletas con una masa total de 400 mg por tableta. Por lo demás, las tabletas se revistieron usando una 
solución acuosa al 10 % de Opadry yellow (OPADRY 03F42069 YELLOW, de Colorcon Japón) como una solución 
de revestimiento con una máquina para revestir tabletas, obteniendo de esta manera unas tabletas revestidas con 
una masa total de 411 mg por tableta.

10
(3) Tableta de 100 mg 

31,4 g de crystal (C) y 4 g de ácido silícico anhidro ligero (agente antigelificante vendido bajo la marca comercial de 
AEROSIL (marca comercial registrada) 200, de Nippon Aerosil) se mezclaron con 1 l de Super Mixer, y luego se 
añadieron ulteriormente 40,1 g de hidrógeno fosfato de calcio anhidro (excipiente, Kyowa Chemical Industry), 10 g15
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 añadió una cantidad 
apropiada de etanol anhidro para obtener un cuerpo granulado que contenía crystal (C). Este cuerpo granulado se 
secó en un secador de estantes (60°C), y luego se granuló usando un Power Mill para obtener gránulos. 20
Conjuntamente con los gránulos, 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 máquina para producir tabletas con el fin de obtener tabletas con una 
masa total de 400 mg por tableta.

25
APLICABILIDAD INDUSTRIAL 

El presente invento proporciona un agente terapéutico que comprende una sustancia inhibidora de una cinasa de 
RET, como se ha definido más 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 30
papilar y del carcinoma de tiroides medular esporádico, 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 35
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 composición farmacéutica destinada a su uso en un método para 
tratar un carcinoma de tiroides, comprendiendo la composición una sustancia inhibidora de una cinasa de RET,40
como se ha definido más 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 composición farmacéutica, y la 
sustancia inhibidora de una cinasa de RET para dicha composición farmacéutica.

La presente divulgación también se refiere a unos métodos de usar el agente terapéutico del invento, a un método 45
para tratar un carcinoma de tiroides que comprende la administración 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 más arriba.

Por lo demás, la presente divulgación proporciona un método para predecir el efecto de una sustancia inhibidora de 
una cinasa de RET.50

Más específicamente, el efecto de una sustancia inhibidora de una cinasa de RET se puede predecir usando la 
presencia o la ausencia de una mutación de RET en la célula como una indicación.

Puesto que el método de acuerdo con la presente divulgación hace posible predecir el efecto del compuesto sin55
administrar el compuesto al paciente, se ha hecho posible seleccionar un paciente del que se espera que sea más
susceptible al compuesto. Por lo tanto, se ha hecho posible una contribución a la QOL del paciente.

60
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SEQ ID NOS: 5-20 Cebadores

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Eisai R&D Management Co., Ltd.5
<120> AGENTE ANTITUMORAL PARA UN CÁNCER DE TIROIDES
<130> G08-0027
<140> PCT/JP2007/060560
< 141> 2007-05-17
<150> US 60/747.57010
< 151> 2006-05-18
<160> 20
<170> PatentIn version 3.3
<210> 1
< 211> 475715
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens
<400> 1 

20
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<210> 2
< 211> 1114
< 212> PRT5
< 213> Homo sapiens
<400> 2 
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<210> 3
< 211> 4161
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens5
<400> 3 
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<210> 4
< 211> 1072
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens
<400> 4 5
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<210> 5
<211> 18
< 212> ADN5
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador
<400> 5
attgtcatct cgccgttc 1810

<210> 6
< 211> 18
< 212> ADN
< 213> Artificial15
<220>
< 223> cebador
<400> 6
tgcttcagga cgttgaac 18

20
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<210> 7
< 211> 21
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>5
< 223> cebador
<400> 7
tatcgcagga gagactgtga t 21

<210> 810
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador15
<400> 8
tggagaagag aggctgtatc 20

<210> 9
< 211> 1720
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador
<400> 925
cgttgccttg acttttc 17

<210> 10
< 211> 21
< 212> ADN30
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador
<400>10
tgccccttca gtgttcctac t 2135

<210> 11
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial40
<220>
< 223> cebador
<400> 11
cttgataaca ctggcaggtt 20

45
<210> 12
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>50
< 223> cebador
<400> 12
gaggcgttct ctttcagcat 20

<210> 1355
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador60
<400> 13
tggaagaact tcggcatgag 20
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<210> 14
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>5
< 223> cebador
<400> 14
gaattcacag ccaccaagtg 20

<210> 1510
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador15
<400> 15
ctacttagct ttccaagtgg 20

<210> 16
< 211> 2220
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador
<400> 1625
gggacagaca cctttggaaa ta 22

<210> 17
< 211> 20
< 212> ADN30
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador
<400> 17
gttgaaggag tccttgactg 2035

<210> 18
< 211> 18
< 212> ADN
< 213> Artificial40
<220>
< 223> cebador
<400> 18
ctttcagcat cttcacgg 18

45
<210> 19
< 211> 19
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>50
< 223> cebador
<400> 19
agtgaagttt ctaccatcc 19

<210> 2055
< 211> 20
< 212> ADN
< 213> Artificial
<220>
< 223> cebador60
<400> 20
ggcgttctct ttcagcatct 20

65
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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: 5
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)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida;
N6-metoxi-4-(3-cloro-4-(((etilamino)carbonil)amino)fenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida; y10
N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea;
una sal farmacológicamente aceptable de ella o un solvato de ella.

2. El agente terapéutico de acuerdo con la reivindicación 1, en donde la sustancia inhibidora de una cinasa de RET 
es: 15
(a) 4-(3-cloro-4-(ciclopropilaminocarbonil)aminofenoxi)-7-metoxi-6-quinolinacarboxamida, 
una sal farmacológicamente 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 reivindicación 1, en donde dicha sustancia inhibidora de una cinasa de 20
RET es N-{2-cloro-4-[(6,7-dimetoxi-4-quinolil)oxi]fenil}-N'-(5-metil-3-isoxazolil) urea, una sal farmacológicamente 
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 preparación de un agente terapéutico destinado a tratar un carcinoma de tiroides.25

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

30
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