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DESCRIPCION
Usos de inhibidores etiquetados HSP90
Antecedentes de la invencion

Para mantener la homeostasis, las células emplean mecanismos moleculares intrincados que comprenden miles de
proteinas programadas para ejecutar funciones bien definidas. La desregulacion de estas vias, a través de la mala
expresion o mutacion de las proteinas, puede realizor a ventajas bioldégicas que confieren un fenotipo maligno.
Aunque a nivel celular tal desregulacion puede ser beneficiosa (es decir que favorece a la supervivencia
incrementada), en el nivel molecular esta requiere células para invertir energia en el mantenimiento de la estabilidad
y funcion de estas proteinas. Se cree que para mantener estas protelnas en un estado pseudoestable, las células
cancerosas co-optan por chaperonas moleculares, incluyendo la HSP90*

En apoyo de esta hlpoteS|s la HSP90 es reconocida por desempefiar funciones importantes en el mantenimiento del
fenotipo transformado®?®. La HSP90 y sus cochaperonas asociadas ayudan en la correcciéon del plegamiento
conformacional de las protel’nas celulares, referidas colectivamente como “proteinas cliente”, muchas de las cuales
son efectoras de las vias de transduccién de sefial que controlan el crecimiento celular, la diferenciacion, la
respuesta del dafio de DNA, y supervivencia celular. La adiccion de las células tumorales a las proteinas
desreguladas (es decir a través de mutaciones, expreS|on aberrante, translocacion celular inapropiada etc.) de esta
manera puede ser criticamente dependiente de HSP90*

Los fundamentos de la terapia de HSP90 en varias formas de canceres ahora estan muy resg)aldados por estudios
preclinicos y clinicos incluyendo en la resistencia de la enfermedad a la terapia estandar Por eemplo los
estudios han mostrado una sensibilidad notable de ciertos tumores HER2+ a los inhibidores de HSP90 . En estos
tumores, el 17-AAG (también llamado Tanespimicina) y 17-DMAG (Alvespimicina) |ndu1eron respuestas aun, y en
particular, en pacientes con enfermedad progresiva después de la terapia con trastuzumab®®. Otros inhibidores de
HSP90, tal como PU-H71, cuando se sometieron a pruebas preclinicas en una variedad de modelos de ratén de
cancer de mama triple negatlvo mostraron el efecto antltumoral de agente individual dirigido mas potente jamas
reportado en este subtipo de cancer de mama dificil de tratar'®.

Aunque estos datos apoyan en gran medida el uso de inhibidores de HSP90 en el cancer, por el momento no hay un
consenso claro en como identificar a esos pacientes a beneficiarse mas probablemente de la terapia de
HSP90'"""%?, Esto es especialmente problematico sabiendo que para un desarrollo exitoso del agente dirigido es
esencial deflnlr la subpoblacién de pacientes que deben recibir el farmaco (es decir, tumores con mutaciones EGFR
de Tarceva). Esta seleccion puede reducir el nUmero de pacientes que reciben tratamiento ineficaz y disminuyen el
asombroso numero de agentes de oncologia dirigidos que fracasan en los ensayos clinicos de etapa final.

Ademas, no existe ensayo clinico que pueda verificar no invasivamente la inhibicién de la HSP90 objetivo. Aunque la
supervision farmacodinamica de los linfocitos de sangre periférica ha proporcionado un indice faciimente accesible y
reproducible de actividad bioldgica in vivo de los inhibidores de HSP90 en ensayos clinicos, los efectos del farmaco
en el tejido normal no predicen la actividad especifica de tumor® %1% E| uso prudente de biopsias para medir los
cambios farmacodinamicos ha seguido siendo una forma importante para someter a prueba la modulacion objetivo,
pero este método sigue siendo limitado debido a los problemas logisticos y éticos asociados con los ensayos
invasivos. Como una alternativa, los cambios en los niveles de HER2 y VEGF tumorales ahora estan siendo
investigados usando anticuerpos ethuetados con zirconio 89'%%1% y de los niveles de dominio extracelular HER2
solubles en sueros de pacientes por ELISA'®, pero estos estudios se restringen al subconjunto de tumores de mama
que expresan estos biomarcadores. Los métodos para evaluar la respuesta de una célula cancerosa a un
tratamiento mediante un inhibidor de HSP90 también se describen en la solicitud de patente internacional WO
2010/020618 y en la solicitud de patente de EE. UU. 2011/118298A1.

Por consiguiente, existe una fuerte necesidad de biomarcadores en la terapia dirigida hacia HSP90: La mayoria de
pacientes con cancer se tratan con terapias experimentales, novedosas, en muchos casos con poca informacién
sobre el mecanismo de accién del agente especifico, la idoneidad de un tratamiento particular para diferentes
subconjuntos de enfermedades, y poco conocimiento sobre la dosis 6ptima y programa de agentes terapéuticos en
diferentes entornos malignos. El resultado final es la investigacion clinica empirica, en la cual los pacientes con
malignidades refractarias se tratan con un espectro de agentes novedosos sin conocimiento de cuales
procedimientos terapéuticos son mejores para diferentes contextos clinicos.

La HSP90 es un objetivo muy buscado en el cancer debido a su funcion critica en la estabilizacion y plegamiento de
proteinas implicadas en la transformacion oncogénica. Dado su potencial para degradar una variedad de diferentes
oncoproteinas y afectar multiples vias de sefalizacion, se ha planteado la hipétesis de que los inhibidores de HSP90
(HSP90i) son activos en una amplia variedad de canceres. Los ensayos clinicos iniciales han confirmado que
potencial terapéutico de este procedimiento en un subconjunto de tumores, pero el descubrimiento de
biomarcadores para predecir qué canceres y poblaciones de pacientes seran los mas sensibles a tal tratamiento ha
resultado un problema. Tal entendimiento deficiente y la seleccién de la poblacién de pacientes adecuada han
conducido a una gran variedad de agentes terapéuticos emergentes contra la HSP90 cancerosa que progresan
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lentamente o no contindan con el desarrollo. Los esfuerzos inmediatos para identificar la poblaciéon sensible y para
desarrollar un ensayo de diagnostico de acompafiamiento para la terapia de HSP90 por lo tanto son urgentemente
necesarios.

El disefio de una dosis y programa apropiados necesarios para lograr la eficacia antitumoral también es
deficientemente entendido en la terapia de HSP90. La farmacocinética del plasma proporciona generalmente datos
informativos para el disefio de la dosificacion terapéutica, con el area bajo la curva (AUC) de plasma frecuentemente
como una medida de exposicion sistémica del farmaco. Sin embargo, para los inhibidores de HSP90, la
concentracion y duracion de la retencion de los farmacos en los tejidos tumorales, y no en la sangre, determina su
efecto antitumoral'®'%°, Especificamente, la mayoria de inhibidores de HSP90 se caracterizan por un perfil
farmacocinético atipico de eliminacion rapida del plasma y tejidos normales pero retencion de farmaco relativamente
prolongada en los tumores (es decir durante 12-48 horas posterior a la administracion). Como tal, el entendimiento
clinico de la respuesta tumoral a la terapia de HSP90 sigue siendo severamente limitada si la respuesta se
correlaciona con la dosis inyectada, en lugar de con la dosis tumoral. El valor limitado de la farmacocinética del
plasma y la importancia de la dosis tumoral para la respuesta tumoral sugiere la necesidad del desarrollo clinico de
un ensayo de farmacocinética del tumor para inhibidores de HSP90. Un ensayo no invasivo clinicamente practico,
validado de la HSP90 tumoral permitiria que la dosificacion terapéutica se enfoque en lograr una concentracion de
farmaco tumoral de estado permanente, en lugar de una concentracion en plasma de estado permanente sustituta.
Tal ensayo podria indicar si en o por debajo de una dosificacion permitida maxima, las concentraciones tumorales
terapéuticamente efectivas se podrian lograr. En caso contrario, los pacientes podrian seguir un tratamiento
alternativo evitandoles exposicién innecesaria a la toxicidad del farmaco potencial sin un beneficio clinico.

Para superar estas limitaciones asociadas con la terapia de HSP90, los inventores disefian y desarrollan en este
documento un ensayo no invasivo que proponen facilitara la implementacion clinica éptima, el desarrollo y uso de
inhibidores de HSP90 en canceres.

Sumario de la invenciéon

Esta invencién proporciona métodos para usar inhibidores de HSP90 etiquetados tal como se define en las
reivindicaciones, para determinar si es probable que un paciente con un cancer hematoldgico respondera a la terapia
con un inhibidor de HSP90.

La descripcion proporciona evidencia de que la abundancia de esta especie “HSP90 oncogénica” particular, que no
esta dictada por la expresion de HSP90 sola, predice la sensibilidad a la terapia de inhibicion de HSP9O0, y de esta
manera es un biomarcador para la terapia de HSP90. La descripcién también proporciona evidencia de que
identificar y medir la abundancia de esta especie HSP90 oncogénica en tumores predice la respuesta a la terapia de
HSP90. “HSP90 oncogénica” se define en la presente como la fraccion HSP90 que representa una forma especifica
de tension celular del complejo de chaperona, que se expande y mantiene constitutivamente en el contexto celular
del tumor, y que puede ejecutar funciones necesarias para mantener el fenotipo maligno. Tales labores no sélo
regulan el plegado de proteinas sobreexpresadas (esfo es HER2), mutadas (esfo es mB-Raf) o quiméricas (esto es
Bcr-Abl), sino también facilitan la formaciéon en complejo y andamiaje de moléculas involucradas en complejos de
sefializacion aberrantemente activados (esfo es STAT5, BCL6). Aunque el tumor se vuelve adicto a sobrevivir en
una red de oncoproteinas HSP90, estas proteinas se vuelven dependientes de “HSP90 oncogénica” para su
funcionamiento y estabilidad. Esta interdependencia simbidtica sugiere que la adicciéon de tumores a oncoproteinas
HSP90 iguala la adiccion a “HSP90 oncogénica”. La medicion de la abundancia de la Ultima es una lectura de la
primera, y por lo tanto, de acuerdo con la presente descripcion, es un biomarcador para enriquecimiento de la terapia
de HSP90.

Adicionalmente, se ha mostrado que HSP90 forma complejos bioquimicamente distintos en células malignas. Una
fraccion principal de HSP90 de célula cancerosa conserva las funciones de chaperona “constitutiva” similares a las
células normales, mientras que un grupo HSP90 funcionalmente distinto enriquecido o expandido en células
cancerosas (esto es, “HSP90 oncogénica”) especificamente interactia con proteinas oncogénicas requeridas para
mantener la sobrevivencia de la célula tumoral, las caracteristicas proliferativas aberrantes y el comportamiento
invasivo y metastasico.

Para medir en una manera tumor por tumor la abundancia del “HSP90 oncogénica”, la invencién también
proporciona herramientas quimicas. Tales herramientas incluyen inhibidores de HSP90 etiquetados con ANCA y
fluorescentemente etiquetados, inhibidores de HSP90 biotinilados e inhibidores radioetiquetados que
especificamente se identifican e interactian con esta especie de “HSP90 oncogénica” del tumor, haciendo esto
posible medir la abundancia de la especie “HSP90 oncogénica” en diferentes tipos de tumores, células tumorales,
células que soportan el tumor y formaciones bioldgicas asociadas con el tumor, tales como en malignidades
hepatoldgicas, tumores sélidos y tumores liquidos, y de esta manera, medir y predecir la sensibilidad para la terapia
de inhibicién de HSP9O0. Esto puede estar en la forma de, pero no limitado a, células cancerosas en un tumor sélido
o liquido, células madre de cancer, células tumorales circulantes, células inmunitarias que soportan el tumor,
exosomas Yy células progenitoras que soportan el tumor.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un método para determinar si es probable que un paciente con cancer en la
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sangre respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende:

(a) poner en contacto una muestra que contiene células cancerosas y células no cancerosas del paciente
con un PU-H71 fluorescentemente etiquetado permeable a las células que se enlaza preferentemente
a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en las células cancerosas del paciente;

(b) medir la cantidad de PU-H71 enlazado a las células cancerosas y no cancerosas en la muestra; y

(c) comparar la cantidad de PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con
la cantidad de PU-H71 fluorescentemente marcado enlazado a las células no cancerosas,

donde una mayor cantidad de PU-H71 fluorescentemente marcado enlazado a las células cancerosas que a las
células no cancerosas indica que probablemente el tumor respondera a un inhibidor de HSP9O0, preferiblemente
donde las células no cancerosas son linfocitos y mas preferiblemente, donde dicha medicién se lleva a cabo
mediante citometria de flujo.

Posteriormente se describiran otros aspectos de la descripcion.

En un aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor con un inhibidor de HSP90
detectablemente etiquetado que se enlaza preferencialmente a una forma especifica del tumor de
HSP90 presente en un tumor o células tumorales;

(b) medir la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o a las células tumorales en la
muestra; y

(c) comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o a las células tumorales en
la muestra medida en la etapa (b) con la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a una
referencia;

en donde una cantidad mayor de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o a las células tumorales
medidas en la etapa (b) como se compara con la cantidad de referencia indica que el tumor probablemente
respondera al inhibidor de HSP9O0.

En una modalidad la referencia es de células del mismo paciente con el tumor. La referencia puede ser células
normales del paciente con cancer. Por ejemplo, las células normales pueden ser linfocitos de un paciente con un
tumor en la sangre, leucocitos de un paciente con células tumorales circulantes o tejido normal que rodea un tumor
sélido. En otra modalidad la referencia es una célula tumoral u otra célula del paciente con cancer con poca hasta
ninguna expresion del HSP90 oncogénica. En otra modalidad, la referencia es de células de un paciente diferente
del paciente con el tumor. Por ejemplo, la referencia puede ser de células de un individuo saludable o células con
poca hasta ninguna expresion del HSP90 oncogénica de un paciente con cancer diferente del paciente con el tumor
para medirse.

En un aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor con un primer inhibidor de
HSP90 detectablemente etiquetado que se enlaza preferencialmente a una forma especifica del tumor
de HSP90 presente en un tumor o células tumorales y un segundo inhibidor detectablemente
etiquetado que tiene un enlace minimo o ningun enlace a la forma especifica del tumor de HSP90;

(b) medir la cantidad del primer inhibidor etiquetado y segundo inhibidor etiquetado enlazado al tumor o las
células tumorales en la muestra; y

(c) comparar la cantidad del primer inhibidor etiquetado enlazado al tumor o las células tumorales con la
cantidad del segundo inhibidor etiquetado enlazado al tumor o células tumorales,

en donde una cantidad mayor del primer inhibidor etiquetado enlazado al tumor o células tumorales como se
compara con el segundo inhibidor etiquetado enlazado al tumor o células tumorales indica que el tumor
probablemente respondera al inhibidor de HSP90.

En una modalidad, el inhibidor de HSP90 etiquetado es un inhibidor etiquetado con ANCA o etiquetado
fluorescentemente que es permeable a las células y que selectivamente se enlaza a “HSP90 oncogénica”. Por
ejemplo, se proporcionan diferentes versiones etiquetadas con ANCA o etiquetadas fluorescentemente del inhibidor
de HSP90 PU-H71 que se han optimizado para uso en citometria de flujo y para los analisis de células cancerosas
encontradas en o aisladas de un tumor liquido o sélido, células madre de cancer, células tumorales circulantes,
células inmunitarias que soportan el tumor, exosomas y células progenitoras que soportan el tumor, y para uso en la
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tincion del tejido para muestras obtenidas por diversos métodos intervencionales tales como biopsias, cirugias y
aspirados con aguja fina.

En tal modalidad, mostramos que los inhibidores etiquetados fluorescentemente tales como PU-H71-FITC2 (Seccion
5.2.1.1.) pueden usarse para medir la abundancia de “HSP90 oncogénica” en tejidos obtenidos de tales fuentes
como biopsias y especimenes de cirugia. En otra modalidad, mostramos que los inhibidores etiquetados
fluorescentemente tales como PU-H71-FITC2 pueden usarse para medir la abundancia de “HSP90 oncogénica” en
lineas celulares de cancer establecidas o en células cancerosas primarias. Todavia en otra modalidad mostramos
que los inhibidores etiquetados fluorescentemente pueden usarse para medir la abundancia de “HSP90 oncogénica”
en células aisladas de especimenes de cancer tales como de tumores, en células madre de cancer, en células
tumorales circulantes y en células cancerosas obtenidas de aspirados por aguja fina. Todavia en otras modalidades,
mostramos que los otros inhibidores de HSP90 fluorescentemente etiquetados, etiquetados con ANCA vy biotinilados
también son utiles para realizar las mediciones mencionadas arriba.

En otra modalidad, el inhibidor de HSP90 etiquetado es un inhibidor radioetiquetado que se enlaza selectivamente a
“HSP90 oncogénica”. Por ejemplo, diferentes versiones de PU-H71 radioetiquetado se han optimizado para la
formacion de imagenes PET. En una modalidad particular, las versiones radioetiquetadas de yodo 124 de PU-H71
son para la formacién de imagenes PET de tumores sdlidos y liquidos. Los inhibidores radioetiquetados pueden
usarse para formar en imagenes numerosos tipos de canceres primarios y metastasicos incluyendo pero no
limitados a cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de préstata, un cancer pulmonar incluyendo cancer pulmonar de
célula pequefia y cancer pulmonar de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer esofagico, cancer de estémago, cancer
de higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas incluyendo
linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, leucemias, mielomas, neoplasias mieloproliferativas y canceres
ginecoldgicos incluyendo canceres de ovarios, cervicouterino, y endometriales.

La descripciéon ademas proporciona medios para medir en una manera tumor por tumor la abundancia del “HSP90
oncogénica” en tumores solidos tales como, pero no limitados a, aquellos tumores enlistados arriba y en tumores
liquidos, tales como, pero no limitados a, aquellos asociados con linfomas, leucemias, mielomas y neoplasias
mieloproliferativas. En una modalidad, la invencién muestra que por el uso de inhibidores de HSP90 etiquetados con
Yodo 124 que interactuan especificamente con el “HSP90 oncogénica” es posible usar formacién de imagenes PET
no invasivamente y cuantificar el “HSP90 oncogénica” en pacientes, en tumores solidos y tumores liquidos.

En un aspecto, la descripcion proporciona un método para determinar si un paciente con malignidades
hematoldgicas tales como cancer en la sangre (por ejemplo, leucemias) probablemente respondera a la terapia con
un inhibidor de HSP90 que comprende poner en contacto una muestra que contiene células cancerosas del paciente
y células no cancerosas de referencia con un inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado permeable a la
célula que se enlaza preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en las células
cancerosas del paciente, medir la cantidad de inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las
células cancerosas y no cancerosas en la muestra, y comparar la cantidad del inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con la cantidad del inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas, en donde una cantidad mayor de inhibidor de
HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas que las células no cancerosas indica que el
tumor probablemente respondera al inhibidor de HSP90.

En tal modalidad las células normales de referencia son células normales (por ejemplo, linfocitos) que son del mismo
paciente como las células cancerosas. En otra modalidad, las células no cancerosas de referencia se obtienen de un
paciente diferente del paciente con cancer.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un paciente con un tumor soélido
probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende poner en contacto una muestra,
tal como obtenida de una biopsia, cirugia, aspirados por aguja fina u otro procedimiento intervencional, que contiene
células cancerosas y células no cancerosas del paciente (por ejemplo estroma circundante, células benignas u otros
tipos de células normales en el espécimen) con un inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado permeable a la
célula que se enlaza preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en las células
cancerosas del paciente, medir la cantidad de inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las
células cancerosas y células no cancerosas en la muestra, y comparar la cantidad del inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con la cantidad del inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas, en donde una cantidad mayor de inhibidor de
HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas que las células no cancerosas indica que el
tumor probablemente respondera al inhibidor de HSP90.

La descripcion también proporciona un método para determinar si un paciente con un tumor sélido probablemente
respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende poner en contacto una muestra que contiene
células cancerosas circulantes y células no cancerosas (por ejemplo, leucocitos) del paciente con un inhibidor de
HSP90 fluorescentemente etiquetado permeable a la célula que se enlaza preferencialmente a una forma especifica
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del tumor de HSP90 presente en las células cancerosas del paciente, medir la cantidad de inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas y no de cancer en la muestra, y comparar la
cantidad del inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con la cantidad del
inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas, en donde una cantidad
mayor de inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas que las células no
cancerosas indica que el tumor probablemente respondera al inhibidor de HSP90.

En una modalidad alternativa, las células no cancerosas de referencia se obtienen de un paciente diferente del
paciente con el tumor.

En otro aspecto, la descripcion proporciona métodos para usar inhibidores de HSP90 radioetiquetados para
determinar los pacientes que seran susceptibles a la terapia de inhibicién de HSP90.

En tal modalidad, la descripciéon proporciona métodos para determinar si un paciente con cancer con un tumor que
puede detectarse mediante diagndstico por imagenes probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de
HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) administrar al paciente un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se enlaza preferencialmente a una
forma especifica del tumor de HSP90 presente en el tumor o en células del tumor del tumor;

(b) medir la absorcion del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por el tumor del paciente en uno o mas
puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(c) medir la absorcién del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por un tejido saludable predeterminado o
sangre del paciente en uno o mas puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(d) calcular una relacion de la absorcion medida en uno o multiples puntos de tiempo en la etapa (b) con la
absorcién medida en los mismos puntos de tiempo en la etapa (c); y

(e) determinar la probabilidad de que el paciente con cancer responda a la terapia con el inhibidor de
HSP90, en donde una relacion mayor que 2 calculada en la etapa (d) en uno o miltiples puntos de
tiempo indica que el paciente probablemente respondera.

En otra modalidad, la descripcion proporciona un método para determinar si un paciente con cancer con un tumor
que puede detectarse mediante diagndstico por imagenes probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de
HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) administrar al paciente un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se enlaza preferencialmente a una
forma especifica del tumor de HSP90 presente en el tumor o en células tumorales del tumor;

(b) medir la absorcion del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por el tumor del paciente en uno o mas
puntos de tiempo mas de 4 horas después de la administracion en la etapa (a),

en donde una absorcion del inhibidor en uno o mas puntos de tiempo en relacion con la absorciéon en tejido
saludable que rodea el tumor indica que el paciente probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de
HSP9O0.

Auln en otra modalidad, la descripcién proporciona un método para determinar si un tumor que puede detectarse
mediante diagndstico por imagenes probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que
comprende las siguientes etapas:

(a) administrar al paciente un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se enlaza preferencialmente a una
forma especifica del tumor de HSP90 presente en el tumor o en células tumorales del tumor;

(b) inspeccionar visualmente por PET la absorciéon del inhibidor radioetiquetado en el tumor o en células
tumorales del tumor en uno o mas puntos de tiempo 2 horas o mas después de la administraciéon del
inhibidor de HSP90 radioetiquetado en la etapa (a),

(c) comparar la imagen PET obtenida en la etapa (b) con la imagen PET obtenida en tejido saludable que
rodea el tumor en uno o mas puntos de tiempo;

en donde la presencia de una region iluminada en la imagen PET en el tumor o en células tumorales del tumor en
uno o mas puntos de tiempo indica que el paciente probablemente respondera a la terapia de inhibicion de HSP90.

Todavia en otra modalidad, la descripcidon proporciona un método para determinar si un paciente con cancer
especifico con un tumor que expresa la HSP90 oncogénica respondera a la terapia con una dosis definida de un
inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(@) administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
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preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en el tumor o en células
tumorales del tumor;

(b) medir la absorcion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del paciente en uno
0 mas puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(c) calcular para la dosis definida del inhibidor de HSP9O0, las concentraciones del inhibidor de HSP90 que
deberan presentarse en el tumor del paciente en cada uno o mas de los puntos de tiempo, basadas en
la absorcion medida en uno o mas puntos de tiempo en la etapa (b); y

(d) comparar las concentraciones del inhibidor de HSP90 calculadas en la etapa (c) con concentraciones
de referencia del inhibidor de HSP90 que deberan necesitarse para estar presentes en el tumor en uno
0 mas puntos de tiempo para el inhibidor de HSP9O0 para ser efectivos al tratar el tumor,

en donde el paciente probablemente respondera a la terapia con la dosis definida del inhibidor de HSP9O0 si las
concentraciones del inhibidor de HSP90 calculadas en la etapa (c) igualan o exceden las concentraciones del
inhibidor de HSP90 necesarias para tratar efectivamente el tumor.

En otro aspecto, mostramos que los inhibidores de HSP90 radioetiquetados pueden usarse para determinar dosis y
programas de dosificacion efectivos de inhibidores de HSP90.

En tal modalidad, la descripcion proporciona un método para determinar si un paciente con cancer especifico con un
tumor que expresa el HSP90 oncogénica respondera a la terapia con una dosis definida de un inhibidor de HSP90
que comprende las siguientes etapas:

(@) administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en el tumor o en células
tumorales del tumor;

(b) medir la absorcion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del paciente en uno
0 mas puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(c) calcular para la dosis definida del inhibidor de HSP9O0, las concentraciones del inhibidor de HSP90 que
estarian presentes en el tumor del paciente en cada uno o mas de los puntos de tiempo, basadas en la
absorcién medida en uno o mas puntos de tiempo en la etapa (b); y

(d) comparar la exposicion del tumor para el inhibidor de HSP90 calculada en la etapa (c) con una
exposicion de referencia para el inhibidor de HSP90 que se necesitaria que esté presente en el tumor
en uno o mas puntos de tiempo para el inhibidor de HSP90 para ser efectivos al tratar el tumor,

en donde el paciente probablemente respondera a la terapia con la dosis definida del inhibidor de HSP90 si la
exposicion del tumor para el inhibidor de HSP90 calculada en la etapa (c) iguala o excede la exposicion del tumor
para el inhibidor de HSP9O0 necesaria para tratar efectivamente el tumor.

Las modalidades adicionales incluyen un método para determinar, para un paciente con cancer especifico con un
tumor que puede detectarse mediante diagndstico por imagenes, una dosis efectiva y frecuencia de administracion
para terapia con un inhibidor de HSP90; un método para determinar la concentracién de un inhibidor de HSP90
presente en un tumor que puede detectarse mediante diagndstico por imagenes en un paciente con cancer; y un
método para determinar o vigilar la capacidad de respuesta a la terapia con un inhibidor de HSP90 de un tumor en
un paciente con cancer.

Auln en otra modalidad, esta descripcién proporciona un método para determinar, para un paciente con cancer
especifico con un tumor que expresa la HSP90 oncogénica, una dosis efectiva y frecuencia de administracion para la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(@) administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en un tumor o células
tumorales;

(b) medir la absorcion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del paciente en uno
0 mas puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a); y

(c) calcular la dosis y frecuencia de administracion necesarias para mantener en el tumor en cada uno o
mas de los puntos de tiempo una concentracién del inhibidor de HSP90 efectiva para tratar el tumor,
basadas en la absorcién medida en uno o mas puntos de tiempo en la etapa (b), y por lo tanto
determinar, para el paciente con cancer, la dosis efectiva y frecuencia de administracion para la terapia
con el inhibidor de HSP90.

Todavia en otra modalidad, esta descripcion proporciona un método para determinar, para un paciente con cancer
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especifico con un tumor que expresa la HSP90 oncogénica, una dosis efectiva y frecuencia de administracion para la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(@)

(b)

(c)

administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
preferencialmente a una forma especifica del tumor de HSP90 presente en un tumor o células
tumorales;

medir la absorcién de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP9O0 por el tumor del paciente en uno
0 mas puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a); y

calcular la dosis y frecuencia de administracion necesaria para mantener en el tumor durante el periodo
de tratamiento una concentracion de tumor promedio del inhibidor de HSP90 efectiva para tratar el
tumor, basadas en la absorcién medida en uno o mas puntos de tiempo en la etapa (b), y por lo tanto
determinar, para el paciente con cancer, la dosis efectiva y frecuencia de administracion para la terapia
con el inhibidor de HSP90.

Todavia en un aspecto adicional, la descripcién proporciona un método para determinar la concentracion de un
inhibidor de HSP90 presente en un tumor que expresa la HSP90 oncogénica en un paciente con cancer que
comprende las siguientes etapas:

(@)

(b)

(c)

coadministrar al paciente una cantidad predeterminada del inhibidor de HSP90 y una cantidad de una
forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza preferencialmente a una forma especifica
del tumor de HSP90 presente en un tumor o células tumorales;

medir periddicamente la absorcién del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por el tumor del paciente en
uno o mas puntos de tiempo después de la coadministracion en la etapa (a); y

determinar la concentracion del inhibidor de HSP90 presente en el tumor en cualquier punto de tiempo
basado en las mediciones de la absorcion del inhibidor de HSP90 radioetiquetado en la etapa (b).

Auln en otro aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar la capacidad de respuesta a la terapia
con un inhibidor de HSP90 de un tumor que expresa la HSP90 oncogénica en un paciente con cancer que
comprende las siguientes etapas:

(@)

(b)

(c)

administrar una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza preferencialmente a una
forma especifica del tumor de HSP90 presente en un tumor o células tumorales, al paciente en uno o
mas puntos de tiempo dentro del periodo durante el cual el paciente esta recibiendo el inhibidor de
HSP90 como terapia;

medir la concentracion del inhibidor de HSP9O0 radioetiquetado en el tumor del paciente en uno o mas
puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a); y

comparar las concentraciones del inhibidor de HSP90 radioetiquetado medidas en la etapa (b) con la
concentracion minima del inhibidor de HSP90 necesaria para tratar efectivamente el tumor, en donde
las concentraciones medidas mayores que la minima necesaria para tratar el tumor indica que el
paciente es probable que responda a la terapia con el inhibidor de HSP90.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un paciente que sufre de una enfermedad
neurodegenerativa respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(@)

(b)
(c)

poner en contacto el cerebro con un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se enlaza
preferencialmente a una forma patogénica de HSP90 presente en las células del cerebro del paciente;

medir la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a las células del cerebro en la muestra; y

comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a las células del cerebro en la
muestra medida en la etapa (b) a una cantidad de referencia;

en donde una cantidad mayor de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a las células del cerebro medida en la
etapa (b) como se compara con la cantidad de referencia indica que el paciente probablemente respondera al
inhibidor de HSP90.

En otro aspecto, la descripcidon proporciona métodos para tratar canceres dependientes de HSP90 con el inhibidor
de HSP90 PU-H71. En modalidades particulares, se proporcionan métodos para tratar canceres dependientes de
HSP90 para lograr exposiciones de tumor especificas de PU-H71. En otras modalidades, se proporcionan
regimenes de dosificacion novedosos de PU-H71.

En otro aspecto, la descripcidn proporciona un método para determinar si un cancer humano presente en un
paciente probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende:
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(a) obtener una muestra que contiene células del cancer del paciente, cuyas células expresan proteina
HSP90 sola o ademas de la proteina HSP70;

(b) evaluar para las células presentes en la muestra obtenida en la etapa (a) la presencia de al menos uno
de los siguientes parametros: una via AKT activada, un defecto en la expresion o funcidn supresora del
tumor PTEN, una via STATS5 activada, o expresion de proteina Bcl-xL; y

(c) comparar la evaluacion obtenida en la etapa (b) con una evaluacion de referencia predeterminada del
mismo parametro o parametros evaluados en la etapa (b) para células cancerosas humanas de uno o
mas pacientes con cancer quienes responden a la terapia con el inhibidor de HSP90 con el fin de
determinar por ello si el cancer del paciente probablemente respondera a la terapia con el inhibidor de
HSP9O.

En una modalidad, los canceres humanos actualmente de interés considerable para el uso de este método particular
son cancer de mama, cancer pancreatico y leucemia mieloide aguda.

Los métodos para evaluar cada uno de los parametros son bien conocidos en el arte y facilmente disponibles. Sin
embargo una correlaciéon de uno o mas de estos parametros particulares con la prediccion de eficacia de un inhibidor
de HSP90 no se ha mostrado previamente. Aunque en teoria un parametro sencillo puede ser suficiente para
permitir a un médico experimentado predecir la eficacia de cualquier inhibidor de HSP90 dado, es mas probable que
al menos 2, quizas al menos 3 o mas o incluso todos de estos parametros necesitaran tomarse en cuenta para hacer
una prediccién sélida de eficacia.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1 PU-H71 preferencialmente interactia con una fraccion restringida de HSP90 que es mas abundante en
células cancerosas. (a) Las etapas de inmunopurificacion secuenciales con H9010, un anticuerpo anti-HSP90,
HSP90 disminuido en el extracto celular MDA-MB-468. Lisado = extracto celular de control. (b) HSP90 de extractos
MDA-MB-468 se aisl6 a través de etapas quimicas y de inmunopurificacion secuenciales. La cantidad de HSP90 en
cada grupo se cuantifico por densitometria y los valores se normalizaron a un estandar interno. (c) Se realizaron los
estudios de saturacion con '*'|I-PU-H71 en las células indicadas. Todas las muestras celulares aisladas se contaron
y la absorcion especifica de "*'I-PU-H71 se determiné. Estos datos se graficaron contra la concentracion de ''I-PU-
H71 para dar una curva de enlace de saturacién. Se presentan los datos representativos de cuatro repeticiones
separadas (inferiores). La expresion de HSP90 en las células indicadas se analizo por Western blot (superior). (d) Se
pretrataron células sanguineas de cordén umbilical (CB), CD34+ primarias de AML y CML, o células K562 con las
dosis indicadas de PU-H71 durante 24 h. Se trataron células de postratamiento con PU-FITC 1 uM. El enlace de PU-
FITC a las células se evalud por citometria de flujo y se representa como la intensidad de fluorescencia media (MFI).
TEG-FITC se muestra como un control de enlace no especifico. Se us6 separacién CD45 contra SSC para distinguir
el enlace a blastocitos o linfocitos de los especimenes primarios. (e) Porcentaje de viabilidad en relaciéon con el
control no tratado para células de AML y CML, CD34+ CB o K562 primarias después del tratamiento en las dosis
indicadas de PU-H71. Se evalué la viabilidad celular por tincién con anexina V/7-AAD 96 h después del tratamiento.
Se presentan los datos como media + SE (n = 3).

Figura 2. PU-H71 es selectivo para y aisla HSP90 en complejo con oncoproteinas y cochaperonas. (a) Complejos
HSP90 en extractos de K562 se aislaron por precipitacion con H9010, una IgG no especifica, o por perlas PU-H71 o
de control. Las perlas de control contienen etanolamina, una molécula inerte HSP90. Las proteinas retenidas en el
soporte (pull-downs) se analizaron por Western blot. (b, ¢) Inmuno y precipitaciones quimicas sencillas o
secuenciales, como se indican, se realizaron en extractos de K562 con H9010 y PU en perlas en la frecuencia
indicada y en la secuencia mostrada. Las proteinas retenidas en el soporte (pull-down) y en el sobrenadante restante
se analizaron por WB. NS = no especifico. (d) Se trataron células K562 durante 24h con vehiculo (-) o PU-H71 (+), y
las proteinas se analizaron por Western blot. (e) La expresion de proteinas en células con genes inactivados Hsp70
se analizé por Western blot (izquierda) y los cambios en los niveles de proteina se presentaron en unidades de
luminiscencia relativas (RLU, por sus siglas en inglés) (derecha). Control = siRNA revuelto. (f) Las precipitaciones
quimicas secuenciales, como se indica, se realizaron en extractos de K562 con perlas GM, SNX y NVP en la
frecuencia indicada y en la secuencia mostrada. Las proteinas retenidas en el soporte y en el sobrenadante restante
se analizaron por Western blot. (g) HSP90 en células K562 existe en complejo tanto con proteinas aberrantes, Ber-
Ab1, como normales, c-Ab1. PU-H71, pero no H9010, selecciona para la poblacion HSP90 que se enlaza a la
oncoproteina Ber-Abl.

Figura 3. (a, b) Se aislaron HSP90 de extractos de células cancerosas de mama y CML (120 ug) a través de etapas
de inmunopurificacién y purificacién quimica en serie, como se indica. El sobrenadante se aislé para analizar la
HSP90 sobrante. HSP90 en cada fraccion se analizé por Western blot. Lisado = contenido de proteina endogena; las
perlas de PU, GM y control indican proteinas aisladas en las perlas particulares. H9010 e IgG indican proteina
aislada por el AB particular. Las perlas de control contienen una molécula inerte HSP90. Los datos son consistentes
con aquellos obtenidos de experimentos de repeticion mdltiple (n = 2). (¢) Enlace HSP90 de anticuerpo conjugado
PE contra PU-H71-FITC. El porcentaje de HSP90 celular total aislado por PU-H71 se indica para cada linea celular
arriba de la barra de datos. (d) Las etapas de inmunopurificacion y purificacién quimica secuenciales se realizaron
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en extractos de leucocitos de sangre periférica (PBL) (250 ug) para aislar especies HSP90 especificas de PU-H71 y
H9010. Todas las muestras se analizaron por Western blot (superior). El enlace a HSP90 en PBL se evalu6 por
citometria de flujo usando un anticuerpo HSP90-PE y PU-H71-FITC. FITC-TEG = control para enlace no especifico
(inferior). (e) Correlacion para el enlace de PU-H71-FITC (1 uM) para HSP90 contra el porcentaje de viabilidad
después del tratamiento con PU-H71 en un panel de 14 lineas celulares de leucemia: Kasumi-1, Kasumi-4, KCL-22,
REH, TF-1, KG-1, HL-60, OCI-AML3, K562, MOLM-13, TUR, THP-1, U937 y MV4-11. Los niveles de HSP9O0 totales
en estas células son similares, como se demuestra por Western blot (no se muestra).

Figura 4. (a) Las graficas de punto de citometria de flujo demuestran la estrategia de apertura usada para muestras
de leucemia mieloide cronica (CML) primarias para distinguir los blastocitos (CD45dim, circulos rojos) y los linfocitos
no malignos (circulos azules). (b) Relacién para enlace PU-H71-FITC a HSP90 en blastocitos CML respecto a
linfocitos normales de las muestras del paciente con CML primario mostradas en la (a). (¢) Porcentaje de viabilidad
de blastocitos de CML (rojo) o linfocitos normales (azul) en relacién con el control no tratado para las muestras de
CML primarias mostradas en (a) después del tratamiento en los puntos de tiempo y dosis de PU-H71 indicados. (d)
Las graficas de punto de citometria de flujo demuestran la estrategia de apertura usada para muestras de CML de
fase cronica primarias (cpCML) para distinguir blastocitos (CD45dim, circulo rojo) y linfocitos no malignos (circulo
azul) y para analizar el enlace de células CD34+ (cuadrado rojo) dentro de la ventana de blastocito (CD45dim,
circulo rojo). Las graficas de punto de CD45 contra SSC fueron prerreguladas en células viables basadas en
discriminacion 7-AAD. (e) Relacion para enlace PU-H71-FITC a HSP90 en células CD34+ de CML en fase crénica
(cpCML) y para linfocitos normales. (f) Porcentaje de viabilidad de células CD34+ de cpCML (rojo) y linfocitos
normales (azul) en relacién con el control no tratado después del tratamiento durante 48h con PU-H71-FITC o TEG-
FITC 1uM. (g) Relacion para enlace PU-H71-FITC a Hsp90 en células CD34+ y linfocitos de células sanguineas de
corddén normales, CML en fase crénica (cpCML) y fase de blastocito (bpCML) (n=5). (h) Porcentaje de viabilidad
después de 48h de tratamiento con PU-H71 (1 uM) de células CD34+ de blastocito y CML cronica, y células CD34+
normales (de sangre de corddn; CB) en relacion con el control no tratado. La viabilidad celular en los paneles de la
Figura c, f, y h se evalud por tincion con anexina V/7-AAD. Se presentan los datos como media + SE (n = 3).

Figura 5. (a) Dentro de las células normales, la expresion constitutiva de HSP90 se requiere para su funcion de
mantenimiento evolucionariamente conservada de plegamiento y traslocacién de proteinas celulares a su
comportamiento celular apropiado (“complejo de organizacion”). Durante la transformacion maligna, las proteinas
celulares se perturban a través de mutaciones, hiperactividad, retencién en compartimientos celulares incorrectos u
otros medios. La presencia de estas proteinas funcionalmente alteradas se requiere para iniciar y mantener el
fenotipo maligno, y son estas proteinas oncogénicas las que se mantienen especificamente por un subconjunto de
HSP90 modificado por tensién (“‘complejo oncogénico”). PU-H71 se enlaza especificamente a la fracciéon de HSP90
que actua de chaperona con las proteinas oncogénicas (“complejo oncogénico”). (b) HSP90 y sus cochaperonas que
interactian se aislaron en extractos celulares de K562 usando perlas de PU y control, y Abs inmovilizadas por
H9010 e IgG. Las perlas de control contienen una molécula inerte HSP90. (c) HSP90 de extractos de célula K562 se
aislé a través de tres etapas de inmunopurificaciéon en serie con el anticuerpo especifico H9010 HSP9O0. El
sobrenadante restante se aislé para analizar las proteinas sobrantes. Las proteinas en cada fracciéon se analizaron
por Western blot. Lisado = contenido de proteina enddgena. Los datos son consistentes con aquellos obtenidos de
multiples experimentos de repeticion (n = 2).

Figura 6. GM y PU-H71 son selectivos para proteina aberrante/especie HSP90. (a) Las especies HSP90 enlazadas
a Ber-Ab1 y Ab1 se vigilaron en experimentos donde un volumen constante de perlas PU-H71 (80 pL) se anlizd con
cantidades indicadas de lisado celular K562 (izquierda), o donde una cantidad constante de lisado (1 mg) se analizé
con los volumenes indicados de perlas PU-H71 (derecha). (b) (izquierda) Las perlas PU y GM (80 pL) reconocen el
complejo B-Raf de HSP90-mutante en el extracto celular de melanoma SKMel28 (300 pg), pero no interactua con el
complejo HSP90-TN B-Raf encontrado en los extractos CCD18Co de fibroblasto de colon normales (300 ug). H9010
HSP90 Ab reconoce ambas especies HSP90. (c) En el extracto celular MDA-MB-468s (300 ug), perlas PU y GM (80
) interactuan con HER3 y Raf-1 cinasa pero no con la cinasa de proteina tirosina no oncogénica CSK, una tirosina
cinasa relacionada con c-Src, y p38. (d) (derecha) Las perlas PU (80 pL) interactuan con v-Src/HSP90 pero no con
especies ¢c-Src/HSP90. Para facilitar la deteccidon c-Src, una proteina en abundancia inferior que v-Src, cantidades
superiores de lisado celular 3T3 que expresa c-Src (1000 ug) se usaron cuando se comparan con la célula 3T3
transformada por v-Src (250 pg), proporcionando una explicacion para los niveles de HSP90 superiores detectados
en las células 3T3 (Lisado, fibroblastos 3T3 contra fibroblastos v-Src 3T3). Lisado = contenido de proteina
enddgena; las perlas PU, GM y control indican proteinas aisladas en las perlas particulares. EI HSP90 Ab e IgG
indican proteina aislada por el Ab particular. Las perlas de control contienen una molécula inerte HSP90. Los datos
son consistentes con aquellos obtenidos de multiples experimentos de repeticion (n = 2).

Figura 7. Las precipitaciones quimicas sencillas se realizaron en lineas celulares de CML que expresan Bcr-Abl (a) y
en extractos celulares de CML primarios (b) con perlas PU y Control. Las proteinas retenidas en el soporte se
analizaron por Western blot. Diversos productos de escisién Bcr-Abl se notan en las muestras de CML primarias
como se reportango. N/A = no disponibles.

Figura 8. Estructuras de diversos inhibidores de HSP90.

Figura 9. Los ligandos fluorescentes para la proteina de choque de calor 90 (HSP90) sintetizados que contienen ya
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sea isotiocianato de fluoresceina (FITC), 4-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol (NBD) o el pigmento que cambia a rojo de
sulforodamina 101 (Rojo Texas) conjugado para PU-H71.

Figura 10. Los reactivos y condiciones para el esquema de reaccién muestran: (a) FITC, EtsN, DMF, ta, 12 h, 40%;
(b) cloruro de sulfonilo Rojo Texas, DMF, 0-10°C, 12 h, 61%; (c) DMF, ta, 20 h, 47%.

Figura 11. Los reactivos y condiciones para el esquema de reaccion muestran: (a) FITC, EtsN, DMF, ta, 5 h, 72%;
(b) NBD-ClI, EtsN, DMF, ta, 12 h, 40%.

Figura 12. Los reactivos y condiciones para el esquema de reaccion muestran: (a) N-(3-bromopropil)-ftalimida,
Cs2CO3, DMF, ta, 34%; (b) hidrato de hidrazina, MeOH, CH.Cl,, ta, 64%; (c) FITC, EtsN, DMF, ta, 12 h, 74%; (d)
NBD-CI, EtsN, DMF, ta, 12 h, 42%.

Figura 13. (A) Las células MOLM-13 se trataron con los derivados PU-H71-fluorescentes indicados (1 uM) a 37°C
durante 4h y el enlace a células vivas (DAPI negativo) se midio por citometria de flujo. La extension de enlace se
muestra como intensidad de fluorescencia media (MFI). (B) Las células MOLM-13 se trataron con los derivados PU-
H71-fluorescentes indicados (1 uM) a 37°C durante 24h. Su viabilidad se determind por exclusion DAPI. (C) Las
células MOLM-13 se trataron con los derivados PU-H71-fluorescentes indicados (1 pM) durante 24h. El nivel de
estado constante de las proteinas cliente HSP90 mFLT3 y Raf-1 se analizdé por Western blot. Se usé 3-Actina para
normalizar la carga de proteina igual.

Figura 14. (A) La microscopia de fluorescencia confocal de células de leucemia tefiidas con PU-H71-FITC2 muestra
localizacion intracelular prominente. (B) Una muestra de leucemia mieloide aguda primaria se pretraté con la dosis
indicada de PU-H71 o vehiculo (no tratado) durante 24 h. Se trataron células de postratamiento con PU-H71-FITC2 o
TEG-FITC 1 pM. El enlace de PU-H71-FITC2 y TEG-FITC a las células se evalud por citometria de flujo y se
representa como intensidad de fluorescencia media (MFI). TEG-FITC se muestra como un control de enlace no
especifico. Se usé una clasificacion de CD45 frente a SSC para distinguir el enlace al blastocito (células malignas) o
linfocitos (células normales) de los especimenes primarios.

Figura 15. El espectro de emision de fluorescencia de PU-ANCA en una célula normal (izquierda) y una célula
cancerosa de mama (derecha). El perfil de emisién espectral de células cancerosas de mama resulta en un pico de
emision fluorescente en aproximadamente una longitud de onda de 530nm, la emision de fluorescencia
representativa del enlace PU-H71-ANCA.

Figura 16. (a) Relacion para el enlace de PU-H71-FITC a HSP90 en sangre del condén y blastocitos de CML
respecto de linfocitos normales de donadores saludables (sangre del corddn) y pacientes con CML en fase de
blastocito y cronica (cpCML y bpCML, respectivamente). No se sefiala enlace importante a la sangre del corddn
umbilical de pacientes saludables contra enlace incrementado en CML que se correlaciona con el progreso de la
enfermedad. (b) Porcentaje de viabilidad después de 48h de tratamiento con PU-H71 (1 uM) de células CD34+ de
CML en fase de blastocito y cronica, y células CD34+ normales (de sangre del cordén umbilical; CB) en relacion con
el control no tratado. La viabilidad celular se evalué por tincién con anexina V/7-AAD. Se presentan los datos como
media +SE (n = 3). (c) Correlacion para enlace de PU-H71-FITC (1 uM) a HSP90 contra porcentaje de viabilidad
después del tratamiento con PU-H71 500nM durante 48h en un conjunto de 19 muestras de paciente con AML
primarias. Cada punto representa una muestra de AML primaria. Cada experimento se realizé al menos por
duplicado. Estas células expresan niveles similares de HSP9O totales.

Figura 17. Los ensayos de xenotrasplante sugieren sensibilidad in vivo para el tratamiento PU-H71 de muestras de
AML con enlace alto de PU-FITC. (a) Porcentaje de viabilidad en 48h para tratamiento PU-H71 in vitro de dos
muestras de AML primarias que muestran baja y alta absorcion de PU-FITC (b). Se determiné la viabilidad por
ensayos de Anexina/7AAD. (b) Las células de médula 6sea de animales xenotransplantados (para muestras de AML
mostradas en el panel a) se tifieron con anticuerpos especificos humanos para determinar el enlace PU-FITC. El
enlace PU-FITC se representa como una relacién de células humanas (leucemia)/de murino (normales). (c)
Porcentaje de células tumorales CD34+ en animales tratados con 75mg/kg PU-H71 3x semana durante 3 semanas.

Figura 18. Uso de PU-H71 etiquetado para detectar y cuantificar el “HSP90 oncogénica” y predecir la sensibilidad de
células tumorales a inhibidores de HSP90. (A) Correlacion para el enlace de PU-H71-FITC (1 yM) a HSP90 contra
porcentaje de viabilidad después del tratamiento con PU-H71, SNX-2112 o NVP-AUY922 1 pM durante 48h en un
panel de lineas celulares pancreaticas y cancer de mama. El enlace se mide como una relacion de absorcion de PU-
FITC en la célula cancerosa respectiva y la absorcion en las células de referencia, las células de leucemia HL60
resistentes a HSP90 (ver panel D). (B) La expresion de HSP90 de tumor total se midid por Western blot y grafico
contra el enlace de PU-FITC. (C) Porcentaje de viabilidad después del tratamiento con PU-H71, SNX-2112 o NVP-
AUY922 1 uM durante 48h en un panel de lineas celulares de cancer pancreatico y de mama se graficd contra la
expresion de HSP90 de tumor total. (D) Enlace de HSP90 de anticuerpo conjugado PE contra PU-H71-FITC en una
linea celular de AML de sensibilidad y enlace bajo (HL-60) y sensibilidad y enlace alto (MV4-11). Se presentan los
datos como media +SE (n = 3).

Figura 19. Relacion del enlace de PU-H71-FITC2 a células tumorales y a células de leucemia HL-60 de referencia.
Las células que responden (>50% de viabilidad reducida) y sin respuesta (<50% de viabilidad reducida) podrian
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diferenciarse por una relacion del enlace a PU-H71-FITC2 desde alrededor de 2.7 hasta alrededor de 5.87 o mas
para las células que responden comparado con hasta alrededor de 1.23 hasta alrededor de 2.07 o menos para
células sin respuesta.

Figura 20. Acumulacion de PU-H71-FITC2 en Células tumorales Circulantes EpCAM+: Los PBMC aislados de
sangre entera se pretrataron con PU-FITC o controles (PU-FITC9, DMSO, 1uM/ 2 x10° células/ml, 4hrs). Las células
luego se tifieron con anticuerpos CD45, CD14 y EpCAM. (A) Las células se regulan para excluir células muertas. Las
células viables luego se regulan para determinar células EpCAM+ contra CD45+. Los monocitos se excluyen del
analisis al regular las células CD45+ ademas como FSC contra CD14. (B) Las graficas de histograma que muestran
la intensidad de fluorescencia media PU-FITC (MFI) de células CD45+CD14- (azul) y células EpCAM+ (Rojas). La
acumulacion de farmaco en células EpCAM+ es calculada como la relacion MFI EpCAM+/MFI CD45+CD14- (células
tumorales/leucocitos) después de sustraer los valores de los controles DMSO circulantes y PU-FITC9 (usados como
control para enlace no especifico y de respaldo).

Figura 21. Muestra la absorcién de PU-H71-FITC2 por diferentes clones Ly1 y se expresa como intensidad de
fluorescencia media. La sensibilidad de estas células para inhibidores de HSP90 se correlaciona con su absorcion
de PU-H71 etiquetado. La expresién de HSP90 de tumor total en estas células tumorales se midié por Western blot
(insercion).

Figura 22 (a-c). Correlacion en Toxicidad y Enlace de PU-H71 en Células cancerosas Pancreatico. (A) Enlace en
Células Vivas; células cancerosas pancreatico (1x10° células) se trataron durante 6hrs con PUFITC2 (1uM) o
controles [TEG-FITC (1uM) o DMSQO]. Las células se lavaron dos veces con solucién amortiguadora FACS (PBS,
FBS al 0.05%), y tifieron con 1ug/ml de DAPI (Invitrogen) en solucion amortiguadora FACS a temperatura ambiente,
antes del analisis. Las intensidades de fluorescencia de células vivas (DAPI negativo) que representan enlace
derivado fluorescente PU-H71 se capturaron por citometria de flujo (LSR-ll, BD Biosciences), y analizaron por
software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). El valor representa intensidades fluorescentes medias sustraidas de los
controles de DMSO y TEG-FITC. (B) Toxicidad: las células cancerosas pancreatico (1x10° células) se trataron
durante 48hrs con PU-FITC2 (1uM). Las células se lavaron dos veces con solucién amortiguadora FACS (PBS, FBS
al 0.05%), y tifieron con 1ug/ml de DAPI (Invitrogen) en solucién amortiguadora FACS a temperatura ambiente y
capturaron por citometria de flujo (LSR-Il, BD Biosciences). Los valores representan el % de células vivas (DAPI
negativo) normalizados para los valores del control de DMSO. (C) Anadlisis correlativo; el MFI| y toxicidad obtenidos
de Ay B se agruparon en el gje x e y respectivamente y se realiz6 un analisis de regresion lineal correlativa.

Figura 23. (A) El enlace de PUH71-FITC2 a células madre de leucemia (LSCs, CD34+CD38- CD45dim). Las
muestras de AML primarias se incubaron con PU-H71-FITC2 1uM a 37°C durante 4 h. Las células se tifieron con
CD34, CD38, CD45 y 7-AAD seguido por analisis de citometria de flujo. El enlace de PU-H71 a LSCs se muestra
como la intensidad de fluorescencia media (MFI) en células vivas (7-AAD negativo). (B) Porcentaje de viabilidad de
LSCs relativo al control no tratado de tres muestras de AML primarias después de 48 horas de tratamiento con
PUH71 1uM. Las células se tifieron con CD45, CD34 y CD38 antes de la tincion con Anexina V y 7-AAD. La
viabilidad de LSCs se midi6é por citometria de flujo y determin6é como el porcentaje de Anexina V-/7TAAD- de la
ventana CD45dim CD34+CD38-.

Figura 24. Los tumores tienen una absorcion de [124I]-PU-H71 distinta, lo que indica diferencias en su contenido de

“HSP90 oncogénica” y de esta manera en su potencial para responder a la terapia de HSP90. Las imagenes de
[124I]-PU-H7‘I de PET 24h después de la inyeccion de [124I]-PU-H71 se midieron como Valores de Absorcion
Estandarizados Maximos (SUVmax) en diversos pacientes con cancer de mama. BC = cancer de mama. TNBC-BC
triple negativo.

Figura 25. Relacion de Tumor:musculo SUV para un ndmero selecto de pacientes que responden a la terapia de
inhibicion de HSP90 como se determina por PET después de la administracion de [124I]-PU-H7‘I. En estos pacientes,
el SUV tumor:musuclo incrementa con el paso del tiempo. Los valores promedio para diversos tumores negativos y
positivos se presentan.

Figura 26. FDG/CT y [124I]-PU-H71 PET/CT de paciente con linfoma de células del manto. El paciente muestra
visualizacion clara de la lesion 30min después de la inyeccion [124I]-PU-H71. No se aprecié absorcién [124I]-PU-H71
en este tumor en tiempos posteriores (3.5-24h y mas alla).

Figura 27. ['*I]-PU-H71 PET/CT de paciente con cancer de mama recurrente en los dos ganglios linfaticos (LN)
indicados. Las imagenes PET en diversos tiempos después de la inyeccion ['2l]-PU-H71 (0.1, 0.4, 0.6, 3.5 y 21.4h)
se cuantificaron y los datos SUVmax obtenidos por [124I]-PU-H71 se convirtieron a concentraciones HSP90i para una
dosis administrada de PU-H71 de 10mg/m2. La exposicion de los dos tumores a PU-H71 con el paso del tiempo de 0
hasta 24h también se calcul6 y representé como el area bajo la curva (AUC). Las imagenes transaxiales CT
(izquierda), PU-PET/CT (medias), y de fusion FDG-PET/CT (derecha) demuestran ['**]]-PU-H71-avidez en uno de
los ganglios linfaticos enfermos pero no en el otro lo que sugiere que es menos probable que la lesion en el ganglio
linfatico del angulo anterior tranqueobronquial izquierdo (TAALN) responda a la terapia de HSP90 que el angulo
tranqueobronquial izquierdo LN (TALN).
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Figura 28. Un paciente con cancer de mama triple negativo se evalu6 mediante diagndstico por imagenes con 124

PU-H71 PET. A los 20min después de la inyeccion, la absorcion se ve en una masa pulmonar (flecha izquierda), y
una lesion o6sea (flecha derecha) (A), pero a las 24h la absorcion se aprecia Unicamente en la lesion pulmonar (B).
Tanto los tumores pulmonares como 6seos se confirman por exploraciones CT y FDG (C). El paciente inicio el
tratamiento con el inhibidor de HSP90 STA-9090. Veinte dias después del tratamiento del inhibidor de HSP90, la
lesion del pulmoén pero no la ésea se reduce notablemente en tamafio, como se evidencia tanto por CT como por
FDG-PET (D).

Figura 29. [124I]-PU-H71 PET/CT de un paciente con cancer de mama HER2 metastasico en el ganglio paratraqueal.
Las imagenes PET en los tiempos indicados después de [124I]-PU-H71 o después de la coinyeccion de [124I]-PU-H71
con 10mg/m2 PU-H71 se midieron como Valores de Absorcion Estandarizados Maximos (SUVmax). Los datos SUV
obtenidos para [124I]-PU-H71 se convirtieron a concentraciones HSP90i para una dosis administrada de PU-H71 de
1Omg/m2. La exposicion del tumor a PU-H71 durante el tiempo de 0 hasta 48h también se calculd y representé como
el area bajo la curva (AUC). Las concentraciones de tumor de PU-H71 (en valores micromolares) como se estiman a
partir de [ 24I]-PU-H7‘I PET o como se determina a partir de [124I]-PU-H7‘I PET después de la coinyeccion de [124I]-
PU-H71/PU-H 71 son comparables.

Figura 30. gz“l]-PU-Hﬂ PET es un ensayo no invasivo para los inhibidores de HSP90. (a) La estructura quimica de

PU-H71 y [ “'I]-PU-H71. (b) Exploracion PET representativa de [124I]-PU-H7‘I en ratones que portan el tumor MDA-
MB-468. La ubicacion del tumor se indica por una flecha roja. (c) Las relaciones de concentracion de la actividad de
tumor a érgano [124I]-PU-H71 para los tiempos indicados después de la administracion. (d) La biodistribucion de
["*']-PU-H71 en tumores MDA-MB-468 y plasma (n=5). Tumor — S y Tumor — L, tumores pequefios y grandes,
respectivamente. (insercion) La fase de aclaramiento terminal lenta de 24 hasta 140h de PU-H71 de tumores se
analiz6 usando un ajuste de curva de regresion lineal como se implementa en GraphPad Prism.

Figura 31. [124I]-PU-H71 PET predice exactamente el suministro de concentraciones de PU-H71 terapéuticamente

efectivas en el tumor. (a) La distribucién de PU-H71 en el tumor predicha con base en el %ID/g medio generado por
[124I]-PU-H7‘I PET (inferior). La concentracion del tumor predicha en los tiempos indicados p.a. de las dosis de PU-
H71 indicadas (superior). (b) Concentraciones de PU-H71 en el tumor (n=5) después de la administracion del agente
de 75 mg/kg como se E)redice por [124I]-PU-H7‘I PET, y determina por LC-MS/MS y por [124I]-PU-H7‘I PET después
de la coinyeccién de ['#*1]-PU-H71 y PU-H71. (c, d) Los andlisis Western blot representativos de tumores MDA-MB-
468 a los que se les administré PU-H71 en las dosis indicadas y analizados a las 24 h p.a. (c) y de células MDA-MB-
468 tratadas durante 24h con las concentraciones indicadas de PU-H71 (d). Los blots (n=3) se cuantificaron por
densitometria y el cambio en los niveles de proteina se grafican contra la concentracion de PU-H71 (paneles
derechos). (e, f) La ocupacion objetivo a las 24h p.a. como se predice por [124I]-PU-H71 PET después de la
coadministracion de cantidades indicadoras de [124I]-PU-H7‘I mezcladas con las dosis indicadas de PU-H71.

Figura 32. [124I]-PU-H7‘I PET predice el disefio de un régimen de dosis eficaz para la terapia con HSP90. (a) La
distribucion de PU-H71 en el tumor predicha cuando se administra durante 2 semanas en las dosis indicadas en un
programa 3x semana (lunes-miércoles-viernes con sabado/domingo fuera) basado en la concentracion de la
actividad del tumor media (%ID/g) derivada por ['**I]-PU-H71 PET. (insercion) Las AUCs para PU-H71 en tumores se
calcularon usando GraphPad Prism. (b) La viabilidad de células MDA-MB-468 tratadas durante 48h con las dosis
indicadas de PU-H71 se analizé por tincién con Bromuro de Etidio/Anaranjado de Acridina (superior). La apoptosis
del tumor estimada inducida por el [124I]-PU-H7‘I PET predicho indicé las concentraciones de PU-H71 en el tumor
minimas y promedio. (c) A los ratones que portan el tumor MDA-MB-468 (n = 5) se les administraron i.p. las dosis
indicadas de PU-H71 en un programa de 3x semanas. Se vigilaron el peso del raton y volumen del tumor durante el
periodo de tratamiento indicado. (d) A los ratones que portan el tumor MDA-MB-468 (n = 5) se les administraron i.p.
las dosis indicadas de PU-H71 en un programa de 3x semanas. Se vigilaron el peso del ratén y el volumen del tumor
durante el periodo de tratamiento indicado. (e) La distribucién de PU-H71 en el tumor predicha basada en la
concentracion de la actividad del tumor media (%ID/g) derivada por [**]-PU-H71 PET cuando se administra en la
dosis indicada en un programa de 3x semanas (lunes-miércoles-viernes con sabado/domingo fuera). (f) El analisis
Western blot de los tumores tratados con vehiculo (Control) y PU-H71 (5 mg/kg) sacrificados el jueves, 24 h p.a. de
la dltima dosis. Las concentraciones de PU-H71 en el tumor, como se determina por LC-MS/MS, se indican para
cada tumor. (f) Analisis de los datos (n=5) del panel (d).

Figura 33. [124I]-PU-H7‘I PET predice el disefio de un régimen posoldgico eficaz para la terapia con HSP90. (a) La
distribucion de PU-H71 en el tumor predicha basada en la concentracion de la actividad del tumor media (%ID/g)
derivada por [124I]-PU-H71 PET cuando se administran 75 mg/kg en los programas indicados. (b) La apoptosis del
tumor estimada inducida por las concentraciones de PU-H71 en el tumor minimas y promedio indicadas como se
predice a partir del analisis in vitro. (c) A los ratones que portan el tumor MDA-MB-468 (n = 5) se les administraron
PU-H71 i.p. (75 mg/kg) en los programas indicados. Se vigilaron el peso del ratén y el volumen del tumor durante el
periodo de tratamiento indicado. (d) El analisis Western blot y (e) LC-MS/MS de los tumores tratados con PU-H71
(75 mg/kg) en el programa de 1x semana sacrificados el jueves, a las 24h y el jueves, a las 96h p.a. de la ultima
dosis. Control; ratones tratados Uinicamente con vehiculo.

Figura 34. La exposicion del tumor a PU-H71 como se predice por PU-PET para un paciente pancreatico con
enfermedad metastasica en el pulmén y ganglios linfaticos indicados. Las concentraciones del tumor se calculan
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basadas en una dosis administrada de 20mg/m2. La exposicion plasmatica también se muestra en rojo. AUCs
calculadas (uM-h) para el periodo 0 hasta 192h se tabulan a la derecha.

Figura 35. [124I]-PU-H71 PET/CT de un paciente con cancer pancreatico con enfermedad recurrente en el pulmon.
Las imagenes PET en los tiempos indicados después de la inyeccion de [124I]-PU-H71 (48 y 196h, paneles
izquierdos) se cuantificaron y los datos SVU obtenidos para [124I]-PU-H71 se convirtieron a concentraciones de PU-
H71 en el tumor para las dosis administradas indicadas de PU-H71. La exposicién de dos tumores, uno en el pulmon
izquierdo y otro en el LN de hilio derecho, a PU-H71 durante el tiempo de 0 hasta 336h durante un tratamiento de
dos semanas en un programa de dos veces por semana (martes y viernes) y una dosis administrada de 20, 60 y 80
mg/m2 (paneles inferiores y derechos superiores) también se calculd y representd como el area bajo la curva (AUC)
y como una concentracion del tumor promedio.

Figura 36. El panel posoldgico muestra la biodistribuciéon de '2%|_PU-H71 durante 0 hasta 72h en el tumor de un

paciente con cancer de mama segun se obtiene por PU-PET. Los datos se usaron para simular la exposicion del
tumor a una dosis administrada de 10mg/m2 cuando se da dos veces a la semana durante dos semanas con un fin
de semana de descanso, tres veces a la semana durante dos semanas con el fin de semana de descanso, una vez a
la semana durante dos semanas con el fin de semana de descanso y cinco veces a la semana durante dos semanas
con el fin de semana de descanso.

Figura 37. [124I]-PU-H71 PET predice la magnitud de la respuesta a la terapia de HSP90. (a) La ocupacién promedio
predicha de los sitios HSP90 del tumor por PU-H71 cuando se administran en las dosis indicadas y en los programas
indicados. (b, c) La correlacién de la ocupacion de los sitios HSP90 del tumor con el efecto antitumoral observado se
analizé en GraphPad Prism.

Figura 38. El uso del ensayo '?*I-PU-H71 PET en el desarrollo clinico de los inhibidores de HSP90: (a) al determinar
la dosis del inhibidor de HSP90 necesaria para lograr las concentraciones del tumor efectivas, seleccion del paciente
elegible para la terapia de HSP90 y al disefar una dosis eficaz y régimen posoldgico; (b) al analizar la concentracion
real del farmaco suministrado al tumor y predecir el resultado clinico en la terapia de HSP90 y (c) al determinar la
“dosis del tumor maxima”. CR = respuesta completa, PR = respuesta parcial, NR = sin respuesta.

Figura 39. Diagnostico por imagenes PET in vivo de [**I]-PU-DZ13 y ['#I]-PU-H71 en ratones TNBC de xenoinjerto
MDA-MB-468. El diagndstico por imagenes PET se condujo en ya sea un escaner R4 o PET especifico para
animales pequerios Focus 120 (Concord Microsystems, Inc., Knoxville, TN); la formacién de imagenes anatémica
separada se condujo en un escaner CT especifico para animales pequefios (ImTek, Inc., Oak Ridge, TN), usando un
dispositivo de restriccion estereotactica construido a medida. La proyeccion de intensidad maxima (MIP) de
conjuntos de datos de imagen CT y PET se registraron anatdémicamente, y las imagenes superpuestas se generaron
usando una mezcla de transparencia alfa de datos PET y CT.

Figura 40. Los casos de BC muestran una respuesta dependiente de la dosis a PU-H71. Las diapositivas tefiidas
con H y E exhiben areas importantes de apoptosis que contienen tanto células picnéticas (indicativas de apoptosis
de etapa temprana) y células cariorréticas (representativas de apoptosis de ultima fase) cuando el tumor es
altamente sensible a PU-H71. (A) La apoptosis/muerte celular en especimenes TNBC tratados durante 48h con las
concentraciones indicadas de PU-H71 se cuantifico y graficd contra la concentracion de PU-H71. Tanto las, células
apoptoticas como necroticas/apoptéticas tardias se contaron y agregaron al % de apoptosis como se representa en
el eje y. Se sefiala un agrupamiento de casos en tres grupos sensibles (curvas superiores mas inclinadas, mas
sensible, LN15 y LN16; curvas medias, sensibles, PT12, PT17, PT25, PT28 y LN10 y curvas inferiores, menos
sensibles, PT10, PT15, PT16 y PT30). De forma interesante, las metastasis del ganglio linfatico muestran una
sensibilidad superior que el tumor primario en dosis equivalentes. PT= tumor primario, LN= ganglio linfatico. Los
tumores mas sensibles a PU-H71 también son de alta tincion para p-Akt. (B) Igual que para (A) con especimenes de
HER2+, TNBC y pacientes ER+ BC tratados durante 24 o 48h con PU-H71.

Figura 41. La sensibilidad apoptética a la inhibicion de HSP90 se correlaciona con la adiccion de las células para la
sobrevivencia en las vias AKT y STAT pero no en MEK. (A), (B) Se incubaron células de AML representativas para
los tiempos indicados con las concentraciones indicadas de los inhibidores de HSP90, AKT, JAK y MEK vy la
apoptosis se evalué usando el método de Anaranjado de Acridina/Bromuro de Etidio. Los datos son consistentes con
aquellos obtenidos de multiples experimentos de repeticion (n = 3). Puntos, medias; barras, s.d. (C) Los % de los
valores de apoptosis de célula tratada durante 72h con AKTi, MEKi y JAKi solo se graficaron contra aquellos
obtenidos durante el tratamiento del inhibidor de HSP90 y se realizé un analisis de regresion lineal como se
implementé en Prism 4.0.

Figura 42. Las células primarias de AML con los niveles mas altos de p-STAT5 también son las mas sensibles a PU-
H71. (A) Los niveles de fosfo-STAT5 en células de blastocitos (CD45dim regulado) representados como intensidad
de fluorescencia media (MFI) para tres diferentes muestras de AML primarias. El nivel de fosforilacion de Stat5 se
evalud por citometria de flujo. (B) Porcentaje de viabilidad de blastocito de AML relativo al control no tratado de tres
muestras de AML primarias después de 48 horas de tratamiento con PUH71 1uM. Las células se tifieron con CD45
antes de la tincion de Anexina V y 7-AAD. La viabilidad de las células de blastocito de AML se midié por citometria
de flujo y determind como el porcentaje de Anexina V-/7AAD- de la ventana CD45dim contra SSC para blastocitos
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de AML.

Figura 43. Se administraron a ratones 8-10 mo 3xTg (A) 75mg/kg o (B) la dosis indicada del inhibidor de HSP90 PU-
HZ151 y el marcador PD, HSP70, se midié en el hipocampo, una regién del cerebro afectada en este modelo de AD,
24h después de la administracion. HSP70 se induce cuando HSP90 se inhibe y su induccién es un indicador de que
los niveles terapéuticos del inhibidor de HSP90 se suministraron a la regién del cerebro de interés. (C) Los niveles
del inhibidor de HSP90 en las regiones del cerebro indicadas y en el plasma se determinaron por LC-MS/MS
después de la administracion de 50mg/kg PU-HZ151. Los niveles del inhibidor de HSP90 en tiempos diferentes
después de una inyeccion ip Unica se muestran en unidades micromolares. La exposicion del cerebro también se
midié como el area bajo la curva (AUC).

Figura 44. PU-H71 es selectivo para HSP90. (A) El gel de tincion Coomassie de diversos soportes con perla del
inhibidor de HSP90. Los lisados K562 (60 ug) se incubaron con 25 uL de las perlas indicadas. Después de lavarse
con la solucidon amortiguadora indicada, las proteinas retenidas en el soporte se aplicaron a un gel SDS-PAGE. (B)
Se probé PU-H71 (10 uM) en la pantalla scanMAX (Ambit) contra 359 cinasas. El mapa de interaccion TREEspot™
para PU-H71 se presenta. Unicamente SNARK (familia NUAK cinasa 2 tipo SNF-1) (punto rojo en el arbol de la
cinasa) aparece como un resultado de cinasa de afinidad baja potencial de la molécula pequefia.

Descripcion detallada
5.1. HSP90 oncogénica como un biomarcador especifico de tumor

La descripcion proporciona evidencia que la abundancia de esta especie “HSP90 oncogénica” particular, que no es
dictada por la expresion de la HSP90 sola, predice la sensibilidad a la terapia de inhibicion de HSP9O0, y de esta
manera es un biomarcador para la terapia de HSP90. La descripcién también proporciona evidencia de que la
identificacion y medicion de la abundancia de esta especie de HSP90 oncogénica en tumores predice la respuesta a
la terapia de HSP90.

En las siguientes secciones, los inventores muestran que el inhibidor de HSP90 PU-H71 fija como objetivo los
complejos de HSP90 enriquecidos con tumor y captura por afinidad las proteinas clientes oncogénicas dependientes
de HSP90. El compuesto PU-H71 se dio a conocer en la Patente de E.U.A. No. 7.834.181. PU-H71 tiene la siguiente
estructura quimica:

Ll
é
A

PU-H71

O
7
O

H

El PU-H71 se puede administrar como una base libre o como una sal farmacéuticamente aceptable.

Ademas, los inventores muestran que la abundancia de la especie HSP90 enriquecida con PU-H71, que no es
dictada por la expresion de HSP90 sola, es predictiva de la sensibilidad de la célula a la inhibicién de HSP90 por PU-
H71 y otros inhibidores de HSP90.

5.1.1. Presentacion de HSP90 heterogénea en las células cancerosas

Para investigar la interaccion de los inhibidores de HSP90 de moléculas pequefias con complejos de HSP90
tumorales, los inventores hicieron uso de perlas de agarosa unidas covalentemente a ya sea geldanamicina (GM) o
PU-H71 (perlas de GM y PU, respectivamente) (Figuras 1, 2). Los agentes quimicamente distintos, tanto GM como
PU-H71, interactian con e inhiben la HSP90 al ligarse a su bolsa reguladora de dominio de terminal N*°. Para
comparacion, los inventores también generaron perlas de agarosa de proteina G acopladas a un anticuerpo anti-
HSP90 (H9010).

Primero los inventores evaluaron la ligacion de estos agentes a HSP90 en cancer de mama y en lisados de células
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de leucemia mieloide crénica (CML). Cuatro etapas de inmunoprecipitacion consecutivas (IP) con H9010, pero no
con una IgG no especifica, agotaron eficientemente la HSP90 de estos extractos (Figura 1a, 4xH9010 y no
mostrados). En contraste, las retenciones en el soporte secuenciales con perlas de PU o GM removieron solamente
una fraccion de la HSP90 celular total (Figuras 1b, 3a, 3b). Especificamente, en las células cancerosas de mama
MDA-MB-468, las fracciones de perlas de PU combinadas representaron aproximadamente 20-30% de la
acumulacion de HSP90 celular total, y ademas la adicion de alicuotas de perlas de PU recientes no lograron
precipitar la HSP90 restante en el lisado (Figura 1b, perlas de PU). Esta fraccién de HSP9O0 restante, agotada de
PU, mientras que es inaccesible a la molécula pequefia, mantuvo afinidad para H9010 (Figura 1b, H9010). A partir
de esto, los inventores concluyeron que una fraccion significativa de HSP90 en los extractos de células MDA-MB-
468 aun fue una conformacion nativa pero no reactiva con PU-H71.

Para excluir la posibilidad de que los cambios en la configuracion de HSP90 en los lisados celulares hagan que no
esté disponible para ligarse al PU-H71 inmovilizado pero no al anticuerpo, los inventores analizaron la ligacion de
31-PU-H71 radloethuetado a HSP90 en las células cancerosas intactas (Figura 1c, lnferlor) Las estructuras
quimicas de "'I-PU-H71 y PU-H71 son |dent|cas El PU-H71 contiene un atomo de yodo estable ('*’1) y *"I-PU-H71
contiene yodo radioactivo; de esta manera, el ®*'-PU-H71 |sotop|camente etiquetado tiene propiedades quimicas y
bioldgicas idénticas al PU-H71 no etiquetado. La ligacion de 3.PU-H71 a HSP90 en varias lineas de células
cancerosas se saturd en un numero bien definido, aunque distinto de sitios por célula (Figura 1c, inferior). Los
inventores cuantificaron la fraccion de la HSP9O0 celular que se ligé por PU-H71 en células MDA-MB-468. Primero,
los inventores determinaron que la HSP90 representd 2.66-3.33% de la proteina celular total en estas células, un
valor que coincidié en gran medida con la abundancia reportada de la HSP90 en otras células tumorales 3
Aproximadamente 41. 65x10° de células MDA-MB-468 se lisaron para producir 3875 pg de proteinas, de las cuales
103.07-129.04 H9 fueron HSP90. Una célula, por lo tanto, contuvo (2.47-3.09)x10® ug, (2.74-3. 43)x10 pmoles 0
(1.64-2.06)x10” de moléculas de HSP90. En las células MDA-MB-468, el '*'|-PU-H71 se ligo a la mayoria de 5.5x10°
de los sitios de ligacion celulares disponibles (7 igura 1c, inferior), que cuantifica 26.6-33.5% de la HSP90 celular
total (calculada como 5.5x10%(1.64-2.06)x10"*100). Este valor es notablemente similar al obtenido con las
retenciones en el soporte de perlas de PU en los extractos celulares (Figura 1b), confirmando que el PU-H71 se liga
a una fraccion de HSP90 en células MDA-MB-468 que representa aproximadamente 30% de la acumulacion de
HSP9O0 total y que valida el uso de perlas de PU para aislar eficientemente esta acumulacion. En K562 y otras lineas
de células t(9;22)+ CML establecidas, el PU-H71 se ligo al 10.3-23% de HSP9O0 celular total (Figuras 1c, 3b, 3c).

Después, los inventores extendieron sus estudios a varias células de leucemia primarias y a células de sangre
normal. Entre estas se encontraron muestras de CML cronica y de fase blastica primarias y leucemia mieloide aguda
(AML) que contuvieron tanto blastocitos (poblacion de células malignas) como linfocitos (poblacion de células
normales), células CD34+ aisladas de la sangre del corddon umbilical de donadores sanos, células mononucleares
totales de sangre periférica y también leucocitos de sangre periférica (PBLs) (Figuras 1c-e, 3, 4). Los inventores
usaron un PU-H71 etiquetado con fluoresceina (PU-FITC). Esta herramienta quimica permite el analisis citométrico
de flujo, en poblaciones de células heterégenas, de PU-H71 que se liga a las poblaciones de células distintas
usando marcadores de superficie celular, asi como la investigacion de la sensibilidad de las células a PU-H71. Un
FITC derivado de tetraetilenglicol (FITC-TEG) se us6 para controlar la ligacién no especifica (Figura 1d).

El PU-H71 se ligo eficientemente a HSP90 en células K562 y en los blastocitos CML y AML con una mitad de
afinidad de ligacion relativa (ECso) de 116, 201 y 425 nM, respectivamente (Figura 1d). En contraste, su afinidad por
células de sangre normal fue mas débil con ECsps mas alta que 2,000nM (Figuras 1d, 3d). La HSP90 se sigue
expresando sumamente en estas células de sangre normal como se indica por la ligacion sustancial al anticuerpo
HSP90 (Figura 3d).

Las células con avidez mas alta para PU-H71 también fueron mas sensibles al exterminio por el agente (Figuras 1e,
3e, 4). Cuando se evaluaron en un panel de linea de células de CML y AML y muestras primarias, se observé una
correlacion significativa entre la capacidad del PU-H71 de ligarse a la HSP90 y el potencial de exterminio de células
de PU-H71 contra estas células (Figuras 3e, 4).

Colectivamente, estos datos muestran que ciertos inhibidores de HSP90, tal como PU-H71, se ligan de manera
preferente a un subconjunto de especies de HSP90 que son mas abundantes en las células cancerosas que en las
células normales (Figura 5a). La abundancia de estas especies de HSP90, que no se dicta por el nivel de expresion
de HSP9O0 solo, es predictivo de la sensibilidad de la célula a la inhibicion de HSP9O0, de esta manera la abundancia
de esta especie de HSP90 tumoral se puede usar como un biomarcador predictivo de respuesta a la terapia de
HSP9O.

5.1.2. Oncoproteina y proteina TN ligada a las especies de HSP90 coexistentes en las células cancerosas,
pero el PU-H71 selecciona las especies de oncoproteina/HSP90

Para explorar las funciones bioquimicas asociadas con estas especies de HSP90, los inventores llevaron a cabo
inmunoprecipitaciones (IPs) y precipitaciones quimicas (CPs) con perlas de anticuerpo e inhibidor de HSP90,
respectivamente, y los inventores analizaron la capacidad de la HSP90 ligada en estos contextos para coprecipitarse
con un subconjunto elegido de clientes conocidos. Las células K562 de CML primero se investigaron porque esta
linea de células coexpresa la proteina Bcr-Abl aberrante, una cinasa constitutivamente activa, y su contraparte
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normal c-Abl. Estas dos especies de Abl son claramente separables por el peso molecular y de esta manera son
facilmente distinguibles por el analisis de Western blot (Figura 2a, Lisado), facilitando el analisis de los clientes onco
y de tipo natural (TN) de HSP90 en el mismo contexto celular. Los inventores observaron que la H9010, pero no una
IgG no especifica, aislé la HSP90 en complejo tanto con Bcer-Abl como con Abl (Figuras 2a, 5c, H9010). La
comparacion de la Ber-Abl y Abl inmunoprecipitadas (Figuras 2a, 2b, izquierda, H9010) con la fraccion de cada
proteina que permanece en el sobrenadante (Figura 2b, izquierda, Sobrenadante restante), indicé que el anticuerpo
no se enriquecié de manera preferente para HSP90 ligada a la formas ya sea mutantes o TN de la Abl en las células
K562.

En contraste, la HSP9O0 ligada a PU aislé de manera preferente la proteina Ber-Abl (Figuras 2a, 2b, derecha, perlas
de PU). Después del agotamiento de las perlas de PU de las especies HSP90/Bcr-Abl (Figura 2b, derecha, perlas
de PU), el H9010 precipit6 las especies de HSP90/Abl restantes (Figura 2b, derecha, H9010). Las perlas de PU
retuvieron selectivamente las especies de HSP90/Bcr-Abl en condiciones sustancialmente de saturacion (es decir
exceso de lisado, Figura 6a, izquierda, y perlas, Figura 6a, derecha). Como confirmacion adicional de la selectividad
bioquimica del PU-H71 para las especies de Bcr-Abl/HSP90, la Ber-Abl fue mucho mas susceptible a la degradacion
por PU-H71 de lo que fue la Abl (Figura 2d). La selectividad de PU-H71 para la especie de Abl aberrante se
prolongd a otras lineas de células t(9;22)+ CML establecidas (Figura 7a), asi como a las muestras de CML primarias
(Figura 7b).

5.1.3. La oncoproteina pero no la proteina TN ligada a las especies de HSP90 son mas dependientes del
reclutamiento de cochaperonas para la regulacion de proteinas cliente por HSP90

Para diferenciar adicionalmente entre las fracciones de HSP90 asociadas a PU-H71 y a anticuerpo, los inventores
llevaron a cabo experimentos de agotamiento secuenciales y evaluaron la constitucién de las cochaperonas de las
dos especiesSz. La fraccion de HSP90 que contiene los complejos de HSP90/Bcr-Abl se ligd a varias cochaperoas,
incluyendo Hsp70, Hsp40, HOP y HIP (Figura 2c, perlas de PU). Las retenciones en el soporte de perlas de PU
también se enriquecieron por varias especies de cochaperonas de HSP90 adicionales. Estos descubrimientos
sugieren en gran medida que el PU-H71 reconoce la HSP90 ligada a cochaperonas. Las perlas de PU agotadas, la
acumulacién de HSP90 restante, que mostraron que incluian la especie de HSP90/Abl, no se asocié con las
cochaperonas (Figura 2c, H9010), aunque su expresion abundante se detectd en el lisado (Figura 2c,
Sobrenadante restante). Las cochaperonas se aislaron sin embargo por H9010 en el extracto celular total (Figuras
5b, 5¢).

Estos descubrimientos sugieren la existencia de acumulaciones distintas de HSP90 ligada de manera preferente a
ya sea Bcr-Abl o Abl en las células de CML (Figura 2). La H9010 se liga a las especies de HSP90 que contienen
tanto la Bcr-Abl como la Abl, mientras que PU-H7 es selectivo para las especies Bcr-Abl/HSP90. Los datos de los
inventores también sugieren que la HSP90 puede usar y requerir mas agudamente las cochaperonas clasicas
Hsp70, Hsp40 y HOP cuando modula la actividad de las proteinas aberrantes (es decir Ver-Abl) pero no normales
(es decir Abl) (Figura 5a). De acuerdo con esta hipétesis, los inventores descubren que la Ber-Abl es mas sensible
que la Abl para silenciar genéticamente la Hsp70, y la cochaperona HSP90, en las células K562 (Figura 2e).

5.1.4. La selectividad de las especies de oncoproteina/HSP90 y la capacidad de captura compleja de PU-H71
no son compartidos por todos los inhibidores de HSP90

Los inventores evaluaron después si otros inhibidores que interactuan con la bolsa reguladora del extremo Nterminal
de HSP90 de una manera similar a PU-H71, incluyendo los inhibidores sintéticos SNX-2112 y NVP-AUY922, y el
producto natural GM*, podrian aislar selectivamente las especies de HSP90 similares (Figura 2f). Las perlas de
SNX mostraron selectividad para Bcr-Abl/HSP90, mientras que las perlas de NVP se comportaron similarmente a
H9010 y no discriminaron entre las especies de Bcr-Abl/HSP90 y Abl/HSP90 (véase perlas de SNX contra NVP,
respectivamente; Figura 2f). Mientras que las perlas de GM también reconocieron una subpoblacién de HSP90 en
los lisados celulares (Figura 3a), fueron mucho menos €eficientes que las perlas de PU en la coprecipitacion de la
Bcer-Abl (Figura 2f, perlas de GM). La ineficacia similar para el GM en la captura de los complejos de
HSP90/proteina cliente se reportd previamente36.

5.1.5. La selectividad de las especies de oncoproteina/HSP90 y la capacidad de captura compleja de PU-H71
no se restringe a las especies de Bcr-Abl/HSP90

Para determinar si la selectividad hacia las oncoproteinas no se restringié a Bcr-Abl, los inventores sometieron a
prueba varias proteinas cliente HSP90 bien definidas adicionales en otras lineas de células tumorales (Figuras 6b-
d)37’38. De conformidad con los resultados de los inventores en las células K562, la H9010 precipitd6 HSP90
complejada con tanto el B-Raf mutante expresado en células de melanoma SKMel28 como TN B-Raf expresado en
fibroblastos de colon normal CCD18Co (Figura 6b, H9010). Las perlas de PU y GM sin embargo, reconocieron
selectivamente la HSP90/B-Raf mutante, que muestra poco reconocimiento de HSP90/TN B-Raf (Figura 6b, perlas
de PU y perlas de GM). Sin embargo, como fue el caso en las células K562, las perlas de GM fueron
significativamente menos eficientes que las perlas de PU en la coprecipitacion de la proteina cliente mutante. Se
obtuvieron resultados similares para otros clientes HSP90 (Figuras 6c, 6d).
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En resumen, el PU-H71 enriquece una amplia Seccién transversal de las proteinas que se precipitan en las vias de
sefializacion vitales al fenotipo maligno en la CML. La interaccién de la HSP90 ligada a PU con el signalosoma CML
aberrante se retuvo en las muestras de CML primarias.

5.1.6. Proteinas identificadas por PU-H71 y redes son aquellas importantes para el fenotipo maligno

Los inventores plantean la hipétesis de que la presencia de estas proteinas en los desplegables de perlas de PU es
funcionalmente significativa y sugieren una funcién para HSP90 en soportar ampliamente el signalosoma maligno en
células de CML.

Para mostrar que las redes identificadas por las perlas de PU son importantes para la transformacion en las K562,
después mostraron que los inhibidores de las proteinas nodales claves de redes individuales Bcr-Abl, NFkB, mTOR,
MEK y CAMIIK) disminuyen el crecimiento y la proliferacion potencial de las células K562.

Después los inventores mostraron que los interactores de HSP90 identificados por perlas de PU sin una funcion
asignada todavia en el CML, también contribuyen al fenotlpo transformado. La histona-arginina metiltransferasa
CARM1, un coactivador transcripcional de muchos genes % se validé en las retenciones en el soporte de perlas de
PU de las lineas de células CML y células CML primarias. Esta es la primera vinculacion reportada entre HSP90 y
CARM1, aunque otras arglnlnas metiltransferasas, tales como PRMT5, han mostrado que son clientes HSP90 en
células cancerosas de ovario®. Mientras que los niveles de CARM1 elevados se implican en el desarrollo de
canceres de prostata y mama, poco se conoce sobre la importancia de CARM1 en la leucemogénesis de cML®

Los inventores descubrieron que CARM1 es capturada esencialmente de manera completa por las especies de
HSP90 reconocidas por las perlas de PU y también sensible a la degradacion por PU-H71. La CARM1 por lo tanto,
puede ser una oncoproteina HSP90 novedosa en CML. De hecho, los experimentos de silenciamiento génico con
CARM1 pero no con los shRNAs de control, muestran viabilidad e induccién reducida de la apoptosis en K562 pero
no en las células CD34+ normales (no mostradas), lo que apoya esta hipotesis. Los datos de gPCR confirmaron que
los niveles de CARM1 mRNA se redujeron notablemente por los dos shRNAs diferentes (datos no mostrados).

Para mostrar que la presencia de proteinas en las retenciones en el soporte de PU es debido a su participacién en la
sefializacion aberrantemente activada y no simplemente su expresion abundante, los inventores compararon las
retenciones en el soporte de perlas de PU de K562 y Mia-PaCa-2, una linea de células cancerosas pancreaticas.
Mientras que ambas células expresan altos niveles de la protelna STATS5, la activacion de la via de STAT5, como es
mostrada por la fosforilacion de STAT5 vy la ligacion de DNA®, se observo solamente en las células K562. Por
consiguiente, esta proteina se identific6 solo en las retenciones en el soporte de perlas de PU de K562. En
contraste, la STAT3 activada se identificé en los complejos de PU-HSP90 de los extractos de células tanto K562
como Mia-PaCa-2.

La via mTOR se identifico por la perlas de PU en las células tanto K562 como Mia-PaCa-2, y de hecho su inhibicién
farmacologica por PP242, un inhibidor selectivo que fija como objetivo el dominio ATP de mTOR®, es toxico para
ambas células. Por otra parte, el inhibidor de Abl Gleevec® fue toxico solo para las células K562. Ambas células
expresan Abl pero solo la K562 tiene las perlas de Ber-Abl y Pu oncogénicas que identifican Abl, y Ber-Abl, en K562
pero no en las células Mia-PaCa-2.

5.1.7. El PU-H71 identifica un mecanismo novedoso de activacion de STAT oncogénica

Las retenmones en el soporte de perlas de PU contienen varias proteinas, incluyendo Bcr- Abl*, CAMKIIy52, FAK®,
vav-1% y PRKD2*® que son constitutivamente activadas en la leucemogénesis de CML. Estos son clientes regulados
por HSP9O0 clasicos que dependen de HSP90 para su estabilidad debido a que sus niveles de estado permanente
dlsmlnug/en en la inhibicion de HSP90***. La activacion constitutiva de STAT3 y STAT5 también se reporta en
CML*"*®_ Estas proteinas, sin embargo, no se adaptan a los criterios de las proteinas cliente HSP90 clasicas debido
a que Ios niveles de STAT5 y STAT3 permanecen sin modificar esencialmente la inhibicion de HSP90. Las
retenciones en el soporte de PU también contienen proteinas aisladas potenC|aImente como parte de un
megacomplejo de sefalizacion activo, tal como mTOR, VSP32, VSP15 y RAPTOR*. La actividad de mTOR, como
es medida por los niveles celulares de p-mTOR, también parece que son mas senS|bIes a la inhibicién de HSP90
que los componentes complejos (es decir, comparan la disminucion relativa en p-mTOR y RAPTOR en las células
tratadas con PU-H71). Ademas, los complejos de PU-HSP90 contienen proteinas adaptadoras tales como GRB2,
DOCK, CRKL y EPS15 que ligan la Ber-Abl a los efectores claves a multiples vias de sefializacion aberrantemente
activadas en K562°°*'. Su expresion también permanece sin cambio en la inhibicion de HSP90. Por lo tanto los
inventores quisieron saber si la contribucion de HSP90 a ciertas vias oncogénicas se extiende mas allda de sus
acciones de plegamiento clasicas. Especificamente, los inventores mostraron que la HSP90 también actia como
una molécula de andamiaje que mantiene los complejos de sefializacién en su configuracién activa, como se ha
postulado previamente‘m’63

5.1.8. La HSP90 se liga a e influye en la conformacion de STAT5

Para investigar esta hlpoteS|s los inventores se enfocaron adicionalmente en la STAT5, que se fosforila
constitutivamente en CML®*. El nivel total de p-STATS5 se determina por el balance de los eventos de fosforilacion y
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desfosforilacion. De esta manera, los altos niveles de p- STAT5 en las células K562 pueden reflejar ya sea un
incremento en la actividad de la cinasa cadena arriba o una disminuciéon en la actividad de la proteina tirosina
fosfatasa (PTPasa). Una interaccion directa entre HSP90 y p-STATS también podria modular los niveles celulares de
p-STATS.

Para diseccionar la contribucion relativa de estos mecanismos potenciales, los inventores primero investigaron el
efecto de PU-H71 en la cinasas principales y las PTPasas que regulan la fosforilacion de STA5 de las células K562.
La Bcr-Abl activa directamente la STAT5 sin la necesidad de la fosforilacion JAK®. Concordantemente, la
fosforilacion de STAT5 disminuyd rapidamente en presencia del inhibidor de Bcr-Abl Gleevec Mientras que la
HSP90 regula la estabilidad de Bcr-Abl, Ia reduccion en los niveles de Bcr-Abl de estado permanente después de la
inhibicién de HSP90 requiere mas de 3 h®®. De hecho, ningun cambio en la expresioén o funcién de la Ber-Abl, como
es evidenciado por ninguna disminucion en la fosforilacion de CRKL, se observé con el PU-H71 en el intervalo de
tiempo que redujo los niveles de p-STAT5. También, no se observo camblo en la actividad y expresion de HCK, un
activador de cinasa de STAT5 en células 32Dcl3 transfectadas con Ber-Abl®

De esta manera la reduccion de la fosforilacion de p-STAT5 por PU-H71 en el intervalo de 0 a 90 min es improbable
que se explique por la desestabilizaciéon de Bcr-Abl u otras cinasas.

Los inventores por lo tanto examinaron si la disminucién rapida en los niveles de p-STAT5 en presencia de PU-H71
puede explicarse por un |ncremento en la actividad de la PTPasa. La expresion y la actividad de SHP2, la STAT5
fosfatasa citosolica prlnC|paI ’ los inventores tampoco alteraron dentro de este intervalo de tiempo. Similarmente,
los nlveles de SOCS1y SOCS3 que forman un bucle de retroalimentacion negativo que cambia la sefializacion de
STAT®' no estuvieron afectados por el PU-H71.

De esta manera la falta de un efecto en el STAT5 en el intervalo de 0-90min se puede atribuir probablemente a un
cambio en la actividad de la cinasa o fosfatasa hacia STAT5 tras la inhibicion de HSP90. Como un mecanismo
alternativo, y debido a que la mayoria de p-STAT5 pero no STAT5 es HSP90 ligada en las células de CML, se
planteo la hipotesis de que los niveles celulares de la STAT5 activada se afinan por la ligacién directa a HSP9O.

El ciclo de inactivacidon/activacion de las STATs implica su transiciéon entre diferentes conformaciones de dimeros. La
fosforilacion de STATs se presenta en una conformacién de dimeros antiparalela que en la fosforilacion
desencadena una confirmacién de dimeros paralela. La desfosforilacion de STATs por otra parte requiere
reorientacion espacial extensiva, ya que los dimeros de STAT fosforilados con tirosina deben cambiar de una
configuracion paralela a antiparalela para exponer la fosfo-tirosina como un mejor objetivo para las fosfatasas®. Los
inventores descubrieron que STATS5 es mas susceptible a la escision con tripsina cuando se liga a HSP90, |nd|cando
que la ligacién de HSP90 modula directamente el estado conformacional de STAT5, potencialmente para mantener
la STAT5 en una conformacion desfavorable para la desfosforilacion y/o favorable para la fosforilacion.

Para investigar esta probabilidad los inventores usaron una estrategia de pulso-persecucion en la cual ortovanadato
(NasVOs), un inhibidor de PTPasa no especifico, se agrego a las células para bloquear la desfosforilacion de STATS.
El nivel residual de p-STATS5 luego se determind en varios puntos de tiempo posteriores. En ausencia de PU-H71, la
p-STATS se acumulo rapidamente, mientras que en su presencia, los niveles de p-STATS5 celulares se disminuyeron.
La cinética de este proceso fue similar a la velocidad de la reduccion del estado permanente de p-STATS.

5.1.9. La HSP90 mantiene la STAT5 en una conformaciéon activa directamente dentro de los complejos
transcripcionales que contienen STATS.

Ademas de la fosforilacion y dimerizacion de la STATS, Ia act|V|dad bioldgica de la STATS5 requiere su translocacion
nuclear y ligacion directa a sus diversos genes ObjetIVO ® Los inventores se preguntaron por lo tanto, si la HSP90
podria también facilitar la activacion transcripcional de los genes de STATS5, y de esta manera participar en los
complejos de transcripcion de STAT5 asociados al promotor. Usando un ensayo basado en ELISA, los inventores
descubrieron que la STATS5 es constitutivamente activa en las células K562 y se liga una secuencia de consenso de
ligacion de STAT5 (5-TTCCCGGAA-3’). La activacion de STAT5 y la ligacion de DNA se anulan parcialmente, en
una manera dependiente de la dosis, en la inhibicion de HSP90 con PU-H71. Adicionalmente, los ensayos ChIP
cuantitativos en las células K562 revelaron la presencia de tanto HSP90 como STATS5 en los objetivos de STAT5
criticos MYC y CCND2. Tampoco la proteina estuvo presente en las regiones de control intergénicas (no mostradas).
Por consiguiente, el PU-H71 (1 M) disminuyd la abundancia de mRNA de los genes objetivo de STAT5 CCND?2,
MYC, CCND1, BCL-XL y MCL1%%, pero no de los genes de control HPRT'y GAPDH.

Colectivamente, estos datos muestran que la actividad de STATS5 se regula positivamente por HSP90 en las células
CML. Los descubrimientos de los inventores son consistentes con un escenario mediante el cual la HSP90 que se
liga a la STAT5 modula la conformacién de la proteina y por este mecanismo altera la cinética de
fosforilacion/desfosforilacion de STATS5, cambiando el balance hacia los niveles incrementados de p-STATS.
Ademas, la HSP90 mantiene la STAT5 en una conformacion activa directamente dentro de los complejos
transcripcionales que contienen STAT5. Considerando la complejidad de la via de STAT, otros mecanismos
potenciales sin embargo, no se pueden excluir. Por lo tanto, ademas de su funcién en promover la estabilidad de la
proteina, la HSP90 promueve la oncogénesis al mantener las proteinas cliente en una configuracion activa.
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Mas ampliamente, los datos revelan que es la fraccion de PU-H71-HSP90 de la HSP90 celular la que se implica mas
estrechamente en soportar las funciones de la proteina oncogénica en las células tumorales, y un PU-H71
etiguetado se puede usar para identificar esta especie de HSP90 tumoral que se liga a una seccion transversal
amplia de las vias de las proteinas requeridas para mantener el fenotipo maligno en las células tumorales
especificas.

5.1.10. La HSP90 esta presente en dos formas distintas en las células tumorales.

Los métodos presentados en lo anterior aprovechan las diversas propiedades del PU-H71 que i) se liga de manera
preferente a la fraccion de HSP90 que se asocia con las proteinas cliente oncogénicas, v ii) fija la HSP90 en una
configuracion ligada al onco-cliente.

La identificacién de los clientes de HSP90 requeridos para la supervivencia de las células tumorales también puede
servir como biomarcadores especificos de tumor para la seleccién de pacientes que posiblemente se beneficien de
la terapia de HSP90 y para la supervision farmacodinamica de la eficacia del inhibidor de HSP90 durante los
ensayos clinicos (es decir, los clientes cuya expresion o fosforilacion cambia en la inhibicion de HSP90). El perfil del
cliente HSP90 especifico del tumor proporciona un procedimiento para la orientacion terapéutica personalizada de
los tumores.

Este trabajo corrobora y exhibe significativamente el trabajo de Kamal y colaboradores, proporcionando un
entendimiento mas sofisticado del modelo original en el cual la HSP90 en los tumores se describe como
completamente presente en los complejos de multiples chaperonas mientras que la HSP90 de los tejidos normales
existe en un estado no formado en complejo, latente *. Los inventores muestran que la HSP90 forma complejos
bioguimicamente distintos en las células cancerosas (Flgura 5a). En este respecto, una fraccion principal de la
HSP90 de células cancerosas retiene las funciones chaperonas “constitutivas” similares a las células normales,
mientras que una acumulacién de HSP90 funcionalmente distinta enriquecida o expandida en las células cancerosas
interactia especificamente con las proteinas oncogénicas requeridas para mantener la supervivencia de las células
tumorales. Tal vez esta fraccion de HSP90 representa una forma especifica de estrés celular del complejo de
chaperonas que se expande y mantiene constitutivamente en el contexto de células tumorales. Los datos de los
inventores sugieren que pueden ejecutar funciones necesarias para mantener el fenotipo maligno. Una funcién es
regular el plegamiento de las proteina mutadas (es decir, mB-Raf) o quiméricas (es decir, Bcr- AbI) 233 Ahora los
inventores presentan evidencia experimental para una funcién adicional; es decir, para facilitar la formaC|on de
andamios y complejos de las moléculas implicadas en los complejos de sefalizacion aberrantemente activados. En
este documento los inventores describen tal funcién para la HSP90 en el mantenimiento de la sefializacion de
STATS5 constitutiva en CML. Estos datos son consistentes con el trabajo previo en el cual los inventores mostraron
que la HSP9O0 fue requerida para mantener los complejos de repreS|on transcr|p0|onal funcionales por el represor
transcripcional oncogénico BCL6 en las células de linfoma de células B

¢ Qué distingue la fraccion de ligacion a PU de la HSP9O0 de la fraccion de no ligacion a PU? Esta es una pregunta
muy compleja que permanece bajo investigacion activa. Aunque las isoformas tanto HSP90a. como HSP90B son
reconocidas por el PU-H71, los datos de los inventores proporcionan evidencia de al menos una diferencia entre los
complejos de chaperonas Bcr-Abl/HSP90 (que prefiere PU) y Abl/HSP90 (que no prefiere PU). Es decir, los
complejos de chaperonas Bcr-Abl/HSP90 contienen una variedad de cochaperonas (sugiriendo que un proceso de
chaperonas activo esta en curso, soportado adicionalmente por la sensibilidad de Bcr-Abl al silenciamiento de
Hsp70), mientras que los complejos de AbI/HSP90 carecen de cochaperonas asociadas (probablemente
representando la Abl aislada pero no activamente chaperona, soportada por la insensibilidad de Abl a el
silenciamiento génico de Hsp70) (véase Figura 2e). Adicionalmente, los inventores han observado que la HSP90
que es mutada para que se ligue mas avidamente a sus proteinas cliente también se liga mas avidamente que la
HSP90 de tipo natural a las perlas de PU (manuscrito en preparacion). Finalmente, los inventores han observado un
impacto diferencial de la fosforilacion de la HSP90 en la ligacion de PU-H71 y geldanamicina. Estos
descubrimientos, que se persiguen adicionalmente, sugieren que los diversos inhibidores de HSP90 puede que
estén afectados Unicamente por las modificaciones postraduccionales especificas de la chaperona. Tomadas
conjuntamente, estas observaciones preliminares muestran que el PU-H71 reconoce una fraccion de HSP90 que
esta participando en un ciclo de chaperonas activas, y que esta caracteristica no se comparte necesariamente con
otros inhibidores de HSP90.

5.2. Inhibidores de HSP90 etiquetados para aplicaciones de diagnéstico y prondstico.

Para medir en una manera de tumor por tumor la abundancia de la “HSP90 oncogénica”, la descripcion proporciona
varias herramientas quimicas (véanse las Secciones 5.2.1. y 5.2.2.) que se pueden usar para propdsitos de
diagndstico y prondstico. Adicionalmente, las herramientas quimicas proporcionan nueva informacion sobre la
heterogeneidad de la HSP90 asociada al tumor y emplean las caracteristicas bioquimicas de un inhibidor de HSP90
particular para identificar la HSP90 especifica de tumor que regula las vias bioldgicas y proteinas promotoras del
tumor. Tales herramientas incluyen inhibidores de HSP90 etiquetados que identifican especificamente e interactdan
con esta especie de “HSP90 oncogénica” tumoral, haciendo posible medir la abundancia de las especies “HSP90
oncogénicas” en diferentes subpoblaciones en los tumores y de esta manera, medir y predecir la sensibilidad de la
terapia de inhibicion del HSP9O0. Por ofra parte, la medicién de la abundancia de la “HSP90 oncogénica” proporciona
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un medio para determinar si un tumor es dependiente de HSP90.

En un aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor con un inhibidor de HSP90
detectablemente etiquetado que se liga de manera preferente a una forma especifica del tumor de
HSP90 presente en un tumor o células tumorales;

(b) medir la cantidad del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales en la
muestra; y

(c) comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales en la
muestra medida en la etapa (b) a una cantidad de referencia del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado
a las células normales;

donde una cantidad mayor de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o las células tumorales medido en la
etapa (b) en comparacioén con la cantidad de referencia indica que el tumor probablemente respondera al inhibidor
de HSP90.

El método implica medir en un tumor la abundancia de una especie de HSP90, la “HSP90 oncogénica”, como un
biomarcador para la terapia de HSP90. La abundancia de esta especie de HSP90 no se corresponde
necesariamente con la expresiéon de la HSP90 total en el tumor. La descripcién proporciona varias soluciones para
medir la abundancia de la “HSP90 oncogénica”. En tal modalidad, los derivados etiquetados de ciertos inhibidores de
HSP90 se pueden usar como herramientas para medir su presencia y su abundancia.

Ademas, en este método particular mientras es mayor la relacion de la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado
ligado al tumor o a las células tumorales medido en la etapa (b) en comparacién con la cantidad de referencia, es
mayor la magnitud de la respuesta probable a la terapia de inhibidor de HSP9O.

Todavia, ademas en este método particular mientras es mayor la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado
al tumor o a las células tumorales medidas en la etapa (a), es mayor la magnitud de la respuesta probable en la
terapia del inhibidor de HSP90.

En una modalidad de este método particular, la cantidad de referencia del inhibidor de HSP9O0 etiquetado ligado a las
células normales es la cantidad del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células normales en la muestra que
contiene células del tumor.

En otra modalidad, la cantidad de referencia del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células normales es una
cantidad predeterminada del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células normales en una muestra de
referencia.

En otro aspecto, la descripcién proporciona un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la
terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor con un inhibidor de HSP90
detectablemente etiquetado que se liga preferiblemente a una forma especifica del tumor de la HSP90
presente en un tumor o células tumorales;

(b) medir la cantidad del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales en la
muestra; y

(c) comparar la cantidad del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales en la
muestra medida en la etapa (b) a una referencia;

en donde una cantidad mayor del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales medido en
la etapa (b) en comparacion con la cantidad de referencia indica que el tumor probablemente respondera al inhibidor
de HSP90.

En una modalidad de este método particular, la muestra de referencia son células cancerosas con nada a poca
expresion de “HSP90 oncogénica”. En otra modalidad la referencia es un compuesto correspondientemente
etiqguetado con poca o nada de ligacion a la “HSP90 oncogénica”.

El inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado se puede etiquetar con cualquier etiqueta detectable, y muchas
de tales etiquetas son bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado
puede ser fluorescentemente etiquetado, etiquetado con biotina, etiquetado con ANCA o radiactivamente etiquetado.

En la practica de este método particular, el tumor puede ser cualquier tumor o formacion biolégica derivada del tumor
que contenga la “HSP90 oncogénica”, tales como exosomas. Por ejemplo, el tumor o las otras células o formaciones
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bioldgicas derivadas del tumor que contienen la “HSP90 oncogénica” se puede asociar con, ser indicativa de, o
derivada de cualquier cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer
de la tiroides, una leucemia que incluye leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide
cronica, leucemia linfoide, mieloma multiple, carcinoma de células basales, melanoma, carcinoma de células renales,
cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de pulmoén que incluye cancer de pulmén de células pequefias y cancer
de pulmén de células no pequefas, cancer de mama, neuroblastoma, trastornos mieloproliferativos, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer de esdfago, cancer de estbmago, cancer
de higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas incluyendo
linfoma folicular y linfoma de células B grande difuso, y canceres ginecoldgicos incluyendo canceres de ovario,
cervicales y de endometrio.

En la practica de este método particular, el tumor, la célula tumoral o la célula asociada al tumor o formacion
biolégica pueden estar presentes en un sujeto o se pueden aislar de un sujeto. De esta manera, el tumor, célula
tumoral o célula asociada al tumor que se pondra en contacto puede estar en la forma de un tumor sélido per se in
vivo o en la forma de una célula unida tal como una muestra de tejido o como dentro de un tumor liquido o fluido
bioldgico; una muestra obtenida durante una extraccion de sangre, aspirado de medula 6sea, biopsia, una aspiracion
con aguja fina o un procedimiento quirargico; un fluido biolégico; sangre o medula 6sea. Las células que se ponen en
contacto con el inhibidor de HSP90 etiquetado pueden estar presentes en cualquier forma incluyendo células
alteradas, células vivas, células congeladas, células fijas y permeabilizadas, o células incrustadas en parafina fijadas
con formalina.

El inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado puede ser una forma etiquetada del inhibidor de HSP90 que se va
a administrar como terapia, o puede ser una forma etiquetada de un inhibidor de HSP90 diferente que incluye un
inhibidor de HSP90 quimicamente no relacionado o una forma etiquetada de un analogo, homdlogo o derivado del
inhibidor de HSP90 que se administra. Sujeto solamente al requisito de que el inhibidor de HSP90 detectablemente
etiguetado y mas probablemente el inhibidor de HSP90 no etiquetado al cual corresponde se liga de manera
preferente a una forma especifica del tumor en el HSP90 presente en muchos tumores y células tumorales. En este
aspecto “de manera preferente” significa que el inhibidor de HSP90 se liga con sustancialmente mayor afinidad a la
forma especifica del tumor del HSP90 en comparacion con la afinidad, si la hay, con la cual se liga a la caracteristica
del HSP9O0 de las células normales o no de tumor.

Actualmente, un inhibidor de HSP90 considerado probablemente para ser administrado como terapia es PU-H71 o
un analogo, homologo o derivado de PU-H71. Véanse por ejemplo, las Patentes de E.U.A. 7.820.658 B2; 7.834.181
B2; y 7.906.657 B2 para descripciones de inhibidores de HSP9O0 ilustrativos.

En una modalidad el inhibidor de HSP90 es PU-H71 y el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es una
forma de PU-H71 o de un analogo, homologo, o derivado de PU-H71. Ejemplos de formas de PU-H71 que pueden
ser el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado incluyen, pero no se limitan a, [124I]-PU-H71, PU-H71-FITC2 o
PU-H71-NBD1, o un analogo biotinilado de PU-H71 tal como PU-H71-biotina-5, PU-H71-biotina-6, PU-H71-biotina-8
o PU-H71-biotina-9, que se describen a continuacion.

Un derivado etiquetado de PU-H71, tal como ["*I]-PU-H71, [*"]-PU-H71, ['®1]-PU-H71, radioetiquetado, PU-H71
fluorescentemente etiquetado, PU-H71 etiquetado con biotina, o inhibidor etiquetado con ANCA por lo tanto se
puede emplear como una herramienta para identificar y cuantificar las especies de HSP90 especificas del tumor. La
abundancia de esta especie de HSP90 tumoral se puede usar como un biomarcador predictivo de respuesta a la
terapia de HSP9O.

5.2.1. Sondas Fluorescentes, Biotiniladas y etiquetadas con ANCA para Detectar la HSP90 Oncogénica

La descripcion proporciona sondas Biotiniladas, fluorescentemente etiquetadas y sondas etiquetadas con ANCA que
son capaces de detectar la HSP90 oncogénica en células cancerosas. La Seccién 5.2.1.1. describe la produccién de
varios tipos de sondas para utilizarse de acuerdo con la presente descripcion. La secciéon 5.2.1.2. describe el uso de
tales sondas en los ensayos de prondstico y de diagndstico.

5.2.1.1. Produccién de Sondas

La descripcion proporciona inhibidores fluorescentemente etiquetados, biotinilados y etiquetados con ANCA que son
permeables a células y que se ligan selectivamente a “HSP90 oncogénica”. Los inhibidores permeables a células
son capaces de penetrar la membrana celular de una célula y de ligarse a la HSP90 dentro del citoplasma de la
célula. Para ser util en los métodos de la invencién, el inhibidor etiquetado tiene que penetrar las células en una
cantidad que es medible por los métodos de deteccion conocidos por las personas expertas en la técnica. La seccion
5.2.1.1.1. describe el desarrollo de diferentes sondas fluorescentemente etiquetadas que son permeables a células y
son capaces de ligarse selectivamente a la “HSP90 oncogénica”. La seccion 5.2.1.1.2. describe el desarrollo de
diferentes sondas Biotiniladas que son permeables a células y son capaces de ligarse selectivamente a la “HSP90
oncogénica”. La seccion 5.2.1.1.3. describe el desarrollo de diferentes sondas etiquetadas con ANCA que son
permeables a células y son capaces de ligarse selectivamente a “HSP90 oncogénica”.

5.2.1.1.1. Sondas Fluorescentemente Etiquetadas
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Los inhibidores quorescentemente etiquetados de HSP90 ya se han reportado, con analogos de geldanamlcma (GM-
FITC, GM-Bodipy,” GM-cy3b™) asi como pirazol 1 (analogo de fluoresceina, VER-00045864)"° usados como
ligandos en los ensayos de polarizacion de fluorescencia (Figura 8). Un derivado de GM- FITC impermeable a
células se usé para identificar la HSP90 de superficie celular por microscopia de fluorescencia'®. La HSP90 sin
embargo, es prlnC|paImente una proteina citoplasmica con expresion de superficie celular detectada solamente en
ciertas células'? Las sondas fluorescentes de esta manera son necesarias para analizar la HSP9O0 intracelular y de
superficie ceIuIar

Una sonda permeable a células de HSP90 que interactla especifica y estrechamente con la “HSP90 oncogénica” es
favorecida por las mediciones de citometria de flujo de este biomarcador potencial debido a que los métodos de
fijacion/permeabilizacion usados para la deteccion de antigenos intracelulares por citometria de flujo pueden dar por
resultado la destruccion de los “complejos de HSP90 oncogénica” y de la morfologia celular e inmunorreactividad
superficial, las propiedades utiles en la citometria de flujo para la caracterizacion de células en las poblaciones
heterogéneas. Para resolver este problema la descripcion proporciona métodos para la sintesis, caracterizacion y
valuacion de los inhibidores de HSP90 fluorescentemente etiquetados que penetran las células vivas y se ligan al
objetivo.

Esta descripcion actual proporciona varios derivados fluorescentemente etiquetados nuevos de PU-H71 (2), un
inhibidor de andamiaje de purina de HSP9O0 (Figura 8) y describe su aplicacion biolégica como sondas para estudiar
la HSP90 por citometria de flujo activada por fluorescencia y microscopia de fluorescencia. Varios inhibidores de
HSP90 basados en el andamiaje de purina, incluyendo BIIB021, MPC-3100, PU-H71 y Debio 0932 (anteriormente
CUDC-305) estan actualmente en el desarrollo clinico para canceres'®"

Los ligandos fluorescentes para la proteina 90 de choque térmico (HSP90) se sintetizaron conteniendo ya sea
isotiocianato de fluoresceina (FITC), 4-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol (NBD) o el tinte de sulforodamina 101 que cambia
a rojo (Rojo Texas) conjugado a PU-H71 (Figura 9). Dos de los compuestos, PU-H71-FITC2 (9) y PU-H71-NBD1 (8),
demostraron ser adecuados para la citometria de flujo activada por fluorescencia y microscopia de fluorescencia. De
esta manera estas moléculas sirven como sondas Utiles para estudiar la HSP90 en poblaciones de células vivas
heterogéneas.

Para el desarrollo de ligandos pequefios etiquetados con tinte, la seleccion de un fluoréforo 6ptimo y su sitio de
unién son relevantes. Particularmente en las moléculas pequefias el tinte introducido puede afectar
significativamente las caracteristicas bioquimicas y farmacologlcas del ligando. De acuerdo con la estructura de
cristal de rayos X de PU-H71 (2) Ilgado a HSP90,% la cadena de N9- -alquilamino del ligando se orienta hacia el
solvente. Como resultado de esto, asi como el SAR previo, varios de los compuestos sintetizados en la presente
descripcién contienen la etiqueta fluorescente unida a la posicién N9. En modalidades particulares, como se describe
a continuacion, los derivados de PU-H71 con diferentes ligadores se etiquetaron con ya sea FITC, NBD o Rojo
Texas (TR) (Véase la Figura 1).

En una modalidad de la presente descripcion, se unié un espaciador de seis carbonos a la amina constituyente de
un inhibidor basado en el andamiaje de purina, proporcionando de esta manera el Compuesto 3 (Esquema 1y
Figura 10). Los inventores habian usado previamente este ligador para unir el PU-H71 al soporte solido y mostro
que el Compuesto 3 retiene una buena afinidad para la HSP90.“ Como se representa en el Esquema 1, el
Compuesto 3 se hizo reaccionar con FITC en DMF/EtsN para proporcionar el Compuesto 4 (PU-H71-FITC1) en un
rendimiento de 40% después de la purificacion por HPLC.
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Esquema 1: Sintesis de PU-H71-FITC y PU-H71-NBD1

En otra modalidad, se sintetiz6 rojo Texas-PU-H71 (Compuesto 5; PU-H71-TR) por la reaccién de 3 con cloruro de
sulfonil sulforodamina 101 en DMF para dar el Compuesto 5 en 61% de rendimiento después de la purificacion por
HPLC (Esquema 1). En el caso del analogo NBD, el bromuro 6 se hizo reaccionar con el Compuesto 7 en DMF para
dar el Compuesto 8 (PU-H71-NBD1) en 47% de rendimiento (Esquema 1). El compuesto 6°' y el derivado NBD 7%
se prepararon como se describe previamente.

En otra modalidad, se ha tomado ventaja de la amina secundaria presente en PU-H71% y se hace reaccionar

directamente con FITC o NBD-CI para dar el Compuesto 9 (PU-H71-FITC2) (72%) o Compuesto 10 (PU-H71-NBD2)
(40%), respectivamente (Esquema 2 y Figura 11). Se formd la hipétesis de que el enlace del pigmento directamente
a la amina deberia resultar en analogos mas permeables a la célula, debido a la presencia de la funcionalidad de
amina ionizable. Adicionalmente, los derivados que contienen un grupo isopropilo (por ejemplo, Compuesto 9 y
Compuesto 10) en lugar de un hidrégeno hacen los compuestos mas lipofilicos y aumentan su permeabilidad celular.
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Esquema 2: Sintesis de PU-H71-FITC2 y PU-H71-NBD2

10 PU-H71-NBD2

Aun en otra modalidad, como se representa en el Esquema 3 y Figura 12, desisopropil-PU-H71 (Compuesto 13) se
hizo reaccionar con FITC o NBD-CI para dar el Compuesto 14 (PU-H71-FITC3) (74%) o Compuesto 15 (PU-H71-

5 NBD3) (42%), respectivamente. El compuesto 13 se sintetizéd por N9-alquilacion del Compuesto 11 con N-(3-
bromopropil)-ftalimida y la eliminacién posterior de ftalimida con hidrazina (3).

NH;
NH,

|
NS 0 .
@%E@LQWEQLﬁt
H

' 0
N b
>\~s o
N
1 0

!
e .

12

! g NH, |
Hil:“f@ (00
I

%l\\lH NH
S
§ QN\
\
0
® o
COOH

15 PU-H71-NBD3
O N O
HO O @]

14 PU-H71-FITC3
Esquema 3: Sintesis de PU-H71-FITC3 y PU-H71-NBD3.

Los compuestos adicionales analogos a PU-H71-FITC3 (mostrados en el Esquema 3) pero con diferentes longitudes
10 del ligador se prepararon, como se representa en el Esquema 4.
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Esquema 4: Sintesis de PU-H71-FITC4, PU-H71-FITC5, y PU-H71-FITC6

Los compuestos preparados en los Esquemas 1-4 se evaluaron por su capacidad para penetrar en células y
enlazarse a HSP90 dentro de las células. Las sondas permeables celulares se favorecen debido a los métodos de
fijacion/permeabilizacion usados para la deteccion de antigenos intracelulares por citometria de flujo a menudo
resultan en la destruccion de morfologia celular e inmunoreactividad de superficie, propiedades utiles en la citometria
de flujo para la caracterizacion de células en poblaciones heterogéneas. De esta manera, es de interés particular
encontrar ligandos permeables a la célula que interactia con el objetivo en células vivas sin el requerimiento de
etapas de fijacion y permeabilizacion.

Para investigar cuales de los derivados PU-H71 fluorescentemente etiquetados sintetizados arriba retienen el perfil
de permeabilidad celular del compuesto PU-H71 precursor, se ha examinado la permeabilidad celular de estas
sondas HSP90 en lineas celulares de leucemia mielégena aguda (AML) humana, MV4-11 y MOLM-13. De los diez
derivados fluorescentes de PU-H71 preparados en los Esquemas 1-4, se ha encontrado que PU-H71-FITC2 (9) y
PU-H71-NBD1 (8) tienen la capacidad mas alta de penetrar en células y enlazarse a HSP90 (Figura 13).
Especificamente, se ha mostrado la tincion eficiente de células vivas por estos dos derivados (Figura 13A) asi como
la actividad biolégica en estas células indicativas de la inhibicion objetivo (HSP90) (Figuras 13B, 13C). En particular,
se ha mostrado que tanto PU-H71-FITC2 (9) como PU-H71-NBD1 (8) disminuyen la viabilidad de células MOLM-13
(Figura 13B), efecto asociado con la degradacion de proteinas cliente HSP90 tales como FLT3 mutante y Raf-1
(Figura 13C) indicando inhibicion de HSP90 intracelular en estas células cancerosas.'™

Adicionalmente, la microscopia de fluorescencia confocal de células de leucemia tefiidas con PU-H71-FITC2 (9)
mostro localizacion intracelular prominente (Figura 14A). En estos experimentos, DAPI se usé como un pigmento de
viabilidad para discriminar entre las células viables y no viables. Este pigmento es impermeable en células vivas en
la concentracion probada, pero penetra en células no viables y se enlaza a regiones especificas de DNA. DAPI se
excita en la mayoria de los instrumentos con un laser UV. Los datos similares se generaron con PU-H71-NBD1 (8)
(no se muestra).

La citometria de flujo se usa comunmente para separar y distinguir diferentes poblaciones celulares en
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hematopoyesis normal y maligna por el uso de marcadores especificos. Como ejemplo, las células de blastocitos a
menudo se cuantifican y caracterizan por tincion dim CD45 (CD45dim), en contraste con las poblaciones celulares
no de blastocito circulantes, que estan listas para la tincion CD45 (CD45h|) Estas células, reguladas y separadas
por la presencia de sus marcadores identificados, hemos mostrado aqui que también pueden tefirse para el objetivo,
HSP90, con PU-H71-FITC2 (Flgura 14B). De acuerdo con reportes previos que indican el enlace selectivo de PU-
H71 a células tumorales HSP90,® PU-H71-FITC2 preferencialmente tifio la célula maligna (blastocitos) y no la
poblacién celular normal (linfocitos) en una muestra de leucemia mieloide aguda primaria (Figura 14B).

En consecuencia, mostramos que PU-H71-FITC2 (9) y PU-H71-NBD1 (8) penetra en células vivas y se enlaza al
objetivo. Especificamente, mostramos que PU-H71-FITC2 y PU-H71-NBD1 tifien células vivas (Figura 13A), reduce
la viabilidad de las células de leucemia (Figura 13B), inhibe el HSP9O0 intracelular como se indica por la degradacion
de proteinas de cliente HSP90 (Figura 13C), se localizan intracelularmente como se indica por microscopia confocal
(Figura 14A) y se enlazan especificamente a HSP90 de tumor contra célula normal como se indican por citometria
de flujo (Figura 14B), para proporcionar evidencia abundante de que estas sondas penetran en la célula y se
enlazan especificamente al objetivo de tumor HSP90, de igual forma a PU-H71. Los ejemplos tales como los
proporcionados en la Figura 4, Figura 15, Figura 16 y Figura 18 también demuestran que estos derivados
fluorescentes de PU-H71 interactian con la especie “HSP90 oncogénica” y ademas proporcionan un medio para
cuantificar esta especie en un espectro grande de células cancerosas. Como se discute en la Seccion 5.2.1.2., estos
derivados fluorescentes de PU-H71 pueden aplicarse como sondas para citometria de flujo activada por
fluorescencia o como herramientas para vigilar la interaccion en tiempo real de HSP90 con el objetivo por
microscopia de fluorescencia.

Basado en los resultados discutidos arriba, disefiamos varias otras sondas permeables celulares que pueden
interactuar con HSP90 y de esta manera, pueden usarse como herramientas de diagnéstico y/o prondstico. En una
modalidad, los compuestos similares a PU-H71-FITC2 pero con un sustituyente diferente en el anillo
benzo[d][1,3]dioxol se sintetizaron en una manera similar a PU-H71-FITC2, como se muestra en el Esquema 5.
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Esquema 5: Sintesis de los Compuestos Analogos a PU-H71-FITC2

En otra modalidad, los compuestos similares a los compuestos representados en el Esquema 5 pero donde el anillo
de pirimidina en el andamiaje de purina se reemplaza con un anillo de piridina, se sintetizaron en una manera similar
a PU-H71-FITC2, como se muestra en el Esquema 6.
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Esquema 6: Sintesis de Compuestos analogos a PU-H71-FITC2
En otra modalidad, el Compuesto PU-FITC7 se prepara, como se representa en el Esquema 7.
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Esquema 7: Sintesis de PU-FITC7

En otra modalidad, el Compuesto PU-FITC8 se prepara, como se representa en el Esquema 8.
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Esquema 8: Sintesis de PU-FITC8

En otra modalidad, el Compuesto PU-FITC9 se prepara, como se representa en el Esquema 9.
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Esquema 9: Sintesis de PU-FITC9

Todavia en otra modalidad, el Compuesto DZ13-FITC1 (PU-DZ13-FITC) se prepara, como se representa en el

Esquema 10.
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Esquema 10: Sintesis del Compuesto DZ13-FITC1

Todavia en otra modalidad, el Compuesto SNX-FITC se prepara, como se representa en el Esquema 11.
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Esquema 11: Sintesis del Compuesto SNX-FITC
10 5.2.1.1.2. Sintesis de sondas biotiniladas para detectar HSP90 oncogénica (ejemplo comparativo)
Una serie de analogos biotinilados de PU-H71 (2) y desisopropil-PU-H71 (13) se prepararon con el propdsito de

obtener compuestos que son capaces de penetrar en membranas celulares y enlazarse a HSP90 intracelular en
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células vivas. Los inhibidores de HSP90 13 y 2 se conjugaron a biotina a través de un ligador. El tipo de ligador, asi
como su longitud, se alteraron sistematicamente con el fin de identificar compuestos capaces de penetrar en se en
células vivas y el enlace a HSP90.

La etiqueta de biotina permite los experimentos de retencidon en soporte a través del enlace posterior a
estreptavidina. El ligador debe ser de longitud suficiente para permitir el enlace concomitante a HSP90 y
estreptavidina.

La etiqueta de biotina también permite detectar usando un anticuerpo de avidina o estreptavidina etiquetado, y de
esta manera los inhibidores de HSP90 biotinilados pueden ser Utiles en tejidos tefiidos para detectar el “HSP90
oncogénica”.

El Compuesto 13 y Compuesto 2 contienen una funcionalidad amina que permite la uniéon directa de biotina y
ligadores que contienen biotina a través de la formacién de un enlace amida. En una modalidad, las moléculas
biotiniladas se prepararon sin ligador (esfo es, union directa a biotina). La sintesis de dos de tales compuestos,
referidos como PU-H71-biotina2 y PU-H71-biotina3, se representa en el Esquema 12. Los compuestos pueden
prepararse del Compuesto 13 o Compuesto 2, respectivamente, por acoplamiento DCC con D-biotina bajo

sonicacion.
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Esquema 12: Sintesis de PU-H71-biotina2 y PU-H71-biotina3

En otra modalidad, las moléculas biotiniladas se prepararon al unir covalentemente PU-H71 (2) o desisopropil-PU-
H71 (13) a biotina a través de un grupo espaciador de cadena de 6 carbonos para producir PU-H71-biotina4 o PU-
H71-biotina7, como se representa en el Esquema 13. PU-H71-biotinad4 y PU-H71-biotina7 pueden prepararse al
hacer reaccionar el Compuesto 13 o Compuesto 2, respectivamente, con el éster activo de N-hidroxisuccinimida
comercialmente disponible que contiene la molécula de biotina a la que se hace referencia como NHS-LC-Biotina
EZ-Link®, en la presencia de una base.
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Esquema 13: Sintesis de PU-H71-biotina4 y PU-H71-biotina7

Todavia en otra modalidad, las moléculas biotiniladas se prepararon al unir covalentemente PU-H71 (2) o
desisopropil-PU-H71 (13) a biotina a través de un grupo espaciador de cadena de carbono extendida para producir
PU-H71-biotina5 o PU-H71-biotina8, como se representa en el Esquema 14. La PU-H71-biotina5 y PU-H71-
biotina8 pueden prepararse al hacer reaccionar el Compuesto 13 o Compuesto 2, respectivamente, con el éster
activo de N-hidroxisuccinimida comercialmente disponible que contiene la molécula de biotina a la que se hace
referencia como NHS-LC-LC-Biotina EZ-Link®, en la presencia de una base.
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Esquema 14: Sintesis de PU-H71-biotina5 y PU-H71-biotina8

Aun en otra modalidad, las moléculas biotiniladas se prepararon al unir covalentemente PU-H71 (2) o desisopropil-
PU-H71 (13) a biotina a través de una cadena de polietilenglicol para producir PU-H71-biotinaé o PU-H71-biotina9,
como se representa en el Esquema 15. La PU-H71-biotina6 y PU-H71-biotina9 pueden prepararse al hacer
reaccionar el Compuesto 13 o Compuesto 2, respectivamente, con el éster activo de N-hidroxisuccinimida
comercialmente disponible que contiene la molécula de biotina a la que se hace referencia como NHS-PEG4-Biotina

EZ-Link®, en la presencia de una base.
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Esquema 15: Sintesis de PU-H71-biotina6 y PU-H71-biotina9
Aun en otra modalidad representada en el Esquema 16, un analogo de biotina ligado a amina, al que se hace

referencia como PU-H71-biotina, se sintetizé por la reaccién del compuesto de bromuro 6 con Amina-PEOs3-Biotina
5 EZ-Link®
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Esquema 16: Sintesis de PU-H71-biotina

Para asegurarse de que los compuestos biotinilados todavia retienen afinidad para HSP90, cada uno se evalu6 en
un ensayo de polarizacion de fluorescencia usando lisado celular de cancer SKBr3. Como puede apreciarse cada
uno de los compuestos retiene una buena afinidad para HSP90 con ICsp en el intervalo de 31-154 nM (Tabla 1; PU-
H71, ICso = 25 nM).

Tabla 1. Propiedades de compuestos biotinilados

Compuesto ECso (nM); Ensayo Enlace de HSP90- PM TPSA ClogP
de enlace SKBr3 estreptavidina con
HSP90 células del lisado K562
PU-H71 245 n.a. n.a. 512 96.8 3.09
PU-H71-biotina 58.9 Si No 871.81 194.75 1.69
PU-H71-biotina2 153.5 No No 738.66 146.24 3.12
PU-H71-biotina3 443 No No 696.58 155.03 1.93
PU-H71-biotina4 34.8 No No 809.74 184.13 3.49
PU-H71-biotina5 314 Si Si 922.90 n.d n.d.
PU-H71-biotinab 66.2 Si Si 943.87 n.d. n.d.
PU-H71-biotina7 72.8 No No 851.82 n.d. n.d.
PU-H71-biotina8 76.9 Si Si 964.98 n.d. n.d.
PU-H71-biotina9 110.1 Si Si 985.95 n.d. n.d.

n.a.= no aplicable

n.d.= no determinado; los valores TPSA y Clog P se determinaron con Chemdraw y n.d. indica que no fue posible
determinar un valor para la estructura dada.

Dos tendencias generales pueden observarse. Primero, comparado con analogos de PU-H71 los analogos de
desisopropilo se enlazan de promedio con aproximadamente una afinidad dos veces mayor (esto es PU-H71-
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biotina3 contra 2, 4 contra 7, 5 contra 8, 6 contra 9). Segundo, en términos de los ligadores la serie de carbono es
mas potente que la serie de etilenglicol (esto es PU-H71-biotinad y 5 contra 6, 7 y 8 contra 9). En resumen, todos
los compuestos preparados mantienen buena afinidad con HSP9O0 y fueron adecuados para analisis adicional.

Habiendo mostrado que cada una de las moléculas biotiniladas preparadas mantiene buena afinidad para HSP90 se
desea determinar después si la longitud de cadena fue suficiente para mantener el enlace concomitante a HSP90 y
estreptavidina. Se tratd el lisado K562 (500 ug de proteina) durante la noche con una mezcla de perlas de
estreptavidina y 100 uM de cada uno de los compuestos. Después del lavado suficiente para remover cualquier
material sin enlace, el peletizado de perla restante se analizé6 por SDS- PAGE. El gel se lavo y tifid con azul
coomasie durante 1 h. PU-H71-biotina-5, 6, 8, 9 asi como PU-H71-biotina muestran una banda en
aproximadamente 90 kDa, indicando el enlace concomitante a HSP90 y estreptavidina. Los analogos sin un ligador
(PU-H71-biotina2 y 3) y con un grupo espaciador de 6 carbonos (PU-H71-biotina4 y 7) no mostraron una banda de
90 kDa, indicando que el ligador fue demasiado corto. En contraste, los compuestos que contienen un grupo
espaciador de cadena de carbono extendida (PU-H71-biotina5 y 8 y una cadena de polietileno (PU-H71-biotina6 y
9) fueron de longitud suficiente para permitir el enlace concomitante.

Habiendo mostrado que algunas de las moléculas se enlazan concomitantemente a HSP90 y estreptavidina,
después investigamos si esto puede similarmente realizarse en células vivas. En este caso, el enlace en las células
K562 se determind primero por tratamiento con 100 uM de PU-H71-biotina-5, 6, 8, 9 asi como PU-H71-biotina
durante 4 h luego se analizé6 por SDS-PAGE. De los compuestos evaluados uUnicamente PU-H71-biotina no
mantuvo el enlace en células vivas. De manera interesante, PU-H71-biotina contiene una amina ionizable que limita
su permeabilidad y puede ser un factor primario para su incapacidad de enlazarse. En contraste, PU-H71-biotina-5,
6, 8, 9 no contienen una amina ionizable y son capaces de penetrar en la membrana celular. Los compuestos activos
se evaluaron en 50, 25, y 10 pM y muestran que PU-H71-biotina-6 y 9 mantienen buen enlace aun en 10 yM. Estos
dos compuestos se evaluaron ademas en 5, 2.5y 1 yM y aun en la concentracién mas baja todavia se presenta una
banda débil en aproximadamente 90 kDa. PU-H71-biotina-6 todavia muestra una banda débil en 0.5 yM, indicando
que el enlace concomitante todavia se mantiene en esta concentracion baja.

Parece que los compuestos que contienen grupos espaciadores de cadena de carbono extendidos (PU-H71-biotina-
5, 8) o ligadores de cadena de polietilenglicol (PU-H71-biotina-6, 9), independientemente de si 13 o 2 se une, son
capaces de penetrar en la membrana de células K562, enlazarse a HSP90 y posteriormente enlazarse a las perlas
de estreptavidina. Adicionalmente, parece que los compuestos que contienen ligadores de cadena de polietilenglicol
(PU-H71-biotina-6, 9) pueden preferirse.

5.2.1.1.3. Sintesis de sondas etiquetadas con ANCA

La presente descripcion proporciona ademas sondas para detectar HSP90 oncogénica al etiquetar inhibidores con
amino naftalenil-2-ciano-acrilato (ANCA). El ANCA es una sonda fluorescente que puede enlazarse a y tefir placas
amiloides en tejido humano. Al ANCA a menudo se hace referencia como un rotor molecular. Los rotores
moleculares son sondas donde el rendimiento cuantico de fluorescencia es dependiente del ambiente que lo rodea.
La porcién estructural del rotor molecular es tal que cuando se trae en proximidad cercana de una macromolécula la
rotacion molecular interna se obstaculiza (incremento en rigidez) resultando en un cambio en la emision de
fluorescencia, es decir, los rotores moleculares enlazados y no enlazados tienen diferentes picos de emision de
fluorescencia (ver Figura 15). Este aspecto fisico puede explotarse cuando se conjuga con PU-H71, que tiene
especificidad por la “HSP90 oncogénica”. El rotor molecular conjugado para PU-H71 le permite a uno discernir en
una poblacion heterogénea de células cancerosas, las células con “HSP90 oncogénica” y permite la cuantificacion
de tal especie en las células presentes en especimenes obtenidos de intervenciones tales como biopsia, cirugia o
aspirados por aguja fina.

En una modalidad, el desisopropil-PU-H71 (13), PU-H71 (2) o analogos de los compuestos de 13 o 2 pueden
etiquetarse con ANCA, como se representa en el Esquema 17. En el Esquema 17, desisopropil-PU-H71 (13) se
hace reaccionar con acido cianoacético para producir el Compuesto 26. En la siguiente etapa, el Compuesto 26 se
hace reaccionar con el Compuesto 27 a temperatura elevada para proporcionar el Compuesto 28 (PU-ANCA).

36



ES 2 624 982 T3

28 PU-ANCA
Esquema 17: Sintesis de PU-ANCA

Aun en otra modalidad, los inhibidores de HSP90 etiquetados con ANCA (tiles en los métodos descritos, tales como

aquellos basados en purina se muestran en el Esquema 18.
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Esquema 18: Sintesis de inhibidores de HSP90 etiquetados con ANCA basados en purina

Aun en otra modalidad, los inhibidores de HSP90 etiquetados con ANCA (tiles en los métodos descritos, tales como
aquellos basados en imidazopiridina se muestran en el Esquema 19.
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Esquema 19: Sintesis de inhibidores de HSP90 etiquetados con ANCA basados en imidazopiridina
5.2.1.2. Utilizacion de sondas en el pronodstico y tratamiento del cancer
5.2.1.2.1. Malignidades hepatolégicas

Los estudios discutidos en la Seccion 5.1, confirman que ciertos inhibidores de HSP90 se enlazan preferencialmente
a un subconjunto de especies HSP90, el “HSP90 oncogénica” que es mas abundante en células cancerosas que en
células normal. La abundancia de esta especie no se dicta Unicamente por la cantidad de expresion HSP90 y es
predictivo de la sensibilidad celular para la inhibicion de HSP90. De esta manera, determinar la proporcion de la
poblacién HSP9O0 en las células cancerosas del paciente que esta disponible para el enlace a un inhibidor etiquetado
que se selecciona para este “HSP90 oncogénica”, tal como PU-H71, predice la sensibilidad para inhibidores de
HSP90 en la clinica y revela el nivel en el cual las células cancerosas son dependientes de HSP90.

Especificamente, la descripcidon muestra que los inhibidores de HSP90 fluorescentemente etiquetados permeables
en las células tales como derivados de PU-H71-FITC (por ejemplo, PU-FITC; PU-H71-FITC2) etiquetan células vivas
tan pronto como una hora después de la exposicion, reduce la viabilidad de las células de leucemia a las 24-48h,
inhibe el HSP90 de tumor intracelular como se indica por degradacion de oncoproteinas cliente HSP90, se localizan
intracelularmente como se indica por microscopia confocal y se enlazan especificamente a HSP90 de célula normal
contra tumoral como se indica por citometria de flujo. Adicionalmente, los compuestos fluorescentemente
etiqguetados de la presente descripcion se enlazan a la especie de “HSP90 oncogénica”, que proporciona evidencia
amplia de que esta sonda penetra en la célula y se enlaza especificamente al objetivo de tumor “HSP90
oncogénica”, de forma similar a PU-H71.

Los métodos de la presente descripcion pueden usarse para determinar si un paciente con una malignidad
hematolégica (por ejemplo, leucemia) o un trastorno mieloproliferativo respondera a la terapia de inhibicion de
HSP90. El método puede aplicarse a diferentes malignidades hepatolégicas incluyendo, pero no limitadas a,
leucemia incluyendo leucemia mieloide aguda, leucemia linfoblastica agua y leucemia mieloide crénica, a leucemias
de linfoide, a mieloma multiple y neoplasias y trastornos mieloproliferativos.

La descripcion proporciona un método para determinar si un paciente con un cancer en la sangre probablemente
respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende poner en contacto una muestra que contiene
células cancerosas y células no cancerosas (por ejemplo, linfocitos) del paciente con un inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado permeable a la célula que se enlaza preferencialmente a una forma especifica del
tumor de HSP90 presente en las células cancerosas del paciente, medir la cantidad de inhibidor de HSP90
fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas y células no cancerosas en la muestra, y comparar
la cantidad del inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con la cantidad
del inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas, en donde una cantidad
mayor de inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas que a las células no
cancerosas indica que el tumor probablemente respondera al inhibidor de HSP90. En ciertas modalidades, la
cantidad del enlace al inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado permeable a la célula se determina usando
citometria de flujo.

En algunas modalidades, una relacion de enlace de células sanguineas cancerosas respecto a los linfocitos
normales de alrededor de 1.5 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a la terapia de inhibicion
de HSP90. En otras modalidades, una relacion de enlace de células sanguineas cancerosas respecto a los linfocitos
normales de alrededor de 2 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a la terapia de inhibicion de
HSP90. Todavia en otras modalidades, una relacion de enlace de células sanguineas cancerosas respecto a los
linfocitos normales de alrededor de 2.5 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a la terapia de
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inhibicién de HSP90. Todavia en otras modalidades, una relacién de enlace de células sanguineas cancerosas
respecto a los linfocitos normales de alrededor de 3 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a la
terapia de inhibicion de HSP90. Todavia en otras modalidades, una relacién de enlace de células sanguineas
cancerosas respecto a los a linfocitos normales de alrededor de 4 o mayor indica que un paciente con cancer sera
susceptible a la terapia de inhibiciéon de HSP90. Todavia en otras modalidades, una relacién de enlace de células
sanguineas cancerosas respecto a los linfocitos normales de alrededor de 5 o mayor indica que un paciente con
cancer sera susceptible a la terapia de inhibiciéon de HSP90.

Un numero grande de lineas celulares establecidas y muestras de tumor primarias se investigaron al realizar un
analisis correlativo entre el enlace de un inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado permeable a la célula
(por ejemplo, PUH71-FITC2) y la viabilidad celular in vitro durante la exposiciéon a los inhibidores de HSP90. Para
determinar el enlace PUH71-FITC2 a un panel de las lineas celulares y muestras de leucemia primarias, usamos un
analisis de citometria de flujo de parametro mdltiple. También probamos la sensibilidad de estas células con
inhibidores de HSP9O0 al realizar ensayos de viabilidad 48h después de la exposicion al farmaco.

La citometria de f|UJO activada por fluorescencia, sigue siendo un método de eleccion para enumerar, purificar y
analizar células.®'® De hecho, una multitud de mediciones puede realizarse ahora por citometria de flujo, y los
avances técnicos recientes permlten que estas mediciones se hagan simultaneamente en células individuales dentro
de poblaciones heterogeneas ' Tal analisis de parametro multiple es bastante potente ya que proporciona mas
datos de menos muestra, una consideracion clave cuando se limitan las muestras de pacientes. El analisis de
parametro multiple también permlte una identificacion mas exacta de las poblaciones, al excluir células indeseadas
que se enlazan a algunos reactivos.”'® El método de esta manera es optimo para analizar el enlace de los ligandos
HSP90, cuando se etiqueta fluorescentemente, para distinguir las poblaciones celulares.

Los ligandos quorescentemente etiqguetados han tenido histéricamente una variedad amplia de usos en biologia y
farmacologla y ofrecen la ventaja de mantener las propiedades farmacoldgica del ligando no etiquetado. Ademas
de las investigaciones in vitro de enlace al receptor del ligando, las sondas fluorescentes de molécula pequena
permiten el monitoreo en tiempo real y no invasivo de la interaccion entre el objetivo y el ligando en poblaciones
celulares vivas, tales como por medio de citometria de flujo.

Los pigmentos fluorescentes absorben luz en ciertas longitudes de onda y a su vez emiten su energia de
fluorescencia a una longitud de onda superior. Cada pigmento tiene un espectro de emision distinto, que puede
explotarse para analisis multicolor por citometria de flujo. Entre los mas usados estan el isotiocianato de fluoresceina
(FITC), 4-nitrobenzo[1,2,5]oxadiazol (NBD) o el pigmento sulforodamina 101 que cambia a rojo (Rojo Texas). FITC y
NBD se detectan en el canal FL1 en la mayoria de los instrumentos y también son una buena eleccion para la
microscopia de fluorescencia (excitacion 495 y 466 nM y emision 519 y 539 nM, respectivamente), mientras que el
Rojo Texas se detecta en FL3 en instrumentos laser sencillos (excitacion 589 nM y emision 615 nM).

En la Seccion 5.1.1., se discuten estudios con diversas células de leucemia primarias y células de sangre normal. En
particular, analizamos muestras de CML de fase de blastocito y cronico primario y leucemia mieloide aguda (AML)
que contienen tanto blastocitos (poblacién de celulas malignas) como linfocitos (poblacion de celulas normales),
células CD34+ aisladas de la sangre del cordén de donadores saludables, células mononucleares totales de sangre
periférica y también leucocitos de sangre periférica (PBLs) (Figuras 1c-e, 3, 4). Se ha usado una fluoresceina
etiquetada PU-H71 (PUH71-FITC2) como una herramienta para realizar un analisis citométrico de flujo de parametro
multiple, en poblaciones celulares heterogéneas. Como se muestra en la Figura 4a, una estrategia de regulacion se
usa para distinguir entre la poblacion celular normal (linfocitos) y la poblacion celular maligna (blastocitos). Los blots
de punto de citometria de flujo se muestran para tres pacientes diferentes. En la Figura 4b, se muestra la relacién
del enlace de PU-H71-FITC2 a HSP90 en blastocitos de CML respecto a los linfocitos normales de las muestras de
pacientes primarias.

En la Figura 4d, la citometria de flujo se usa de nuevo para distinguir entre los blastocitos y linfocitos normales y
para analizar el enlace de células CD34+ dentro de la ventana de blastocitos. En la Figura 4e y 4g, se determiné la
relacion del enlace de PU-H71-FITC2 a blastocitos HSP90 CD34+ respecto a los linfocitos normales en seis
pacientes de leucemia y en tres pacientes saludables. Los nueve pacientes se trataron con ya sea PU-H71-FITC2 o
un control (TEG-FITC) (Figura 4f y 4h). Como se muestra en la Figura 4h, los pacientes que tuvieron la relacion
mas alta (referidos como CML03106, 0614 y 0124; relaciones promedio en la Figura 4g como “bcCML”) fueron mas
sensibles que aquellos con una relacion inferior (referidos como CML0118, 0128 y 0222; relaciones promedio en la
Figura 4g como “cpCML”). Se sefiala que los pacientes saludables tienen una relacion cerca de uno (Figura 4g) y
sus células en la sangre del cordon umbilical no fueron significativamente sensibles a PU-H71 (Figura 4h, referidos
como CB1,2,3). Los resultados exhibidos en la Figura 4f indican que la viabilidad de los blastocitos CD34+ se redujo
significativamente en los pacientes mientras que no se vieron afectados los linfocitos normales. Similarmente, el
compuesto de control (TEG-FITC) no redujo la viabilidad de ya sea los blastocitos CD34+ o los linfocitos normales.

En muestras primarias, analizamos tanto las poblaciones de blastocito y linfocitos normales en el mismo paciente.
Se ha encontrado que en un panel que comprende células de leucemia primarias (muestras de leucemia mielégena
aguda (AML) y leucemia mielégena cronica (CML) de fase de blastocito y crénica primarias), y células de sangre
saludable (incluyendo células de sangre del cordon umbilical CD34+, y células mononucleares de sangre periférica
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total aisladas de donadores saludables), células con la avidez mas alta para PUH71-FITC2 también fueron las mas
sensibles a ser exterminadas por este agente (Figura 16). De manera importante, los linfocitos normales presentes
dentro de las muestras de sangre con leucemia, muestran un enlace bajo a PU-FITC y no se vieron afectadas por
PU-H71. De esta manera, racionalizamos que el uso del enlace relativo de PU-FITC en células de leucemia
comparadas con linfocitos normales dentro del mismo paciente pueden usarse como un valor normalizado para
comparar el enlace de PUH71-FITC2 a través de las muestras. Especificamente, cuando se evalian en muestras de
CML, las células de CML con crisis de blastocito (bcCML) presentaron el enlace mas alto a PU-FITC (4 veces mas
con relacion a los linfocitos normales) y demostraron la sensibilidad mas alta al tratamiento con PU-H71 cuando se
compararon con la fase cronica (cpCML) (Figura 16). En contraste, PU-H71 se enlazé débilmente a HSP90 en
células sanguineas normales (valores ICso mayores que 2,000nM contra ~100nM en bcCML) y fue no tdxico en estas
células en concentraciones que fueron tdxicas para las células cancerosas (Figuras 1d, e y 16B, C). La Figura 16C
muestra la grafica que correlaciona las relaciones obtenidas al analizar el enlace de PU-H71-FITC2 a blastocitos y a
linfocitos normales en 19 muestras de AML primarias (reportadas como PU plegado enlazadas en el eje X) y la
viabilidad medida de los blastocitos cuando se tratan con PU-H71. Las células tumoraleses responsivas (>50% de
viabilidad reducida) respecto a las sin respuesta (<50% viabilidad reducida) podrian diferenciarse por una relacién de
alrededor de 2.31 hasta alrededor de 7.43 o superior comparado con alrededor de 0.65 hasta alrededor de 2.22 o
menor, respectivamente.

Adicionalmente, en un panel de 14 lineas celulares de leucemia también notamos una correlaciéon importante entre el
enlace de PU-H71-FITC2 (como se presenta en la intensidad de fluorescencia media) y la sensibilidad de estas
células para la inhibicién de HSP90 por PU-H71 (Figura 3e).

Basado en los datos recolectados para los 19 especimenes de AML primarios, hemos calculado la sensibilidad y
curvas de exactitud para determinar la probabilidad del ensayo para identificar correctamente los especimenes de
AML resistentes y sensibles. Realizamos un analisis de desempefio de clasificacion usando un valor de corte
arbitrario de 2 o superior para el enlace de PU-FITC (blastocito/linfocito) y menor que 50% de viabilidad como un
resultado predicho, y se observaron los siguientes valores: Exactitud: 83.3% (53.2 - 93.8%; 95% CI); Sensibilidad:
91.7% (72.8 - 99.5%; 95% Cl); Especificidad: 66.7% (28.9% - 82.4%; 95% CIl); Valor predictivo positivo: 84.6% (67.2
- 91.9%; 95% CI); Valor predictivo negativo: 80% (34.7% - 98.9%; 95% CI); prueba exacta de Fisher, p = 0.022.
Estos calculos sugieren que PU-FITC tiene un buen desempefio de clasificacion; esta evaluacion se repetira con una
cohorte mas grande de muestras para obtener estimados de desempefio mas exactos y precisos. Para minimizar las
diferencias del ensayo debido a la variacion experimental o del instrumento, se usara lo siguiente: (1) las perlas de
seguimiento e instalacion de citémetro BD (CST) para ajustes de desempefio automaticos y mejorar la consistencia y
desempefio del citdmetro dia a dia. Las perlas CST se utilizaran antes de cada nuevo conjunto experimental. (2)
MV411 de control positivo (enlace alto de linea celular sensible) y un HL60 de control negativo (enlace bajo de linea
celular de sensibilidad baja) se incluira en los ensayos.

Para determinar si las observaciones in vitro en las células de leucemia pueden confirmarse en modelos preclinicos
animales, establecimos xenotrasplantes usando muestras de AML primarias con diferentes sensibilidades (alta y
baja) para PU-H71 evaluado in vitro y/o predicho por el enlace PU-FITC. Las células AML primarias se inyectaron en
ratones NOD/SCID irradiados subletalmente (n=8). Entre tres y cuatro semanas después de la inyeccion, cuando las
células de leucemia humanas se han injertado en la médula 6sea (BM) del raton, el tratamiento con PU-H71 o
control de vehiculo se inici6 (75mg/kg 3x semana) y continué durante cuatro semanas. Los ratones se sacrificaron y
el injerto de leucemia se evalué usando CD45 y CD34 antihumano. Para determinar la capacidad de las células
sobrevivientes para dar lugar a la enfermedad, se han trasplantado numeros iguales de células humanas en ratones
NOD/SCID irradiados subletalmente. Este experimento determina si el tratamiento con PU-H71 para las células de
sensibilidad in vitro altas de enlace alta previene el inicio del tumor adicional. Si ese es el caso, se sugerira que el
tratamiento disminuira la probabilidad de recaida. Debido a que los xenoinjertos pueden alterar la biologia de la
muestra de leucemia, el enlace PUH71-FITC2 a las células primarias se evalud antes de la inyeccion de las células
injertadas (4 semanas después del trasplante).

Los resultados de los experimentos de xenotrasplante se representan en la Figura 17. En los experimentos usando
dos muestras de AML primarias (sensibilidad alta y sensibilidad baja, Figuras 17a), se ha encontrado que la muestra
de sensibilidad alta tiene un enlace PUH71-FITC2 superior que la muestra de sensibilidad baja en la muestra AML
de xenoinjerto (Figura 17b) y responde significativamente mejor al tratamiento con un inhibidor de HSP90 (Figura
17c). Ademas se ha encontrado que las células de la AML de sensibilidad alta a PU muestran un injerto
significativamente disminuido en trasplantes secundarios (p=0.016). Los resultados muestran que la implicacion de
HSP90 en la sobrevivencia y proliferacion de las células de leucemia de pacientes en etapas similares de la
enfermedad puede ser sustancialmente diferente. Adicionalmente, el efecto de la terapia de inhibicién de HSP90
puede predecirse a partir de usar sondas fluorescentemente etiquetadas de la presente descripcion.

5.2.1.2.2. Tumores Solidos y Liquidos

Las sondas fluorescentemente etiquetadas, etiquetadas con ANCA y biotiniladas de la presente descripcion también
tienen aplicaciones de prondstico y de diagnodstico para tumores solidos y linfomas y otros canceres asociados a
tumor liquido. Ejemplos de tales tumores son aquellos asociados con un cancer seleccionado del grupo que consiste
en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de células basales, melanoma, carcinoma
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de células renales, cancer de vejiga, cancer de préstata, un cancer de pulmén que incluye cancer de pulmon de
células pequefias y cancer de pulmén de células no pequefias, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer esofagico, cancer de estémago, cancer
de higado, cancer de la vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas incluyendo
linfomas folicular y linfoma de células B grande difuso, y canceres ginecoldgicos incluyendo cancer de ovario,
cervicales, y de endometrio, particularmente cancer de mama, cancer gastrico o cancer pancreatico. Una persona
experta en el campo reconocera que el etiquetado se puede llevar a cabo en las células tumorales que son parte de
una porcion de tejido tal como obtenido de una biopsia o extirpacion quirdrgica de un tumor. En este caso, las
células tumorales estaran rodeadas por células del estroma, tejido benigno, vasos y otras células tales como
linfocitos, macrofagos. El etiquetado también se puede llevar a cabo en las células tumorales disociadas tales como
aquellas obtenidas de tejidos que contienen tales células tumorales. El etiquetado también se puede llevar a cabo en
las células tumorales tales como aquellas obtenidas de las lineas de las células cancerosas establecidas. No
obstante, el etiquetado también se puede llevar a cabo en las células tumorales tales como aquellas obtenidas de
fluidos bioldgicos que contienen tales células tumorales incluyendo plasma y pleura. En una modalidad, el etiquetado
se puede llevar a cabo en las células tumorales y las células asociadas con el tumor y cuerpos bioldgicos tales como
aquellos encontrados en la circulacion de pacientes con cancer, células obtenidas por aspirados con aguja fina u
otros procedimientos de intervencion que dan por resultado una biomuestra que contiene células cancerosas u otros
tipos de células o formaciones biolégicas que contienen la “HSP90 oncogénica”. En todavia otra modalidad, el
etiqguetado se puede llevar a cabo en otras células asociadas con la transformacién maligna o cuerpos bioldgicos
que incorporan la HSP90 oncogénica, tales como los exomas tumorales. Por ejemplo, la Seccion 6.3.8. describe el
aislamiento del tejido para tincion de un paciente con cancer gastrico y cancer de mama después de la extirpacion
quirdrgica y la Seccién 5.2.1.2.4. describe el aislamiento de las células tumorales circulantes de un paciente con
cancer.

Experimentos en las lineas de células cancerosas pancreatico y de mama indican que los analisis realizados en los
tumores de sangre también son validos en los tumores sélidos y linfomas. Los inhibidores de HSP90 permeables a
las células etiquetados, pueden, por lo tanto, detectar y cuantificar la “HSP90 oncogénica” presente en las células de
tumores solidos o células de linfoma. Por otra parte, los inhibidores se pueden usar para predecir la sensibilidad de
tumores sélidos o liquidos a la terapia de inhibicion de HSP90. Una persona experta en el campo reconocera que los
tumores liquidos se asocian pero no se limitan a leucemias, linfomas, mielomas y neoplasias mieloproliferativas. Tal
persona también reconocera que ciertos tumores liquidos también pueden formar tumores soélidos, y que ademas de
la sangre, las células cancerosas asociadas con estas enfermedades pueden propagarse a los ganglios linfaticos,
vaso, higado, medula 6sea y otros sitios.

En un ejemplo, un panel de células cancerosas pancreatico y de mama se sometieron a prueba para verificar (1) la
sensibilidad a varios inhibidores de HSP90 distintos tales como PU-H71, SNX-2112 y NVP-AUY922 (véase la Figura
2); (2) ligacion al PU-H71-FITC2; y (3) expresion del HSP9O0 total en estas células tumorales. La Figura 18 muestra
una correlacion significativa entre la ligacion y sensibilidad del PU-H71-FITC2 de estas células a PU-H71, SNX-2112
y NVP-AUY922 (r* = 0.59, 0.62 y 0.61, respectivamente de la Figura 18A). En contraste no se determind una
correlacion significativa entre la sensibilidad a los inhibidores de HSP90 y la expresion de la HSP90 tumoral total en
estas células (Figura 18C). Similarmente, no se pudo establecer una correlacion significativa entre la expresion de
“HSP90 oncogénica” como es determinado por PU-FITC y la expresion de la HSP90 tumoral total en estas células
(Figura 18B). Las células de leucemia HL-60 son resistentes al PU-H71 y otros inhibidores de HSP90 y muestran
una ligacion de baja a nula a PU-FITC. De esta manera, los inventores justificaron que el uso de la ligacion relativa
de un inhibidor de HSP90 etiquetado (por ejemplo, PU-H71-FITC2) en las células cancerosas en comparacion con el
HL-60 también se puede usar como un valor normalizado para comparar la ligacién de PU-FITC a través de las
muestras y experimentos (Figura 18D). La Figura 18 muestra tal analisis usando la relacién del PUH71 etiquetado
(por ejemplo, PU-H71-FITC2) que se liga a la célula cancerosa respectiva y al HL60 en varias células cancerosas
pancreatico y de mama. Colectivamente, estos datos indican que: (1) el PU-FITC es una herramienta apropiada para
medir la abundancia de la “HSP90 oncogénica”; (2) la medicion de la abundancia de la “HSP90 oncogénica” predice
la sensibilidad a HSP90i; y (3) la abundancia de la HSP90 tumoral total no es predictiva de la respuesta a los
inhibidores de HSP90 ni se correlaciona con la abundancia de la “HSP90 oncogénica” como es medido por PU-H71
etiquetado.

Los inhibidores de HSP9O0 etiquetados de la presente descripciéon se pueden usar para determinar si un paciente se
beneficiara de la terapia de inhibicion de HSP90. En una modalidad, la ligacién del inhibidor de HSP90 etiquetado a
las células tumorales del paciente se puede comparar con la ligacion a las células de control. La ligacion
incrementada relativa con el control indica que el paciente sera apto para la terapia de inhibicion de HSP90. Como
se muestra en la Figura 19, se pueden diferenciar las células que responden (>50% de viabilidad reducida) de las
que no responden (<50% de viabilidad reducida) por una relacion de PU-H71-FITC2 que se liga a las células
tumorales y a las células HL60 de referencia de aproximadamente 2.7 a aproximadamente 5.87 o superior para
células que responden comparadas con aproximadamente 1.23 o aproximadamente 2.07 o inferior para las células
que no responden. Se entendera que estas relaciones para determinar la respuesta al inhibidor de HSP90
dependera del caracter del inhibidor de HSP90 etiquetado y la muestra de referencia (es decir, células HL60,
leucocitos normales, células CD45+CD14, o linfocitos normales en la sangre) y/o derivado de control (es decir
PUFITC9 o FITC-TEG usados para explicar la ligacion no especifica/de fondo) usado en el ensayo.
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Una descripcion mas detallada de la invencién en el etiquetado de la HSP90 oncogénica en las células tumorales
circulantes se proporciona en la seccion 5.2.1.2.4. La Figura 20 muestra el uso de PUFITC9 como un derivado de
PU disefiado para tener una ligacion de baja a nula a la HSP90 oncogénica, y de esta manera explicar la ligacién no
especifica/de fondo. También muestra el uso de leucocitos del paciente (células CD45+CD14-) como una célula de
referencia (células con HSP90 oncogénica de baja a nula).

Los experimentos en las células de linfoma de células B grande difuso (DLBCL) también indican que la sensibilidad
de estas células a los inhibidores de HSP90 se correlaciona con su captacion del PU-H71 etiquetado pero no con la
expresion del HSP90 tumoral total en la célula (Figura 21). Especificamente, OCI-Ly7 y OCI-Ly1 son dos células de
DLBCL altamente sensibles a la inhibicion de HSP90 (Cerchietti y colaboradores Nature Medicine 2009). Ambos son
ligadores de PU-H71 avidos. Los inventores trataron estas células durante un periodo de tiempo prolongado con
concentraciones subterapéuticas de inhibidores de HSP90 y fueron capaces de seleccionar los clones que
mostraron una sensibilidad 5 a 10 veces menor que las células precursoras a varios inhibidores de HSP90
sometidos a prueba, tales como PU-H71, PU-DZ13 y 177DMAG (Figura 8). La Figura 21 muestra que, mientras que
estos clones expresan niveles de HSP90 tumoral total similares a las células Ly1 precursoras, tienen menores
niveles de “HSP90 oncogénica” segun es medido por la captacién de PU-H71 etiquetado. El experimento de ligacion
se lleva a cabo en presencia y ausencia de PSC833 (2.5 uM), un inhibidor de P-gP, para demostrar que la captacion
diferencial fue un resultado de distintos niveles de “HSP90 oncogénica” y no una medida indirecta del flujo de salida
mediado por la bomba de farmacos.

5.2.1.2.2.1. Adenocarcinoma ductal pancreatico (ejemplo comparativo)

El adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) es la cuarta causa mas comun de mortalidad relacionada con cancer
en los Estados Unidos. La tasa de supervivencia de cinco afios es la mas baja entre todos los canceres, con
estimaciones que varian de 0.4 a 4 porciento. En el 2009, se estima que se diagnosticaron 42.470 nuevos casos de
PDAC, y se estima que murieron 35.240 pacientes como resultado de su enfermedad. Debido a la agresividad de
este cancer, la incapacidad para diagnosticarlo temprano, y la falta actual de terapias que alteran el resultado, las
tasas de mortalidad del PDAC reflejan estrechamente las tasas de incidencia. El Unico tratamiento potencialmente
curativo para el PDAC es la extirpacion quirurgica. Debido a que la enfermedad esta generalmente avanzada cuando
se presenta, solamente del 10 al 20 por ciento de los pacientes son elegibles para la extirpacion curativa. En estos
pacientes quienes se someten a una pancreaticoduodenoctomia, la supervivencia de cinco afios sigue siendo
deprimente, aproximadamente del 20%. El desarrollo de agentes quimioterapéuticos efectivos para tratar el PDAC
ha sido enormemente dificil. Los agentes citotoxicos tradicionales son en gran medida ineficaces en el control del
crecimiento tumoral, en mejorar la calidad de vida y en prolongar la supervivencia del paciente.

Para tolerar la carga compleja de vias y moléculas aberrantes, los PDACs son dependientes para la supervivencia
de las chaperonas moleculares. La chaperona principal, la proteina 90 de choque térmico (HSP90), ayuda e induce a
las oncoproteinas a impulsar los procesos malignos en el PDAC, tal como proliferacion, supervivencia y metastasis,
y permite el desarrollo de un fenotipo canceroso. Ademas, la HSP90 ayuda a las células cancerosas a formar
resistencia a otras terapias al incrementar el umbral apoptético. Estas funciones biolégicas exhaustivas proponen
una funcién importante para la terapia dirigida anti-HSP90 en el PDAC. En consecuencia, estos tumores son
candidatos apropiados para el tratamiento con inhibidores de una de las principales chaperonas de cancer, HSP90.

La identificacion de la abundancia de especies de HSP90 tumorales requeridas para la supervivencia del cancer
pancreatico por medio de inhibidores de HSP90, tal como PU-H71 que se liga de manera preferente a las especies
de HSP90 oncogénicas, servira como un biomarcador especifico de tumor para la selecciéon de pacientes que se
beneficiaran probablemente de la terapia de HSP90 y para personalizar la orientacion terapéutica de los tumores.

De hecho, la sensibilidad de las lineas de células pancreaticas a los inhibidores de HSP90 se correlaciona con la
abundancia de especies de HSP90 tumorales, como es medido por la captacion celular de PU-H71 etiquetado con
fluoresceina (PU-H71-FITC2) (Figura 22). Las células que toman la cantidad mas alta de PU-H71-FITC2 también
son aquellas mas sensibles a los inhibidores de HSP90.

Al igual que con los estudios con canceres de sangre (Seccion 5.2.1.2.1.), mientras es mas alta la ligacion relativa
del inhibidor de HSP90 etiquetado (por ejemplo PU-H71-FITC2) en las células cancerosas pancreatico en
comparacion con las células derivadas de referencia o de referencia (por ejemplo, células HL60 o normales), sera
mas susceptible al tumor pancreatico o las células tumorales a la terapia del inhibidor de HSP90 (Figura 19). En
algunas modalidades, una relacion de ligacion de células tumorales respecto a células de referencia de
aproximadamente 2 o mayor indica que un paciente con cancer pancreatico sera susceptible a la terapia de
inhibiciéon de HSP90. En otras modalidades, una relacion de ligacién de tumor de cancer pancreatico o células
tumorales respecto a las células de referencia de 2.5 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a
la terapia de inhibicién de HSP90. En otras modalidades, una relacion de ligacion del tumor de cancer pancreatico o
células tumorales respecto a las células de referencia de 3 o mayor indica que un paciente con cancer sera
susceptible a la terapia de inhibicién de HSP90.

5.2.1.2.3. Células Madre Cancerosas (ejemplo comparativo)
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La presente descripcion proporciona métodos para determinar la cantidad de “HSP90 oncogénica” en células madre
cancerosas (CSCs) respecto a las células normales (por ejemplo, linfocitos) y determinar en consecuencia si las
CSCs responden a la terapia del inhibidor de HSP90. La evidencia reciente sugiere que las células madre
cancerosas (CSCs) son capaces de originar y mantener la enfermedad para un diverso tipo de canceres. Por otra
parte, se ha mostrado que estas células son resistentes a los agentes quimioterapéuticos comunes y de esta manera
es mas probable que den por resultado una recaida de la enfermedad o metastasis. Por lo tanto, es critico identificar
las terapias que puedan eliminar las CSCs a fin de obtener mejores resultados terapéuticos. Las proteinas de choque
térmico (HSPs) desempefian una funcion de vigilancia importante en la sintesis, mantenimiento y degradacion de las
proteinas. En la Figura 23, los inventores proporcionan datos en células madre de leucemia mieloide aguda (AML)
que muestran que las poblaciones de CSC son sensibles a la inhibicion de HSP90 y que la sensibilidad se
correlaciona con la abundancia de las especies de HSP90 tumoral oncogénica, como es reconocido por un PU-H71
etiquetado.

La Figura 23A muestra la relacion de ligacion de PU-FITC a células madre de leucemia (LSCs, CD34+CD38-
CD45dim) y a linfocitos. Las muestras de AML primarias se incubaron con PU-H71-FITC2 1uM a 37°C durante 4 h.
Las células se tifieron con CD34, CD38, CD45 y 7-AAD seguido por el analisis de citometria de flujo. La Figura 23B
muestra el porcentaje de viabilidad de las LSCs en relacion con el control no tratado de estas muestras de AML
primarias después de 48 horas de tratamiento con PU-H71 1uM. Las células se tifieron con CD45, CD34 y CD38
antes de la tincion con Anexina V' y 7-AAD. La viabilidad en las LSCs se midi6é por citometria de flujo y se determiné
como el porcentaje de Anexina V/7-AAD de la acumulacién CD45dim CD34+CD38. Notablemente, las células con la
mayor ligacion a PU-H71-FITC2 fueron mas susceptibles al tratamiento con el inhibidor de HSP90.

Al igual que con los estudios con los canceres de sangre (Seccidon 5.2.1.2.1.), mientras mas alta es la ligacion
relativa del inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado (por ejemplo PU-H71-FITC2) en las CSCs comparado
con las células normales (por ejemplo, linfocitos) dentro del mismo paciente, mas susceptibles seran las CSCs a la
terapia de inhibidor de HSP90. En algunas modalidades, una relacion de CSCs de ligacion a linfocitos normales de
1.5 o mayor indica que un paciente con cancer sera susceptible a la terapia de inhibicion de HSP90. En otras
modalidades, una relacion de CSCs de ligacion a linfocitos normales de 2 o mayor indica que un paciente con cancer
sera susceptible a la terapia de inhibicion de HSP90.

5.2.1.2.4. Células Tumorales Circulantes (ejemplo comparativo)

Las células tumorales circulantes (CTCs) son células que se han separado de un tumor primario y circulan en la
corriente sanguinea. Las CTCs pueden constituir semillas para el crecimiento subsecuente de tumores adicionales
(metastasis) en diferentes tejidos. La Figura 20 muestra el etiquetado de las CTCs aisladas de un paciente con
cancer de mama HER2+ metastasico. Las células tumorales aisladas del plasma se ligan alrededor de 84 veces mas
de PUFITC que los leucocitos (células CD45+CD14) también aisladas del plasma, indicando que estas células
tumorales tienen altos niveles de la HSP90 oncogénica y que la terapia con un inhibidor de un HSP90 seria efectiva
en exterminarlas. De hecho, veinticuatro horas después de que este paciente recibié una dosis de 20mg/m2 de PU-
H71, se midié una caida de 6 veces en el numero de CTCs en la sangre.

5.2.2. Sondas Radioetiquetadas para Detectar HSP90 Oncogénica (ejemplo comparativo)

La descripcion proporciona el uso de sondas radioetiquetadas que son capaces de detectar la HSP90 oncogénica en
células cancerosas. La Seccién 5.2.2.1 describe los diversos tipos de sondas que se usan de acuerdo con la
presente descripcion. La Seccion 5.2.2.2 describe el uso de tales sondas en los ensayos de prondstico y de
diagndstico.

5.2.2.1. Sondas Radioetiquetadas

Los inhibidores de HSP90 que se pueden etiquetar sin cambiar el perfil de afinidad, selectividad o biodistribucién del
inhibidor son las sondas ideales para propdsitos de prondstico y/o de diagndstico. En una modalidad, la sonda es
una version radioetiquetada con yodo 124 de inhibidor de HSP90. En otra modalidad, la sonda es una version
radioetiquetada con yodo 131 del inhibidor de HSP90. En otra modalidad, la sonda es una version radioetiquetada
con yodo 123 del inhibidor de HSP90. En otra modalidad, la sonda es una version radioetiquetada con yodo 125 del
inhibidor de HSP90.

En una modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente férmula:

NH, Xy NH Xo
Z 43
| =Y | Y Xa

’

R Xb R Xb—X
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(IA) (1B)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

(@)
(b)
(c)

(d)
(e)
(f)

cada uno de Zi, Z, y Z3 es independientemente CH o N;
YesCH, O,0S;

Xa, Xb, Xc y Xd son independientemente seleccionados de CH, CH,, O, N, NH, S, carbonilo,
fluorometileno, y difluorometileno seleccionado con el fin de satisfacer la valencia, en donde cada
enlace a un grupo X es ya sea un enlace sencillo o un enlace doble;

123, 124) 125
[P P |

X2 es , o™

)

X4 es hidrégeno o halégeno; y

R es alquilo sustituido o no sustituido ramificado o de cadena recta, alquenilo sustituido o no sustituido
ramificado o de cadena recta, alquinilo sustituido o no sustituido ramificado o de cadena recta, o
cicloalquilo sustituido o no sustituido, en donde el grupo R esta opcionalmente interrumpido por

-S(O)N(Ra)-, -NRaS(O)-, -SO2N(Ra)-, -NRaSO2-, -C(O)N(Ra)-, 0 -NRaC(O)-, y/o el grupo R esta
opcionalmente terminado por -S(O)NRaRg, -NRAS(O)Rg, -SO2NRaRg, -NRaASO2Rg, -C(O)NRaRg, 0 -
NRAC(O)Rg, en donde cada Ra y Rg esta independientemente seleccionado de hidrégeno, alquilo C+-
Cs, alquenilo C»-Cs, alquinilo C,-Cs, cicloalquilo, heteroalquilo, heterocicloalquilo, arilo, heteroarilo,
alquilarilo, arilalquilo, alquilheteroarilo, heteroarilalquilo, y alquilheteroarilalquilo.

En otra modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:

’

Xb R Xb—X

NH, Xo NH > Xo
Z X243
Z1 \ \ Zﬁ \
)I\):[ Y xa M 2 N)_ Y X\?(
X "z, N X4 c
R

(1A) (1B)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

(@)
(b)
(c)

(d)
(e)
(f)

cada uno de Zi, Z> y Z3 es independientemente CH o N;
YesCH, O,0S;

Xa, Xb, Xc y Xd son independientemente seleccionados de CH, CH,, O, N, NH, S, carbonilo,
fluorometileno, y difluorometileno seleccionado con el fin de satisfacer la valencia, en donde cada
enlace para un grupo X es ya sea un enlace sencillo o un enlace doble;

123, 124, 125 131
Xoes I, 77l “Plo U,

X4 es hidrégeno o halégeno; y

R es -(CH2)m-N-R1oR11R12 0 -(CH2)n-N-R1oR11, donde m es 2 o 3 y donde Ri-Riz son
independientemente seleccionados de hidrégeno, metilo, etilo, etenilo, etinilo, propilo, hidroxialquilo,
isopropilo, t-butilo, isobutilo, ciclopentilo, un anillo de 3 miembros incluyendo el nitrégeno o un anillo de
6 miembros incluyendo el N y opcionalmente un heteroatomo adicional con sustituyentes para
satisfacer la valencia, con la condiciéon de que cuando todos de R1o-R12 estan presentes el compuesto
comprende ademas un ién contador farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:

NH» X,
N \ N\
Y
X4)|\)N:[ N\R>i ‘QO\)O
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

Y

X4
X2

esCH,0S;

es H o halégeno

123| 124| 125|

es , , o™

es -(CHz)m-N-RigR11R12 0 -(CH2)m-N-R1oR11, donde m es 2 o 3 y donde Rj-Riz son
independientemente seleccionados de hidrégeno, metilo, etilo, etenilo, etinilo, propilo, hidroxialquilo,
isopropilo, t-butilo, isobutilo, ciclopentilo, un anillo de 3 miembros incluyendo el nitrégeno o un anillo de
6 miembros incluyendo el N y opcionalmente un heteroatomo adicional con sustituyentes para
satisfacer la valencia, con la condicién de que cuando todos de Rio-Ri2 se presentan el compuesto
ademas comprende un ién contador farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:

NH, %,
N N\
Y
X4)|\)N:[N\>i ‘Qo\)o
R
(1)

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

Y
Xa

esCH,0S;

es H o halégeno;

es 123|’ 124|’ 125| o 131|; y

es isopropilamida del acido 2-etanosulfénico, etilamida del acido 2-etanosulfénico, metilamida del acido
2-etanosulfénico, amida del acido 2-etanosulfénico, t-butilamida del &acido 2-etanosulfonico,
isobutilamida del acido 2-etanosulfénico, ciclopropilamida del acido 2-etanosulfénico, 2-etilamida del
acido isopropanosulfonico, 2-etilamida del acido etanosulfénico, N-2 etil metanosulfonamida, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 2-etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfinico, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 2-etilamida del acido ciclopropanosulfénico,
isopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, etilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, metilamida del
acido 3-propan-1-sulfénico, amida del acido 3-propan-1-sulfénico, t-butilamida del acido 3-propan-1-
sulfénico, isobutilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, ciclopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico,
3-propilamida del acido propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido etanosulfénico, metanosulfonamida
de N-3-propilo, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido 2-metil-
propan-2-sulfinico, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 3-propilamida del acido
ciclopropanosulfénico, propionamida del 3-N-isopropilo, propionamida de 3-N-etilo, propionamida del 3-
N-metilo, 3-propionamida, propionamida de 3-N-t-butilo, propionamida de 3-N-isobutilo, propionamida
de 3-N-ciclopropilo, isobutiramida de N-2-etilo, propionamida de N-2-etilo, acetamida de N-2-etilo,
formamida de N-2-etilo, 2,2-dimetil-propionamida de N-2-etilo, 3-metilbutiramida de N-2-etilo, o 2-etil-
amida del acido ciclopropan carboxilico.

En otra modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:
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o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

uno de Xay Xb es Oy el otro es CHy;

YesCH;0S;

X4 es hidrogeno o halégeno; y

Xz es

R

123) 124y 125, _ 131,
1,7, |

o

es isopropilamida del acido 2-etanosulfénico, etilamida del acido 2-etanosulfénico, metilamida del acido
2-etanosulfénico, amida del acido 2-etanosulfénico, t-butilamida del &acido 2-etanosulfénico,
isobutilamida del acido 2-etanosulfénico, ciclopropilamida del acido 2-etanosulfénico, 2-etilamida del
acido isopropanosulfénico, 2-etilamida del acido etanosulfénico, metanosulfonamida de N-2 etilo, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 2-etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfinico, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 2-etilamida del acido ciclopropanosulfénico,
isopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, etilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, metilamida del
acido 3-propan-1-sulfénico, amida del acido 3-propan-1-sulfénico, t-butilamida del acido 3-propan-1-
sulfénico, isobutilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, ciclopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico,
3-propilamida del acido propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido etanosulfénico, metanosulfonamida
de N-3-propilo, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido 2-metil-
propan-2-sulfinico, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 3-propilamida del acido
ciclopropanosulfénico, propionamida de 3-N-isopropilo, propionamida de 3-N-etilo, propionamida de 3-
N-metilo, 3-propionamida, propionamida de 3-N-t-butilo, propionamida de 3-N-isobutilo, propionamida
de 3-N-ciclopropilo, isobutiramida de N-2-etilo, propionamida de N-2-etilo, acetamida de N-2-etilo,
formamida de N-2-etilo, 2,2-dimetil-propionamida de N-2-etilo, 3-metilbutiramida de N-2-etilo, o 2-etil-
amida del acido ciclopropanocarboxilico.

En otra modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:

NH» X,
N X N\:
)|\ & ' ‘)ia
X4 N N\ Xb,/’ ‘XC
R

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

Xa-Xc-Xb es CH,-CH»-CH,, CH=CH-CH,, o CH,-CH=CH;

Y
X2

esCH,0S;

es 123|’ 124|’ 125| o 131|; y

es isopropilamida del acido 2-etanosulfénico, etilamida del acido 2-etanosulfénico, metilamida del acido
2-etanosulfonico, amida del acido 2-etanosulfénico, t-butilamida del acido 2-etanosulfénico,
isobutilamida del acido 2-etanosulfénico, ciclopropilamida del acido 2-etanosulfénico, 2-etilamida del
acido isopropanosulfénico, 2-etilamida del acido etanosulfénico, metanosulfonamida de N-2 etilo, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 2-etilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfinico, 2-
etilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 2-etilamida del acido ciclopropanosulfénico,
isopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, etilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, metilamida del
acido 3-propan-1-sulfénico, amida del acido 3-propan-1-sulfénico, t-butilamida del acido 3-propan-1-
sulfénico, isobutilamida del acido 3-propan-1-sulfénico, ciclopropilamida del acido 3-propan-1-sulfénico,
3-propilamida del acido propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido etanosulfénico, metanosulfonamida
de N-3-propilo, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-2-sulfénico, 3-propilamida del acido 2-metil-
propan-2-sulfinico, 3-propilamida del acido 2-metil-propan-1-sulfénico, 3-propilamida del acido
ciclopropanosulfénico, propionamida de 3-N-isopropilo, propionamida de 3-N-etilo, propionamida de 3-
N-metilo, 3-propionamida, propionamida de 3-N-t-butilo, propionamida de 3-N-isobutilo, propionamida
de 3-N-ciclopropilo, isobutiramida de N-2-etilo, propionamida de N-2-etilo, acetamida de N-2-etilo,
formamida de N-2-etilo, 2,2-dimetil-propionamida de N-2-etilo, 3-metilbutiramida de N-2-etilo, o 2-etil-
amida del acido ciclopropano carboxilico.

En otra modalidad, la sonda radioetiquetada es un compuesto de la siguiente formula:
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NH, %
N
Z =N \5
X4 N
\R

o —(CHoh

o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, en donde:

X3

10

n

es CHy, CF,, S, SO, SO,, O, NH, o NRZ, en donde R? es alquilo;

123y 124, 125 131
es I, 7l, “"lo ";

es hidrégeno o halégeno;
es O, o CHa.

es 3-isopropilaminopropilo, 3-(isopropil(metil)amino)propilo, 3-(isopropil(etil)amino)propilo,  3-((2-
hidroxietil)(isopropil)amino)propilo,  3-(metil(prop-2-inil)amino)propilo,  3-(alil(metil)amino)propilo, 3-
(etil(metil)amino)propilo, 3-(ciclopropil(propil)amino)propilo, 3-(ciclohexil(2-hidroxietil)amino)propilo, 3-
(2-metilaziridin-1-il)propilo, 3-(piperidin-1-il)propilo, 3-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)propilo, 3-
morfolinopropilo,  3-(trimetilamonio)propilo,  2-(isopropilamino)etilo, ~ 2-(isobutilamino)etilo,  2-
(neopentilamino)etilo, 2-(ciclopropilmetilamino)etilo, 2-(etil(metil)amino)etilo, 2-
(isobutil(metil)amino)etilo, o 2-(metil(prop-2-inil)amino)etilo; y

es102.

15 En otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene las siguientes formulas:
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NH NH
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NH, 124 O NH, o NH, ™24 O, NH ™ o
N);[N&sj@o] Nk);[Nysmoj hiij:%sj@o] Nﬁ;[:ysi@o]

§NH §NH NH NH
= ~ = X

HO HO
En otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene la siguientes formulas:

NH2 124| NH2 131| ) 124| NH2 131|

o} o} NH o} o}

NN O>N\N O>N\N O>N\N )

)l\/ |('|; )l\/ |('|; )l\/ |(-|; )l\/ c ©
F" N" N 2 F" N °N 2 F" N °N 2 FONTN e

)\2/\/\
I

)\2/\/\
I

/kz/\/\
I

/kz/\/\
I

NH, 124 NH, 131 NH, 124 NH, 131)
S e 3 S
F N/ Ha o F N/ H> (@) F N/ Hy (0] F N/ Ha (@)

NH, ' 0 NH, ™1
NN PRI >
oL g AL g
F N 2 F 2
N N
= =
HO HO

Todavia en otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene las siguientes
5 férmulas:
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NH, 24 NH, NH, NH, ™3
N N N
Ly G D D
SO 0 0 e
F7ON §N 2 F N ? 2 F7ON >N H, F N >N H,
4<\JH 4<\JH NH \NH
NH, 124 NH, 131) NH, 124) NH; 3
N
X N N
e D 1 O 1 O e
F N 2 ¢ F N/ N Hz (0] F N/ Ha O F N/ H, (e}

HO HO

Todavia en otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene las siguientes
férmulas:

iﬁg”lm g@ﬂ Ty 0 oy Ree

NH, 124 NH, 131 NH, 124 NH, 131)
N o o o] o
N N N N
S e Valss el
FOONT TN 2 O~ p NN M o~ NN e o~ F N Ha o
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124| 131|

KIJ KIJ

N N
oi oi
HO HO

Todavia en otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene las siguientes
férmulas:

131|

SO Nﬁ:;;ﬁl? ; »Kﬁ @»Kﬁ
?

?NH :
~ ~ ~

124|

P

T
/%Z/\/\

I

Z >N o Z N o
NH NH
N N
= =
HO HO
NHy 24 NH, 1 NHy 24 NHy 31
N N N
OO O o R oy
/§N /§N Pz N
NH NH \§NH \§NH
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Todavia en otra modalidad, la sonda radioetiquetada se selecciona de un compuesto que tiene las siguientes
férmulas:

H,N_ O H,N. O HoN, O
H
H H 124 N
124|/©/ 131|/©/ H;CO :
N
N. N. .
N N N
/ / X( ‘S/_(
CF; CF; CFs
5 o)

HN_ O H,N_ O H,N_ O
H H H
131'@'\1 H3CO: : N HsCO N
H;CO 124 131 |:::
N, N. N
N N N
/ / /
CFs CFs CFs
o o] o

Los métodos para sintetizar los radiotrazadores en las modalidades de arriba pueden encontrarse por ejemplo en la
Patente de E.U.A. No. 7.834.181, WO 2011/044394, WO 2008/005937 y Solicitud de PCT PCT/US2012/032371.

Los ejemplos especificos de sondas radioetiquetadas se describen en las Secciones 5.2.2.2.1.y 5.2.2.2.2.
5.2.2.2. Utilizacion de Sondas Radioetiquetadas en el Tratamiento del Cancer

Para medir no invasivamente la expresion de las especies de HSP90 tumoral (“HSP90 oncogénica”), determinar la
dependencia del tumor de HSP90 y evaluar la inhibicién objetivo, se usa un ensayo de tomografia de emisiéon de
positrones (PET), que se basa en los inhibidores especificos de HSP90 que se ligan selectivamente a la “HSP90
oncogénica” en las células cancerosas. Por una variedad de razones de peso, la tomografia de emisién de
positrones (PET) es bien adecuada para medir la farmacocinética y retencién del farmaco en el tumor en los
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pacientes individuales 1013 | a PET es un método cuantitativo con mayor resolucion y sensibilidad en comparacion

con otras formas de diagndstico por imagenes nuclear. Permite la formacion de imagenes tridimensionales no
invasiva produciendo estimaciones confiables de concentraciones de tejido (por ejemplo uCi o porcentaje de la dosis
inyectada por gramo (%ID)) de un comPuesto radioetiquetado administrado en tumores y 6rganos normales, sin
considerar su profundidad en el cuerpo 10118 | a PET puede por lo tanto proporcionar captacion, concentracion y
eliminacion del tumor espacial y temporalmente resuelta, asi como distribucion del trazador en todo el cuerpo.
Puesto que la PET no proporciona necesariamente informacion anatémica detalla, el ensayo de PET se combina
frecuentemente con una exploracion CAT. La exploracion CAT proporciona una vista exhaustiva de la anatomia
estructural del cuerpo. Las imagenes de la exploracion PET se puede superponer sobre la exploracion CAT para
determinar exactamente dénde va en el cuerpo el inhibidor radioetiquetado. El uso combinado de la exploraciéon PET
y exploracion CAT se referira en la presente como PET/CT.

Los métodos de deteccion y cuantificacion diferentes a la PET también se pueden usar. En una modalidad, los
trazadores de informacion de imagenes SPECT (Tomografia Computarizada de Emision de Fotones Individuales), tal
como yodo 131, yodo 123 y yodo 125 se pueden usar. En modalidades particulares, *'I-PU-H71, "?I-PU-H71 o '®I-
PU-H7 se pueden usar como inhibidores radioetiquetados para la formacion de imagenes SPECT.

Los métodos de la presente descripcion son aplicables a cualquier tumor que puede detectarse mediante diagndstico
por imagenes con la aplicabilidad mas clara para tumores solidos y liquidos o linfomas. Ejemplos de tales tumores
son aquellos asociados con un cancer seleccionado del grupo que consiste en cancer colorrectal, cancer
pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de células basales, melanoma, carcinoma de células renales, cancer de
vejiga, cancer de préstata, un cancer de pulmoén que incluye cancer de pulmén de células pequefias y cancer de
pulmén de células no pequefas, cancer de mama, neuroblastoma, canceres gastrointestinales incluyendo tumores
estromales gastrointestinales, cancer de eso6fago, cancer de estébmago, cancer de higado, cancer de la vesicula
biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas incluyendo linfoma folicular y linfoma de células
B grande difuso, leucemia, linfomas, mieloma multiple, neoplasias mieloproliferativas y canceres ginecoldgicos
incluyendo canceres de ovario, cervicales y de endometrio, particularmente cancer de mama, cancer gastrico o
cancer pancreatico. Como se plantea a continuacion los inventores muestran que la captacion y exposicion de
tumores al inhibidor de HSP90 radioetiquetado (por ejemplo, 124I-PU-H71) varia en una manera que es predictiva de
la respuesta a la terapia de HSP90 y distinguira a los pacientes que tengan probablemente ya sea una respuesta
terapéutica favorable o desfavorable a PU-H71 u oftras terapias de HSP90. Especificamente, los tumores que
muestran una captacion minima y/o eliminacion rapida del inhibidor de HSP9O0 radioetiquetado (por ejemplo, 24_pU-
H71) puede ser inaccesible o resistente al PU-H71 o a otros inhibidores de HSP90. Como alternativa, tales tumores
pueden no depender de la HSP90 para sobrevivir (es decir, baja abundancia de “HSP90 oncogénica”), haciendo la
terapia de HSP90 inapropiada. A la inversa los tumores con altas captaciones y retencion prolongada del inhibidor
de HSP9O0 radioetiquetado (por ejemplo, que corresponde a las relaciones altas de tumor a sangre en los puntos de
tiempo posteriores 0 AUC de tumor alta para el intervalo de 0 a 24 o 48h o mas alla) se predecira que seran mas
sensibles a la orientacion por parte de los inhibidores de HSP90. La seleccion de pacientes se puede guiar
adicionalmente si las dosis terapéuticas y los programas requeridos para lograr las concentraciones efectivas del
tumor, como es predicho por la PET, darian por resultado toxicidades prohibitivas (por ejemplo, la dosis efectiva es
mas alta que la dosis tolerada maxima (MTD) o si 15 al 100% de la “HSP90 oncogénica” es ocupada solamente por
dosis mayores que la MTD.

La abundancia del complejo oncogénico de HSP90 (es decir, “HSP90 oncogénica”) como es medido por la captacion
del inhibidor radioetiquetado, es un reflejo de la sensibilidad del tumor a la inhibiciéon de la HSP90. De esta manera,
de acuerdo con un aspecto de la presente descripcion, la abundancia de “HSP90 oncogénica” en los tumores se usa
como un biomarcador de respuesta a la inhibicion de HSP90. Como se plantea en lo anterior, la PET permite
estimaciones confiables, no invasivas de las concentraciones de tejido del compuesto radioetiquetado en tumores y
6rganos normales. El [124I]-PU-H71 y otros inhibidores de HSP90 que se ligan de manera preferente a las especies
de HSP90 oncogénicas de esta manera se pueden usar para medir su captacion del tumor no invasivamente, una
caracteristica que permite, similarmente al uso descrito en lo anterior de PU-H71 fluorescentemente etiquetado, la
cuantificacion del “complejo oncogénico de HSP90”. De esta manera, la captacion del tumor alta del inhibidor
radioetiquetado identificara a pacientes con tumores que es mas probable que respondan a los inhibidores de
HSP90. La acumulacioén de trazadores de PU-H71 en los tumores se cuantifica de la formacion de imagenes de PET
usando técnicas conocidas por las personas expertas en el campo. La acumulacién del tumor del trazador de PU-
H71 se puede cuantificar del analisis de las concentraciones de trazadores de tumor en un punto de tiempo
individual o multiples puntos de tiempo. La concentracion de trazadores se refiere a la cantidad de trazador presente
en un volumen particular del tejido. Existen varias formas matematicas para la expresion de concentracion de
trazadores ampliamente conocida en el estado de la técnica como es conocido por las personas expertas en el
campo. La cantidad del trazador y/o volumen del tejido se pueden expresar cada uno como una expresion de un
valor de referencia. Por ejemplo, el valor de captacion cominmente usado estandarizado, SUV, expresa la cantidad
del trazador como una fraccion de la dosis de trazador total administrada al paciente; y expresa el volumen del tejido
como una fraccion de un valor de referencia corporal (por ejemplo, masa corporal o area superficial corporal).

En la presente descripcion, los inventores muestran que los pacientes con cancer muestran “avidez” variable
(captacion y retencion) para inhibidores radioetiquetados que se ligan selectivamente a la “HSP90 oncogénica”. Los
pacientes con cancer con tipos y etapas similares de cancer pueden tener captaciones sustancialmente diferentes
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del inhibidor radioetiquetado, lo cual indica diferentes niveles de implicacion de la HSP90 en la supervivencia y
proliferacion de las células cancerosas. Como un ejemplo, doce pacientes con cancer de mama se evaluaron por su
captacion de [124I]-PU-H7‘I después de 24 horas. Los resultados de estos estudios se representan en la Figura 24.
Cada barra en la grafica indica el valor de captacion estandarizado maximo (SUVmax) de ['?*1]-PU-H71, como se
determina a través de la PET. El SUVnaxvaria significativamente de paciente a paciente, lo cual indica las diferencias
en la cantidad de “HSP90 oncogénica” en los tumores del paciente. Los pacientes con mayores valores de SUVax
es mas probable que respondan a la terapia de inhibicion de HSP90. Por ejemplo, los pacientes con un SUVmax de
[124I]-PU-H7‘I de aproximadamente 0.25 o mayor cuando se mide 24 horas después de la administracion del
radiotrazador son candidatos potenciales para la terapia de inhibicion de HSP90. Los pacientes con un SUVnax de
[124I]-PU-H7‘I de aproximadamente 0.75 o mayor cuando se mide 24 horas después de la administracion del
compuesto son fuertes candidatos para la terapia de inhibicién de HSP90. Los pacientes con un SUVnaxde [124I]-PU-
H71 de aproximadamente 1.5 o mayor cuando se mide 24 horas después de la administracion del compuesto son
candidatos muy fuertes para la terapia de inhibicion de HSP90.

Basado en los descubrimientos de los inventores de que los pacientes con cancer muestran avidez variable para
inhibidores de HSP90 particulares (es decir, aquellos que se ligan de manera preferente a la “HSP90 oncogénica”),
los inhibidores de HSP90 radioetiquetados se pueden usar para distinguir a los pacientes que probablemente
responderan a la terapia de inhibicién de HSP90 de pacientes que probablemente no responderan. Por consiguiente,
la presente descripcién proporciona un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la terapia
con un inhibidor de HSP90 que comprende poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor
con un inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado que se liga de manera preferente a una forma especifica del
tumor de la HSP9O0 presente en un tumor o células tumorales, medir la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado
ligado al tumor o las células tumorales en la muestra, y comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado
ligado al tumor o a las células tumorales en la muestra a una cantidad de referencia. Una mayor cantidad de
inhibidor de HSP90 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales comparado con la cantidad de referencia
indica que el tumor probablemente respondera al inhibidor de HSP90.

La medicion de la cantidad del inhibidor de HSP9O0 etiquetado ligado al tumor o a las células tumorales se puede
realizar en un numero de diferentes formas. Por ejemplo, en una modalidad, como se plantea en lo anterior, el
SUVnmax (0 SUVay) del compuesto radioetiquetado se calcula en un punto de tiempo particular. Por ejemplo, el SUV
se puede calcular en un tiempo de 4 horas o mas después de la administracion del inhibidor radioetiquetado. En
algunas modalidades, el SUV se puede calcular en un tiempo de 8 horas o mas después de la administracion del
inhibidor radioetiquetado. En modalidades particulares, el SUV se puede calcular en un tiempo de 16 horas o mas
después de la administracion del inhibidor radioetiquetado (por ejemplo, 16 horas, 20 horas, 24 horas, 48 horas, 72
horas, 192 horas). El SUV se puede calcular en un intervalo comprendido entre cualquiera de los dos valores
anteriores, por ejemplo, en un tiempo que varia de 8 horas a 16 horas, de 16 horas a 24 horas, de 16 horas a 48
horas, etc.

El SUV se puede comparar con una cantidad de referencia del inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a células
normales. En una modalidad, el SUV de referencia puede ser un nivel promedio tomado de individuos sanos o de
mediciones en las células normales y tejidos de pacientes con cancer en una poblacién de control en un punto de
tiempo particular. Como se plantea en la Seccién 5.1., las células normales tienen la “HSP90 oncogénica” minima o
nada en lo absoluto. Por consiguiente, la captacion del inhibidor radioetiquetado especifico para la “HSP90
oncogénica” en las células de individuos sanos o tejidos u érganos sanos de un paciente con cancer es minima. Se
apreciara por una persona experta en el campo que se prefiere una medicién en el momento en que el inhibidor
etiquetado se ha eliminado de la circulacién de la sangre. También se aprecia por una persona experta en el campo
que la medicion se puede llevar a cabo en cualquiera de los tejidos normales pero se prefieren aquellos que no
estan implicados en el metabolismo y eliminacion del inhibidor etiquetado. En una modalidad, tal medicién preferida
es de una o mas areas como son seleccionadas del musculo esquelético, hueso o acumulacion de sangre del
corazon.

En otra modalidad, la captacion maxima (es decir, SUVmay) del inhibidor radioetiquetado en el tumor de un paciente
(referido en la presente como “SUV tumoral”) se puede comparar con la captacion del inhibidor radioetiquetado en
las células sanas del paciente. Por ejemplo, en una modalidad, los datos SUV del tumor de un paciente tomados en
un punto de tiempo particular se pueden comparar con el SUV de la sangre o areas seleccionadas del hueso o del
musculo del paciente. El término “SUV de sangre” se refiere al SUV promedio de los contenidos del corazon
derivados del ensayo de PET. El término “SUV muscular” se refiere al SUV promedio del musculo esquelético del
paciente derivado del ensayo de PET. El corazon y la musculatura esquelética se eligieron debido a que son
representativos de la actividad “de fondo” que circunda los sitios del tumor.

Uso del Ensayo de PET Para Seleccion de Pacientes y Tratamiento

Los inventores han descubierto que en pacientes con tumores dependientes de HSP9O, las relaciones de SUV de
tumor:musculo y de tumor:sangre derivadas de la PET aumentan en una manera dependiente del tiempo después
de la inyeccion o un inhibidor radioetiquetado que se liga especificamente a “HSP90 oncogénica” (por ejemplo, [124I]-
PU-H71). En estos pacientes, las relaciones de SUV de tumor:musculo y tumor:sangre son generalmente cercanas a
1:1 después de la inyeccion del inhibidor radioetiquetado y la relacion se incrementa a través del tiempo. Los datos
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derivados de PET en un numero seleccionado de pacientes con varios tipos de tumores sélidos y tumores liquidos
quienes responden a la terapia de inhibicion de HSP90 se muestran en la Figura 25. Para cada paciente, el SUV
tumoral maximo (SUVmax) y el SUV muscular promedio en multiples tiempos después de la administracion de [124I]-
PU-H71 se obtuvieron del ensayo de PET. La Figura 25 muestra la relacion de SUV de tumor:musculo promedio y
los valores de desviacion estandar para los pacientes con cancer. La relacion de SUV de tumor:musculo se
incrementa de 0 a 48 horas.

Ademas de los tumores soélidos, el método permitié la formacion de imagenes de tumores liquidos tal como es el
caso de un paciente diagnosticado con linfoma en la zona marginal y etapa IV de leucemia linfocitica crénica quien
presentd esplenomalgia masiva detectada mediante diagnéstico por imagenes por PU-PET.

Basado en esta acumulacién de datos, los inventores determinaron que los pacientes con cancer con relaciones de
SUV de tumor:musculo y/o SUV de tumor:sangre mayores que 2 después de la administracion de un inhibidor de
HSP90 que se liga especificamente a “HSP90 oncogénica” es probable que respondan a la terapia de inhibicion de
HSP90. La relacion se calcula de manera preferente en una o mas veces mas de 4 horas después de la
administracion del inhibidor radioetiquetado. Por ejemplo, la relacion se puede calcular 8 horas, 16 horas, 24 horas o
48 horas después de la administracion del inhibidor radioetiquetado. En modalidades particulares, una relacién de
SUV de tumor:musculo o tumor:sangre de 2.5 o mayor 24 horas después de la administracion del inhibidor
radioetiquetado indica que el paciente es probable que responda a la terapia de inhibicion de HSP90. En otras
modalidades, una relacion de SUV de tumor:musculo o tumor:sangre de 4 o mayor 24 horas después de la
administracion del inhibidor radioetiquetado indica que el paciente es probable que responda a la terapia de
inhibicién de HSP90. En aun otra modalidad, una relacion de SUV de tumor:musculo o tumor:sangre de 5 o mayor
24 horas después de la administracién del inhibidor radioetiquetado indica que el paciente es probable que responda
a la terapia de inhibicion de HSP90. En estas modalidades, el SUV en el tumor es el SUVmaxy el SUV en el musculo
o sangre es el SUV promedio (es decir, SUVay).

En otra modalidad, la imagen de PET obtenida en el tumor se compara con el tejido sano (es decir, no canceroso)
del paciente. De manera preferente, en esta modalidad, la exploracién de PET de referencia se toma en el mismo
organo que el tumor. Por ejemplo, si el paciente tiene un tumor en la columna, el tumor de la columna se compara
con los huesos normales de la columna. Si el tumor es dependiente de HSP90, una mayor concentracion del
inhibidor radioetiquetado se encontrara en el tumor que en el tejido sano. Las cantidades de inhibidor
radioetiquetado se pueden determinar cuantitativamente usando la exploraciéon de PET. Los valores de SUV para el
tumor se pueden comparar con los valores de SUV para el tejido circundante sano en un punto de tiempo particular
o en una pluralidad de puntos de tiempo después de la inyeccion del inhibidor radioetiquetado. Como alternativa, la
imagen de PET del tumor y la imagen de PET del tejido sano se pueden comparar por inspeccion visual. Si el tumor
retiene el inhibidor radioetiquetado, entonces, visualmente, en la formacién de imagenes de PET, el tumor se
“iluminara” y parecera una “punto de concentracion” (véase, por ejemplo Figura 26 y Figura 27).

Los inventores han determinado que la presencia de un “punto de concentracién” o “puntos de concentracion” en
tiempos particulares después de la administracion del inhibidor radioetiquetado implica la participacion de la HSP90
en el cancer del paciente y proporciona una indicacion de que el paciente sera apto para la terapia de inhibicion de
HSP90. La presencia de puntos de concentracion en la formacion de imagenes de PET se determina de manera
preferente al menos 1.5 hora después de la administracion del inhibidor radioetiquetado. Por ejemplo, el punto de
concentracion se puede detectar 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 16 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 165
horas o 192 horas después de la administracion del inhibidor radioetiquetado. La presencia de un punto de
concentracion se puede detectar en un intervalo comprendido entre cualquiera de los dos valores anteriores, por
ejemplo, en un tiempo que varia de 2 horas a 4 horas, de 4 horas a 8 horas, de 16 horas a 24 horas, efc. La
presencia de un punto de concentracion en el tumor de un paciente en los puntos de tiempo menores que 2 horas no
indica necesariamente que el paciente sera un buen candidato para la terapia de inhibicion de HSP90. Por ejemplo,
la Figura 26 (panel derecho) representa un PET/CT de [124I1]-PU-H71 de un paciente con linfoma de células del
manto tomado 30 minutos después de la inyeccion de [ 24I]-PU-H71. La exploracion de PET muestra una
visualizacion clara después de 30 minutos. Sin embargo, no se observd captacion de [124I]-PU-H71 en los tiempos
posteriores (3.5 — 24 horas). Por consiguiente, el paciente no es un candidato probable para la terapia de HSP9O0.

El ensayo de PET de la presente descripcion también se puede usar para determinar qué tumores solidos
metastasicos o primarios y tumores Iichidos son mas susceptibles a la terapia de inhibicion de HSP90. Por ejemplo,
la Figura 27 muestra la PET/CT de [1 4I]-PU-H7‘I del paciente con cancer de mama recurrente en los dos ganglios
linfaticos indicados (LN). Las imagenes de PET en los tiempos indicados posteriores a la inyeccion de ['2*1]-PU-H71
se cuantificaron y los datos SUV obtenidos de [124I]-PU-H71 se convirtieron a concentraciones de inhibidor de HSP90
para una dosis administrada hipotética de PU-H71 de 1Omg/m2. La exposicion de los dos tumores al PU-H71 a
través del tiempo de 0 a 24 horas también se calculd y se presenté como el area bajo la curva (AUC). En el panel
inferior de la Figura 27, las imégenes transaxiales CT (izquierda), PU-PET/CT (intermedia), y fusién FDG-PET/CT
(derecha) muestran avidez de ['**I]-PU-H71 en uno de los ganglios linfaticos pero no en el otro, la formacion de
imagenes de PU-PET es 24h posterior a la inyecciéon de [1 4I]-PU-H7‘I. Interesantemente, la avidez de PU no se
superpone con la avidez de FDG en este caso. Esto no es un caso unico, y en varios de los pacientes analizados la
avidez de FDG y PU se correlaciona para algunos tumores pero no todos. La ubicacién de los tumores se indica por
las flechas. Las imagenes de PET en los tiempos indicados después de la inyeccion de [124I]-PU-H7‘I se midieron
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como Valores de Captacion Estandarizados Maximos (SUVnax). Los resultados del ensayo de PET indican que el
ganglio linfatico del angulo traqueobronquial izquierdo se espera que sea mas susceptible a la terapia de inhibicion
de HSP90 que la lesion de ganglio linfatico del angulo anterior traqueobronquial izquierdo.

En otro aspecto, los pacientes que se identifican por ser candidatos para la terapia de HSP90 se tratan con una
cantidad farmacéuticamente efectiva de un inhibidor de HSP90. Los inventores han determinado que los pacientes
con cancer que se determina que son candidatos para la terapia de inhibicion de HSP90 responden altamente
favorable para la terapia de inhibicion de HSP90. Si un paciente tiene multiples tumores, entonces solo aquellos
tumores con una avidez suficiente para el inhibidor de HSP90 radioetiquetado se espera que respondan a la terapia
de inhibicién de HSP90. Por ejemplo, la Figura 28 muestra la imagen obtenida para un paciente con cancer de
mama de 48 afios de edad con metastasis de pulmén y huesos a quien se le tomé una imagen con [124I]-PU-H71 y
luego se tratd con un inhibidor de HSP90. Especificamente, cuando al paciente se le tom6 una imagen con [124I]-PU-
H71 PET, la exploracion mostré la HSP90 dirigida en la metastasis de pulmoén derecho dominante pero no en la
metastasis de la columna. Cuando el paciente recibio6 la terapia de HSP90 con STA9090 (ganetespib), un inhibidor
de HSP90 quimicamente distinto del PU-H71, la respuesta parcial temprana se demostré por los estudios de PET-
CT de FDG en la masa del pulmén pero no en la lesion de la médula (Figura 28), de acuerdo con la prediccion por la
PET de [124I]-PU-H7‘I. Se obtuvieron resultados similares en pacientes con linfoma, cancer pancreatico y pacientes
con neuroblastoma.

Uso del Ensayo de PET para la Determinacion de la Dosificacion

La presente descripcion proporciona métodos para determinar una dosis efectiva y la frecuencia de administracion
para la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende administrar al paciente una forma radioetiquetada del
inhibidor de HSP90 que se liga de manera preferente a una forma especifica del tumor de la HSP90 presente en un
tumor o células tumorales, medir la captaciéon de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del
paciente en uno o mas puntos de tiempo, y calcular la dosis y frecuencia de administracion necesaria para mantener
en el tumor en cada punto de tiempo una concentracién del inhibidor de HSP90 efectiva para tratar el tumor. La
captacion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 se puede determinar usando un ensayo de PET, como
se plantea en lo anterior. La metodologia se puede aplicar a numerosos tipos de tumores solidos y liquidos
incluyendo pero no limitado a cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de células
basales, melanoma, carcinoma de células renales, cancer de vejiga, cancer de préstata, un cancer de pulmén que
incluye cancer de pulmoén de células pequefias y cancer de pulmon de células no pequefias, cancer de mama,
neuroblastoma, canceres gastrointestinales, que incluye tumores estromales gastrointestinales, cancer de eso6fago,
cancer de estdbmago, cancer de higado, cancer de la vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo
gliomas, linfomas, que incluyen linfoma folicular y linfoma de células B grande difuso, leucemias, melanomas y
neoplasias mieloproliferativas y canceres ginecoldgicos incluyendo canceres de ovario, cervicales y de endometrio.

En una modalidad de la descripcion, el SUV del inhibidor radioetiquetado derivado de PET se puede convertir a
concentraciones molares del farmaco en el tumor de acuerdo con la siguiente ecuacion.

[ inkibidor de HSP80 1t = inhibidor de HSPS0 (dosis) x M * l * L

' twmar 2t 100084 W MW

En la ecuacion anterior, [inhibidor de HSP90]t es la concentracion molar del inhibidor en el tumor en un tiempo t
después de la inyeccion del inhibidor radioetiquetado. El término inhibidor de HSP90 (dosis) es la dosis terapéutica
inyectada. El término W es el espacio de agua del tumor. El t¢érmino MW es el peso molecular del farmaco inyectado.
El término [Aumorlt es el % de dosis radioetiquetada inyectada en el tumor en el tiempo t, un valor obtenido del SUV
obtenido de la imagen de PET. Especificamente, el término [Awmor] se puede derivar del SUV en el tumor (SUViymor)
por la siguiente ecuacion:

[Atumor)/100% = SUV wmor / [PeS0O corporal(g)]

En la ecuacion anterior, [peso corporal] se refiere al peso corporal del paciente.

En un aspecto, la presente descripcion proporciona un método para determinar la concentracién de un inhibidor de
HSP90 presente en un tumor detectado mediante diagndstico por imagenes en un paciente con cancer. Una
solucion del inhibidor radioetiquetado (también referido en la presente como un farmaco “caliente”) se puede inyectar
en el paciente sin la inyeccidon concomitante del farmaco (es decir, forma no radioetiquetada del farmaco, también
referido en la presente como el farmaco “frio”). En tales casos, la concentracion del farmaco [inhibidor de
HSP90wmor]t se puede determinar usando la ecuaciéon anterior. En una modalidad, el inhibidor radioetiquetado
(“farmaco caliente”) es la forma etiquetada del farmaco inyectado (“farmaco frio”). Por ejemplo, el inhibidor
radioetiquetado puede ser [124I]-PU-H7‘I y el farmaco administrado puede ser PU-H71. En otra modalidad, el
inhibidor radioetiquetado puede ser diferente que el farmaco inyectado. La determinacion de la concentracion del
farmaco en el tumor [inhibidor de HSP90wmor]t se puede determinar en un solo punto de tiempo o una pluralidad de
puntos de tiempo después de la inyeccion del inhibidor radioetiquetado y el farmaco terapéutico. Al comparar la
concentracion del farmaco en el tumor [inhibidor de HSP90wmor]t con dosis eficaces conocidas obtenidas de los
estudios preclinicos (por ejemplo, concentraciones semiinhibidoras (ICs)), se puede determinar si la dosis
administrada sera eficaz. Por consiguiente, un doctor luego puede ajustar la dosis para asegurar que la cantidad
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deseada del farmaco esté en el tumor.

En la modalidad donde el inhibidor radioetiquetado es la forma radioetiquetada del farmaco que se administrara al
paciente, la concentracién del farmaco en el tumor [inhibidor de HSP90wmor]t se puede determinar sin administrar el
farmaco frio. En tales casos, después de la determinacion de [Awmor]t del ensayo de PET, diferentes valores de dosis
inyectada hipotética (D) se puede ingresar en la ecuacion anterior para determinar la concentracion del farmaco en
el [Inhibidor de HSP90wmora]t del tumor. Una dosis efectiva por consiguiente se puede determinar al comparar la
concentracion del farmaco en el [Inhibidor de HSP90wmoral]t del tumor con dosis eficaces conocidas obtenidas de
estudios preclinicos como se plantea en lo anterior. Por otra parte, como se plantea con detalle en la Seccién
5.2.1.2.1., la metodologia se puede usar para disefiar un régimen de dosificacion eficaz para la terapia de HSP90.

Los inventores han determinado que los calculos de la concentracion de tumor o exposicion al farmaco (por ejemplo,
AUC) después de la administracion de solo el farmaco caliente y al ingresar la cantidad hipotética del inhibidor de
HSP90 proporcionan resultados similares a los experimentos en los cuales el farmaco frio y caliente se
coadministran. Como un ejemplo, la Figura 29 muestra la concentracion de PU-H71 en un ganglio paratraqueal
enfermo a través del tiempo de la formacion de imagenes (0-72h) como es obtenido por los dos métodos. Las
concentraciones tumorales notablemente similares y de esta manera la exposicion del tumor a PU-H71 se mide por
los dos métodos (AUCqusn 24.9 vs. 22.3uM-h).

La presente descripcion también proporciona métodos para determinar la dosis de un inhibidor de HSP90 que es
necesario para saturar los receptores de HSP90 oncogénica en el tumor. Como se describe en lo anterior, el ensayo
de PET se puede realizor al coinyectar un inhibidor de HSP90 radioetiquetado (es decir, farmaco caliente) y una
cantidad especifica del farmaco terapéutico (es decir, farmaco frio). Si la dosis del farmaco inyectado es
suficientemente alta para ocupar la mayoria o toda la “HSP90 oncogénica” en el tumor, entonces la captacion del
inhibidor radioetiquetado se suprime. El punto en el cual la captacion del inhibidor radioetiquetado se suprime se
puede usar para determinar la dosis de saturacion objetivo del inhibidor, que también podria ser la “dosis tumoral
maxima” que una sola dosis del farmaco puede suministrar o la dosis individual maximamente efectiva del farmaco.
Como se muestra en la Ecuacion (4) de la Seccion 5.2.2.2.1., a continuacion, el nimero de sitios de tumor ocupados
por el inhibidor de HSP90 se puede calcular y convertir a un porcentaje de ocupacion. Si el inhibidor de HSP90 se
administra en una cantidad que se aproxima a la ocupacién completa de los sitios de HSP90, el farmaco adicional no
se esperaria que proporcione niveles incrementados de eficacia. Por consiguiente, la metodologia proporciona un
medio para determinar una dosis del inhibidor que puede ocupar la mayor parte o todo de la HSP90 oncogénica en
el tumor. Como se plantea con mas detalle en la Seccion 5.2.2.2.1., la metodologia descrita en lo anterior
proporciona una estrategia de dosificacion mas racional y efectiva que se basa en la concentracién de tumor
maximamente efectiva derivada de PET en lugar de la dosis tolerada maxima convencional (MTD). El procedimiento
evita la escalada de la dosis y limita los problemas toxicolégicos asociados con el farmaco.

5.2.2.2.1. ["*41]-PU-HT1

En un aspecto de la presente descripcion, el inhibidor de HSP90 radloethuetado que se emplea para la formacion de
imagenes de PET es una forma radloetlcluetada de PU-H71, tal como [ I] -PU-H71. Como se plantea en lo anterior,
la formacion de imagenes de PET con [ I] -PU-H71 se puede usar para informar a los doctores si los pacientes con
cancer seran susceptlbles a la terapia de HSP90. Por otra parte, los resultados obtenidos de la formacién de
imagenes de PET con [ I] -PU-H71 se pueden usar para determinar la dosis de un inhibidor de HSP90 que se debe
administrar a un paciente con cancer particular. Adicionalmente, los resultados obtenidos de la informacion de
imagenes de PET con [124I] PU-H71 se pueden usar para determinar un programa de dosificacion de un inhibidor de
HSP90. El inhibidor de HSP90 que se administra como terapia es PU-H71 o un analogo, homologo o derivado de
PU-H71.

Ensayo de PET de [124IJ-PU-H71 como un Ensayo de HSP90 tumoral no invasivo potencial

La introduccion de PET para el ensayo no invasivo de inhibidores de HSP90 es factlble debldo a que uno de los
inhibidores de HSP90, PU-H71, contiene un atomo de yodo enddgeno, el yodo-127 ('*'l) de |sot0£>o estable de
origen natural (Figura 30a)114 Este se puede sustituir isotopicamente para la PET con el yodo 124 ("*1), emisor de
positrones de larga vida, un is6topo con una vida media fisica de cuatro dias (Figura 30a). Tal etiquetado isot6pico
no cambia la afinidad, selectividad o perfil de biodistribucion de este compuesto. De hecho, la PET
radiofarmacéutico, [124I] PU-H71, es la misma molécula que el compuesto terapéutico, PU-H71, y por lo tanto debe
predecir su farmacocinética. Una administracion individual de cantidades residuales (microgramos) de farmaco
radioetiquetado también es completamente no perturbador biolégicamente, y permite una formacion de imagenes de
PET en serie para supervisar las concentraciones del trazador de tejido durante mdltiples dias.

La vida media relativamente prolongada de 4| es ideal para supervisar la farmacocinética del tumor prolongada
reportada de los inhibidores de HSP90 debido a que permite una formacién de |magenes de PET cuantitativa,
satisfactoria por hasta una semana después de la admlnlstra0|on Ademas, '®| ahora esta comercialmente
disponible en los Estados Unidos, y su vida media asegura que [ I] -PU-H71 puede estar disponible en los centros
médicos en todo el mundo.
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Por consiguiente, el [124I]-PU-H71 es adecuado para el uso como un “trazador” real de PU-H71 y como un

biomarcador objetivo para otros inhibidores de HSP90.

Los inhibidores de HSP90 son una clase prometedora de terapia dirigida al cancer, pero su desarrollo clinico éptimo
requiere el codesarrollo de ensayos farmacométricos especificos al objetivo HSP90. Debido a su yodo enddgeno, los
inventores usan el inhibidor de HSP90 PU-H71 para desarrollar un ensayo de formacion de imagenes no invasivo del
primero de su clase para la HSP90 tumoral basado en la tomografia de emisiéon de positrones. Los inventores
muestran en los modelos de ratén del cancer de mama que el [124I]-PU-H7‘I es un trazador real para la
farmacocinética intratumoral y la farmacodinamica del farmaco precursor. Los inventores muestran su uso en la
determinacion de la dosis del inhibidor de HSP90 necesaria para lograr concentraciones tumorales efectivas, en el
ensayo de la concentracion real del farmaco administrado al tumor y en el disefio de una dosis eficaz y régimen de
dosificacion. El ensayo también informa en una dosis de saturacién de objetivo tumoral, que promete realizor la
terapia de HSP90 mas alla de la dosis tolerada maxima convencional. Basado en este trabajo, los inventores
proponen que el ensayo proporcionara a los médicos una capacidad mejorada para el enriquecimiento de los
ensayos y para adaptar la dosificacién y programa de administracion de farmacos al paciente individual, prometiendo
llenar una necesidad clinica no cumplidas e impactar positivamente la decision clinica con los agentes dirigidos a
HSP9O.

La biodistribucién y eliminacién de ['**I]-PU-H71 refleja aquellas de PU-H71

Para evaluar el uso de [124I]-PU-H71 en la prediccion y supervision del perfil cinético in vivo de PU-H71 y otros

inhibidores de HSP90, los inventores han producido [12 []-PU-H71 y han llevado a cabo estudios de formacion de
imagenes de PET de animales pequeiios en serie de ratones portadores de tumor (xenoinjertos MDA-MB-468 de
cancer de mama humano), derivando las curvas de tiempo-actividad (es decir % de ID/g contra el tiempo posterior a
la administracion) para tumores y varios tejidos normales. Los estudios de biodistribucién corroborativos de [131I]-PU-
H71 o0 [124I]-PU-H7‘I se llevaron a cabo al sacrificar los cohortes de animales en tiempos seleccionados posteriores a
la inyeccién y cosechando y haciendo un conteo gama de los tumores y los tejidos normales seleccionados (Figuras
30b-c). Después de la administracion intravenosa (i.v.) o intraperitoneal (i.p.), el agente se distribuy6 rapidamente a
los tejidos (Figura 30b; 1-2h), con la eliminacion rapida subsecuente de la sangre y otros tejidos normales. (Figura
30b; 4 a 100h). Cuatro horas después de la administracion (p.a.), estuvo presente en 40, 9, 18, 6 y 10 veces las
concentraciones mas altas en el tumor que el cerebro, hueso, musculo, bazo y corazén, respectivamente (Figura
30c). A las 24h, las relaciones de tejido tumoral a normal se incrementaron de 50 a 100 para el cerebro, musculo,
bazo, corazén y sangre. Las captaciones (% de ID/g) en tumores tanto mas pequefios (~100 mm® en volumen) como
mas grandes (~200 mm?® en volumen) fueron similares (Figura 30d).

El [124I]-PU-H7‘I se elimind de los tumores en una forma biexponencial (Figura 30d). Una fase rapida inicial, atribuida
a la eliminacion de la actividad que lleva sangre (Figuras 30b, 30d), se sigui6 por una fase de eliminacion terminal
(tiempo medio ~ 60 h) atribuible a la retencién tumoral especifica (Figura 30d, recuadro), consistente con los datos
farmacocinéticos de tumor basados en esPectro de masas de cromatografia liquida en tandem (LC-MS/MS)
previamente reportados para el PU-H71'%°"%18 Estos datos soportan el concepto de que dentro del tumor, las
formas terapéuticas y de radiotrazador del farmaco se comportan idénticamente.

En contraste a los tumores, [124I]-PUH71 se elimind rapidamente de cuerpo total en una forma monoexponencial, sin

evidencia de ligacion a proteinas en plasma (Figuras 30b-30d). La excrecion de [124I]-PU-H71 se presento a través
de las vias hepatobiliares y urinarias (Figuras 30b). La actividad hepatica se elimind mas lentamente que la
actividad de cuerpo total, presumiblemente debido al metabolismo del farmaco hepatico y la excrecion hepatobiliar.
La actividad en la regién hepatica probablemente representd tanto el trazador intacto como los metabolitos en el
arbol biliar y no el [12 [l-PU-H71 en los hepatocitos, consistente con los descubrimientos previamente reportados de
que el PU-H71 intacto desaparece rapidamente del higado de raton'""". La actividad del tacto gastrointestinal
representd mas de 50% de la actividad administrada (Figura 30b) pero fue casi la actividad completamente
excretada (no mostrada).

La actividad en los 6rganos no gastrointestinales y no genitourinarios (es decir, los rifiones, uréteres y vejiga urinaria)
representaron ~1% de la actividad administrada. El 49% restante (50% en los 6rganos gastrointestinales menos 1%
en los organos genitourinarios) se excretaron probablemente a través del tracto urinario. Esta observacion es
soportada por los datos de ["*I]-PU-H71 PET in vivo de 4 horas (Figura 30b) derivados usando una region de
interés (ROI) que circunscribe el raton completo y representa solamente 40-50% de la actividad administrada.
Debido a que el transito intestinal en los ratones es usualmente mas prolongado que 4h"" es probable que el resto
de la actividad administrada (es decir, el 40-50% no en el ROI de cuerpo completo de 4 horas) se excret6 por la via
de tracto urinario.

La radioactividad se visualizd en la region de la tiroides que se suprimid si los ratones recibieron una dosis de
saturacion de yodo de potasio antes de la administracion de radiotrazador (Figura 30b), indicando la produccion de
radioyodo libre (es decir, radio-yodo) in vivo. En los ratones que no recibieron yodo de potasio, la actividad de la
tiroides maxima entre 4 y 28 horas posterior a la inyeccion fue <0.4% de la actividad administrada. La tiroides de
ratéon normal acumula hasta ~4-7% de radioyodo administrado'®®'?'. De esta manera, una captacion de la toroides
de <0.4% sugiere que la cantidad de radioyodo libre liberado in vivo de [124I]-PU-H7‘I es pequefa (~5-10% de la
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actividad administrada). La liberacion de una cantidad pequefia de radioyodo libre no es poco comun para los
trazadores radioyodados, y en la practica clinica, la captacion de la tiroides se bloqguea de manera rutinaria y
efectivamente usando la administracion oral de una solucion saturada de yodo de potasio antes de la administracion
del radiotrazador.

[124IJ-PU-H71 permite la visualizacion de HSP90 tumoral clara por PET

La formacion de imagenes de PET in vivo de [124I]-PU-H71 en los ratones que llevan un tumor proporcionan una

visualizacion de tumor clara, y de esta manera una orientaciéon de HSP90 tumoral potencial y retencion de tumor de
2 horas posterior a la inyeccion (Figura 30b, flechas). Los valores de captacion medios (desviacion + estandar) (%
de ID/g) obtenidos del analisis ROI fueron 0.35 + 0.07, 0.083 + 0.02, 0.058 + 0.02, 0.031 + 0.01 y 0.024 + 0.008 a 4,
24, 48, 72 y 100 horas respectivamente, consistente con los valores obtenidos en los estudios de biodistribucion
(Figura 30d), confirmando que la supervisiéon no invasiva del PU-H71 in vivo y la cuantificacion confiable de su
concentracion tumoral dependiente del tiempo es posiblemente por la PET de [124I]-PU-H7‘I.

Uso de la formacion de imagenes de PET de [124IJ-PU-H71 para determinar la dosis del PU-H71 necesaria para
lograr una concentracién tumoral de PU-H71 farmacolégicamente efectiva

Como se indica en lo anterior, la farmacocinética de [124I]-PU-H71, y por lo tanto el PU-H71 no etiquetado, en el

tumor y en la sangre son concentraciones de farmaco tumorales notablemente diferentes estabilizadas por ~24
horas posterior a la inyeccion después de una eliminaciéon exponencial rapida inicial atribuible en gran medida a la
eliminacién del farmaco de la acumulacién de sangre tumoral. Los niveles de farmaco en la sangre, en contraste,
mostraron una eliminacion exponencial rapida y continua (Figuras 30b, 30d). Las relaciones de concentracion de la
actividad de tumor a sangre de ["*I]-PU-H71 alcanzaron valores de ~10 y mayores ~12 h después de la inyeccion
(Figura 30c). De esta manera los niveles de sangre inte%rados de PU-H71 (es decir, el area bajo la curva de
concentracion del tiempo-actividad en la sangre, AUC™” 1sangre) no fueron sustitutos confiables de los niveles
tumorales de PU-H71. De hecho, el area bajo la curva de la concentracion de tiempo-actividad de tumor, AuUC™Y
71 imor €S de 15 veces mas grande que la AUCF’U'H”Sangre (Figura 30d, 11.4 contra 0.78% de ID/g-h para el tumory
la sangre, respectivamente). La farmacocinética de la sangre por lo tanto no es confiable para disefiar un régimen de
dosificacion para lograr una concentracion tumoral terapéuticamente efectiva especifica para el paciente.

Por lo tanto los inventores investigaron la capacidad de la PET de [124I]-PU-H7‘I para predecir la dosis de PU-H71
administrada requerida para lograr y mantener una concentracion tumoral terapéuticamente efectiva durante un
periodo de tiempo seleccionado. Para una dosis administrada de PU-H71 (PU-H7140sis €n mg), la concentracion de
farmaco (mg/mL o g/L) en el espacio de agua del tumor (usando un espacio de agua promedio, W = 0.8 mL/g) en un
tiempo t posterior a la administracién, [PUH7 1umor]t, S€ calcula de la concentracion de la actividad del [124I]-PU-H71
derivado de PET en el tumor (en % de ID/g), [Awumo]:, €n equilibrio y lograda en el tiempo t posterior a la
administracion:

_ [Awmwet 1
Uidosis JAme:” "W

[PU-H7 Ty = PU-HTT 1

La concentracion de farmaco (en pM) en el espacio de agua del tumor, [PU-H71wmord en el tiempo t posterior a la
administracion, es por lo tanto:

) &
ook e 1S M (ia)

PUHTtamede = PU-H7 g0

donde el factor 512 es el peso molecular de PU-H71 y el factor 1x10° convierte la concentracion a uM.

100% 912
[Awmerd: 1X10

A la inversa, para lograr una concentracion de PU-H71 tumoral terapéuticamente efectiva seleccionada, la dosis
requerida de PU-H71 para administrar (en mg) para un paciente individual se puede calcular con base en su
concentracion de actividad derivada de PET en el tumor en el tiempo t posterior a la administracion:

PL-I'_IT1:I:dosis = [P‘-"I' 71 l1'='I]-' «0.8- I:IEF

Usando los datos de tumor-actividad en la Figura 30d, la ecuacion (1a) se empled para calcular las concentraciones
de PU-H71 dependientes del tiempo en el tumor de 0 a 160 horas posterior a la administracion (p.a.) para las dosis
administradas de 1, 5, 25, 50 y 75 mg/kg de PU-H71 (0.02, 0.1, 0.5, 1 y 1.5 mg para un ratén de 20 gramos) (Figura
31a, panel inferior). A partir de los estudios preclinicos con el PU-H71 en células cancerosas establecidas se sabe
que una exposicion de 72 horas de varias células cancerosas de mama establecidas al inhibidor de HSP90 conduce
a la inhibicién del crecimiento celular con concentraciones semiinhibidoras registradas (ICso) de 0.05 a 0.25 uM,
dependiendo del tipo de célula'®. De esta manera, una sola dosis, en cada uno de los niveles de dosis anteriores,
se predijo por la PET de [124I]-PU-H71 para lograr concentraciones terapéuticamente efectivas en el tumor a través
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de 72 horas p.a. (Figura 31a, panel superior). Para las dosis administradas de PU-H71 de 5, 25, 50 y 75 mg/kg y un
valor [Awmor]=24n de ~.14£0.05% de ID/g (Figura 31d), la ecuacion (1a) produce las concentraciones tumorales del
PU-H71 de 0.37, 1.83, 3.67 y 5.51 uM, respectivamente, consistentes con las concentraciones medidas en estos
tumores por LC-MS/MS (Figura 31b y no mostrados). Una dosis de 1 mg/kg produce concentraciones tumorales
menos de 0.05 uM a las 48 horas y mas alla (Figura 31a) y tal vez de esta manera, representa el limite inferior para
una dosis terapéuticamente efectiva en este modelo de tumor.

La PET de [124IJ-PU-H71 predice con precision la administracion de concentraciones de PUH71
terapéuticamente efectivas en el tumor

Para validar que la PET predijo con precision las concentraciones tumorales logradas después de la inyeccion de 5 a
75 mg/kg de PU-H71, y que estas concentraciones fueron terapéuticamente efectivas in vivo, los inventores
investigaron los efectos farmacodinamicos asociados con estas dosis (Figuras 31c, 31d). De acuerdo con los
descubrimientos anteriores que sugieren la administracion de la concentracion tumoral farmacolégicamente efectiva
de PU-H71, la administracion de dosis de PU-H71 de 5 a 75 mg/kg a ratones que llevan tumores MDA-MB-468
condujeron a la regulacion por decremento y/o inhibicion de Akt y Raf-1 y la induccion de la apoptosis, como es
evidenciado por la escision de PARP (Figura 31c, In vivo). Estos cambios farmacodinamicos son similares a
aquellos observados en el cultivo de tejido, donde la exposicion de células MDA-MB-468 durante 24 horas a
concentraciones de PU-H71 arriba de 0.1 uM dio por resultado la inhibicion de HSP90, como es mostrado por un
agotamiento dependiente de la dosis de oncoproteinas dependientes de HSP90 (es decir, Raf-1, Akt) (Referencia
100 y la Figura 31d, In vitro). Las concentraciones semiinhibidoras determinadas in vifro que dan por resultado la
degradacion de oncoproteinas cliente (ECso"*"" = 0.13+0.02 uM y EC5™" = 0.15+0.02 puM; Figura 31d) son similares
a aquellas determinadas por la PET de [124I]-PU-H71 en tumores y dan por resultado los efectos farmacodinamicos
medidos (ECso™*"" = 0.24+0.03 uM y ECso™" = 0.09+0.08 pM; Figura 31c).

Colectivamente, las concentraciones tumorales predichas por PET consistentes validadas por las mediciones LC-
MS/MS y por lo analisis farmacodinamicos Western blot, muestran la capacidad y la precision de los ensayos de
PET de [1 4I]-PU-H71 de informar la selecciéon de la dosis administrada de este inhibidor de HSP90 requerida para
lograr una concentracion tumoral terapéuticamente efectiva.

La dosis trazadora de [124IJ-PU-H71 predice con precision las concentraciones tumorales de PU-H71 sobre un

intervalo de dosis, hasta la saturacion objetivo en tumores

La farmacocinética cantidades de microdosis del trazador de [124I]-PU-H7‘I podrian no correlacionarse con aquella de

las dosis terapéuticas macroscépicas. En dosis de PU-H71 altas, los factores tales como saturacion objetivo de
HSP90 en tumores, perfil de ligacion a proteinas en plasma distinta o cambios en el metabolismo del farmaco debido
a la inhibiciéon potencial de las enzimas metabolizantes de higado, también pueden alterar la farmacocinética del
agente.

Por lo tanto los inventores examinaron si en la dosis de saturacién potencial, las predicciones basadas en PET de la
concentracion de PU-H71 se correlacionan con aquellas determinadas experimentalmente por LC-MS/MS (Figura
31b). La administracion de 75 mg/kg de PU-H71 a los tumores MDA-MB-468 da por resultado la regresion y curas
del tumormo, y de esta manera en esta dosis curativa, la saturacion de la HSP90 tumoral objetivo o por lo menos la
ocupacion de un numero terapéuticamente significativo de moléculas obg'etivo se logra presumiblemente. Con base
en las concentraciones tumorales derivadas de los estudios de PET de [1 4I]-PU-H71 o estudios de biodistribucion de
[131I]-PU-H71, la administracién a los ratones que llevan tumor de 75 mg/kg de inhibidor produjeron concentraciones
tumorales de 5.51+1.78, 3.50+0.27, 2.18+1.78, 1.29+0.29 y 0.69+0.25 uM a 24, 48, 72, 96 y 120h posterior a la
administracion, respectivamente (Figura 31b). Estos valores estan en buen acuerdo con las concentraciones
tumorales de PU-H71 concretas medidas por LC-MS/MS (Figura 31b, LC-MS/MS), mostrando la confiabilidad de las
predicciones del ensayo de PET sobre un intervalo de dosis hasta aquellas que dan por resultado una inhibicion
objetivo maximamente efectiva (Figura 31c).

Uso de [124IJ-PU-H71 en la seleccién de pacientes para la terapia de HSP90

Ademas de proporcionar un procedimiento basado en PET clinicamente practico para supervisar la biodistribucion
de PU-H71 e informar la farmacocinética del tumor de PU-H71, los analisis anteriores sugieren un procedimiento
para clasificacion de pacientes, que distingue los pacientes que tendran probablemente ya sea una respuesta
terapéutica favorable o desfavorable a PU-H71 u otras terapias de HSP90.

Especificamente, los tumores que muestran captacion minima y/o eliminacion rapida de [124I]-PU-H7‘I pueden ser
inaccesibles a PU-H71 u otros inhibidores de HSP90. Como alternativa, tal descubrimiento también puede indicar
que el tumor no depende de HSP90 para la supervivencia y de esta manera la terapia de HSP90 no es
apropiada93'97. A la inversa, los tumores con altas captaciones y retencion prolongada de [124I]-PU-H71 (por ejemplo,
que corresponden a las relaciones de tumor a sangre altas en puntos de tiempo posteriores, Figura 30) se
predeciria que son mas sensibles a fijar como objetivo los inhibidores de HSP90. La seleccion de pacientes se
puede guiar adicionalmente si la dosis terapéutica requerida para lograr las concentraciones tumorales efectivas,
como es predicho por la PET de [124I]-PU-H7‘I, daria por resultado toxicidades prohibitivas (por ejemplo, la dosis
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efectiva es mas alta que la dosis tolerada maxima).

En conclusioén, la capacidad del tumor de retener el inhibidor de HSP90 en una concentracién efectiva durante un
periodo de tiempo prolongado y para lograr tales concentraciones en dosis inhibidoras no toxicas, son dos criterios
claves para la entrada de la terapia de HSP90 que se pueden medir confiablemente por la PET de [124I]-PU-H71.

Uso de microdosis de [124IJ-PU-H71 coinyectadas con PU-H71 de dosis terapéutica para someter a ensayo las

concentraciones tumorales de PU- H71 por PET

Aunque la PET de [124I]-PU-H7‘I estima bien la dosis del inhibidor de HSP90 necesaria para dar por resultado
concentraciones tumorales eficaces, los inventores investigaron si [124I]-PU-H7‘I en cantidades residuales (~6.5 ng/g)
coadministradas con cantidades terapéuticas de PU-H71 (5 mg/kg a 75 mg/kg o 5000 ng/g a 75.000 ng/g), podrian
someter a ensayo con confiabilidad la cantidad de PU-H71 administrado esencialmente al tumor (Figura 31b, PET
después de la coinyeccién de [124I]-PU-H71 y PU-H71). La capacidad de medir la exposicion a farmaco en los tejidos
de la actividad del farmaco podria proporcionar informacion critica para predecir la respuesta potencial (por ejemplo
qué concentracion se ha suministrado al tumor y si es suficiente para la respuesta farmacodinamica marcada). Las
mediciones secuenciales a través del tiempo del tratamiento también se podrian usar como un indicador de si la
biologia tumoral, y de esta manera la respuesta, se ha alterado (por ejemplo una disminucion en la concentracion
administrada al tumor podria indicar el desarrollo potencial de resistencia al inhibidor de HSP90).

Debido a que el radiotrazador [124I]-PU-H7‘I y el PU-H71 no radiactivo se inyectan en una relacion de ~1:10.000, los

inventores asumen razonablemente que el Ultimo es esencialmente la Unica forma significativa del farmaco en el
tumor. De esta manera, para una dosis coadministrada de PU-H71 (PU-H7140sis €n mg) y una cantidad residual de
[124I]-PU-H7‘I, la concentracion del farmaco en el espacio de agua del tumor (usando nuevamente un espacio de
agua promedio, W = 0.8 mL/g y MW de 512), es:

 [Avumar]t

PUHTlumad = PU-HT g Hmer
[ e e 100%

« 2.44x10° pM (3)

La resolucién de la ecuacion (3) para dosis de PU-H71 de 5, 25, 50 y 75 mg/kg (0.1, 0.5, 1 y 1.5 mg para un ratén de
20 g) produce las concentraciones tumorales concretas del inhibidor de HSP90 (Figura 31b, mostrada solamente
para 75 mg/kg). Estos valores se correlacionan bien con las concentraciones tumorales de PU-H71 estimadas por la
PET de ["*I]-PU-H71 y por las biodistribuciones del trazador [**'I]-PU-H71 y validadas por el LC-MS/MS (Figura 31b
y no mostradas).

Colectivamente, estos datos muestran que el ensayo de PET [124I]-PU-H71 de microdosis puede producir tanto la

dosis de PU-H71 necesaria para dar por resultado una concentracion tumoral especifica y la concentracion del PU-
H71 terapéutico administrado a un tumor.

Uso de [124IJ-PU-H71 para someter a ensayo la dosis tumoral maxima, la dosis que administra la saturacion
objetivo del tumor por un farmaco HSP90

La PET de [124I]-PU-H7‘I del [124I]-PU-H7‘I coinyectado y PU-H71 podrian evaluar potencialmente la ocupacion de los
objetivos HSP90 tumorales por un inhibidor de HSP90. Por ejemplo, la demostracion por PET que una dosis
terapéutica administrada de inhibidor de HSP90 suprime completa o significativamente la captacién de tumor de
[124I]-PU-H7‘I, puede indicar que la dosis terapéutica ha saturado los objetivos HSP90 tumorales, y que la dosis
administrada administra la “dosis tumoral maxima” que una sola dosis de farmaco puede administrar. Esta dosis de
saturacion objetivo también se puede referir como la dosis individual maximamente efectiva de farmaco.

Para investigar esta posibilidad, los inventores calcularon el nimero de sitios de HSP90 tumoral ocupados por el PU-
H71 por gramo de tumor (sitios de HSP90/g tumor), para una dosis de trazador (~6.5 ng/g) de ['*I]-PU-H71
coadministrada con dosis terapéuticas (5 a 75 mg/kg o 5000 a 75.000 ng/g), PU-H7140sis, de PU-H71. Esto se obtuvo
usando la formula:

. ‘ - _ [Ammerk . - ) 1 i
(HspY0 ssitios/g umor) = 00% FU-HT1.40sis W nmaolio (4]

La resolucion de la ecuacion (4) para las dosis coadministradas de las dosis no radiactivas de PUH71, PU-H714osis,
de 5, 25, 50 y 75 mg/kg (5000, 25.000, 50.000 y 75.000 ng/g, respectivamente) produce el nimero de moléculas de
PU-H71 (en nmol) ligadas por gramo de tumor. Debido a que una molécula de ligando ocupa la bolsa de y se liga a
una molécula de HSP90?'% |a ecuacién (4) también produce el nimero de sitios de HSP90 tumoral (en nmol)
ocupados por PU-H71/g tumor (Figura 31e).

62



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 624 982 T3

El analisis de la curva de ligacidon a 24 horas posterior a la inyeccion sugiere que la ocupacion de los sitios HSP90
disponibles es casi la saturacion en un PU-H714.is de 75 mg/kg, con un gramo de tumor que contiene un maximo de
160.7x10 nmoles de HSP90 (Figura 31e, BMAX), que corresponde a 960x10"" de moléculas de HSP90. Usando
este valor, los inventores después calcularon el porcentaje de los sitios de HSP90 tumoral ocupados por diferentes
dosis administradas de PU-H71 y determinaron que la administracion de 5, 25, 50 y 75 mg/kg de PU-H71 dio por
resultado 12.1, 57.7, 88.7 y 92.7% de los sitios de HSP90 tumoral disponibles, respectivamente, siendo ocupados
por el inhibidor (Figura 31f). Con la saturaciéon casi completa de la captacion del tumor lograda por una sola dosis
terapéutica de PU-H71 de 75 mg/kg, esa dosis ha ocupado la mayor parte de los sitios de HSP90 tumoral
disponibles y por lo tanto incrementar mas la dosis no se esperaria que diera por resultado cantidades
incrementadas de farmaco que se localiza en el tumor pero incrementaria la exposicion al farmaco sistémica y la
toxicidad potencial del paciente.

En resumen, el analisis de la “dosis tumoral maxima”, como se muestra aqui por la PET de [124I]-PU-H71,
proporciona informacion mas valiosa en el disefio de ensayo que la “dosis tolerada maxima”. Especificamente
indicaria una dosis que da por resultado una exposicion maxima del tumor (no el cuerpo completo), para una sola
dosis administrada, conduciendo al mejor posible efecto antitumoral mientras que minimiza la toxicidad asociada con
una sola dosis administrada. Adicionalmente, sugiere un nuevo procedimiento para la seleccion de la frecuencia de
dosificacion terapéutica, en donde una vez que la dosis tumoral maxima se ha identificado, la frecuencia de
dosificacion terapéutica se podria incrementar hasta un punto de valoracion de la frecuencia tolerada maxima (antes
que la dosis tolerada maxima convencional, MTD), maximizando de esta manera la exposicion del tumor temporal.

Uso de PET de [124IJ-PU-H71 para disenar un régimen de dosis eficaz para la terapia de HSP90

Los resultados anteriores mostraron que la PET de [124I]-PU-H71 se puede usar para predecir la dosis necesaria

para lograr y mantener una concentracion tumoral especifica durante un periodo de tiempo seleccionado después de
una sola administracion de PU-H71. Debido a que los tumores muestran una retencion prolongada de PU-H71, la
administracion repetida de PU-H71 en frecuencia suficiente daria por resultado potencialmente, con cada dosis
sucesiva, concentraciones tumorales acumulativas mas altas de PU-H71. Una concentracion de PU-H71 tumoral de
estado permanente, especifica de la dosificacion y programa usado, se lograria eventualmente. Por consiguiente, los
datos sugieren una funcion potencial para la formacion de imagenes de PET de [124I]-PU-H71 de la farmacocinética
del tumor en guiar el disefio de dosificacion de PUH71, analogo al uso de la farmacocinética del plasma en guiar la
dosificacion hacia lograr las concentraciones en plasma de estado permanente.

Para explorar esto, los inventores estimaron las concentraciones tumorales de PU-H71 que resultarian en la
administracion de 5, 25, 50 y 75 mg/kg de PU-H71 en un programa de 3 administraciones a la semana (3xsemana;
Lunes/Miércoles/Viernes) con fines de semana libres (Figura 32a). Las simulaciones se llevaron a cabo para
determinar las concentraciones tumorales de PU-H71 cuando se administran en este programa y en las dosis
indicadas (Figura 32a). La AUC tumoral, y las concentraciones tumorales promedio y minimas de PU-H71 ([PU-
H71]avg Y [PUH71]min, respectivamente) que resultaron en este programa y en estas dosis también se determinaron
(Figura 32a, recuadro). Las concentraciones de PU-H71 predichas en los tumores variaron de [PU-H71]min = 0.17 a
2.54uM y [PU-H71]ayg = 0.49 a 7.45uM, para la dosis administrada de 5 a 75mg/kg, respectivamente (véase el
recuadro en la Figura 32a).

Como se menciona, la exposicion in vitro de células cancerosas de mama MDA-MB-468 a concentraciones de PU-
H71 mas bajas (0.05 a 1uM) da por resultado la inhibicion del crecimiento celular potente con una ICsp reportada de
60 a 100nM'®. En concentraciones de PU-H71 mas altas (>2uM), y cuando estas células cancerosas se exponen al
farmaco durante 48 horas, se noté el exterminio de células cancerosas masivo por la apoptosis (es decir >70% de
células que se someten a la apoptosis) (Figura 32b). En vista de estos analisis in vitro, se predice que en el
programa de 3xsemana, la administracién de las dosis de 5 a 75mg/kg de PU-H71 dara por resultado las
concentraciones de farmaco tumorales terapéuticamente efectivas que abarcan valores que predicen principalmente
los efectos inhibidores del tumor (a 5 mg/kg) a la apoptosis del tumor potente (75mg/kg) (Figura 32b). De hecho,
cuando los ratones que llevan tumores xenoinjertados MDA-MB-468 se trataron con PU-H71 como se describe en lo
anterior, una respuesta dependiente de la dosis se observé en los tumores tratados con PU-H71 (Figura 32c).
Después de un periodo de tratamiento de 7 semanas, se not6é una respuesta tumoral significativa con 63, 82 y 99%
de inhibicion del crecimiento tumoral (TGI) observada en la dosis de 5, 25 y 50 mg/kg, respectivamente, y una
regresion del 100% en la dosis de 75mg/kg (Figura 32c).

Los inventores continuaron el tratamiento hasta que los tumores en el brazo de control alcanzaron el tamafio maximo
permitido por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (IUCAC) (Figura 32d) y se sacrificaron los
ratones un Jueves (24 horas después de la ultima dosis administrada el Miércoles). Solo los animales en el brazo de
5 mg/kg alojaron tumores suficientemente grandes para un analisis por Western blot y LC-MS/MS (volumen del
tumor: 139166mm3), aunque significativamente mas pequefios que aquellos tratados con el vehiculo solamente
(volumen del tumor: 1126+396mm°) (Figura 32d).

La resolucion de la ecuacion (1a2 para las dosis administradas de PU-H71 de 5 mg/kg y el uso de los datos del
tiempo-actividad medidos para [1 4I]-PU-H7‘I en el tumor (Figura 30d), produce las concentraciones tumorales de
PU-H71 durante el periodo de tratamiento (Figura 32e). Las simulaciones de los inventores sugieren que la
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concentracion tumoral de PU-H71 en el momento del sacrificio deberia ser de 0.43uM (Figura 32e), que es
notablemente similar a la concentracién actual de 0.52+0.13uM determinada en estos tumores por LC-MS/MS
(Figuras 32f, 32g). Ademas, el efecto farmacodinamico observado, particularmente la inhibicién de HSP90 como es
mostrada por la degradacion de Akt significativa (una disminucion de 57%; P=0.0017; Figura 32f y Figura 32g,
panel izquierdo) y la escision PARP (Figura 32f) en los tumores fue consistente con la concentracion de PU-H71
terapéuticamente efectiva en los tumores en este tiempo (Figura 32g, panel derecho). Estos descubrimientos
muestran que la captacion tumoral de PU-H71 permanecié sin cambio durante las 12 semanas de tratamiento,
consistente con la respuesta persistente de estos tumores a PU-H71 (Figura 32d y Referencia 100), indicando que
la PET de [124I]-PUH71 se puede usar para supervisar la persistencia de respuesta o a la inversa, el potencial de la
resistencia adquirida a la terapia de HSP90.

Uso de PET de [124IJ-PU-H71 para disefar un régimen de programa eficaz para la terapia de HSP90

Considerando la retencién prolongada de PU-H71 por los tumores, los inventores se preguntaron si la administracion
menos frecuente del agente mantendria su efectividad. En el contexto clinico, esto puede ser util como una
justificacion para continuar con la terapia en una dosis mas baja en pacientes que experimentan toxicidad o
equilibrar racionalmente la dosificacion y la frecuencia de dosis en el disefio de programas de dosificacion.

Las simulaciones se llevaron a cabo para el PU-H71 administrado a 75 mg/kg en el programa de 3-(Lunes-
Miércoles-Viernes), 2-(Lunes y Viernes) o 1-(Lunes) administraciones por semana (Figura 33a). Estos calculos
sugieren que los tumores se expondran a un [PU-H71wmorlprom de 7.45, 5.41 y 2.88uM, en los programas de
3xsemana, 2xsemana y 1xsemana, respectivamente (Figura 33a), indicando que el programa de administracion
menos frecuente aun debe administrar las concentraciones terapéuticamente efectivas al tumor (Figura 33b). De
hecho, se obtuvo la inhibicién del crecimiento tumoral significativo en el programa de 1xsemana, mientras que la
administracion de 2xsemana condujo a las regresiones tumorales durante las 5 semanas de tratamiento (Figura
33c). En los tumores evaluables (es decir los brazos del tratamiento de control y 5 mg/kg), los cambios en los
marcadores farmacodinamicos se analizaron cuando los ratones se sacrificaron 24 y 96 horas después de la tltima
dosis administrada.

El agotamiento significativo y casi total de las oncoproteinas (95% de disminucion de nivel, P=0.0021 y P=0.0025 a
las 24h y 96h, respectivamente) se observd en ambos puntos de tiempo (Figura 33d), sugiriendo que las
concentraciones de PU-H71 de saturacion objetivo (>2uM) deben estar presentes en los tumores en esos puntos de
tiempo. En esos tumores, la concentracion tumoral predicha de PET de PU-H71 es 5.51 y 2.18uM a 24h y 96h,
respectivamente (Figura 33a, panel 1xsemana), que concuerda estrechamente con las concentraciones tumorales
actuales de 5.53+0.26 y 3.09+1.40, respectivamente, medidas por LC-MS/MS (Figura 33e).

La metodologia descrita en lo anterior es faciimente aplicable a pacientes humanos. Un ejemplo se representa en la
Figura 34 y Figura 35. La Figura 34 muestra la PET/CT de ['%*]-PU-H71 de un paciente con cancer pancreatico
recurrente con enfermedad metastasica a los pulmones y a los ganglios linfaticos adyacentes. Las imagenes de PET
en varios tiempos posteriores a la inyeccion de [**I]-PU-H71 (4, 24, 48 y 192h) se cuantificaron y los datos SUV
obtenidos para [124I]-PU-H71 se convirtieron a concentraciones para una dosis administrada de PU-H71 de 20mg/m2.
Estos tumores muestran una captacion muy buena de ['?*I]-PU-H71 con retencién y visualizacion atn 192h (8 dias
después de la administracion). La PET/CT de [124I]-PU-H71 predice que este paciente es probable que responda a la
terapia de HSP90. La retencion de PU-H71 en el tumor por tiempos mas alla de 192h (8 dias) no se predijo por los
experimentos de ratén, donde como se observa en la Figura 30, el 1241_PU-H71 se eliminé de los tumores MDA-MB-
468 en las 150h posteriores a la administracion. El calculo de las concentraciones de PU-H71 en varios puntos de
tiempo de 0 a 192h también permite el calculo de un area bajo la curva (AUC) de tumor. En la Figura 34, el area
bajo la curva para los diversos nédulos de pulmoén y ganglios linfaticos (LN) se calcula de 0 a 192 horas.

La exposiciéon de estos tumores a PU-H71 como se determina por PU-PET permite la determinacion de una dosis
optima y programa para tratar a este paciente. Especificamente, la exposicion a PU-H71 de dos tumores
caracteristicos, uno en el pulmén izquierdo y otro en el LN del hilio derecho a través del tiempo del régimen de
tratamiento de dos semanas cuando se administra una dosis de 20mg/m2 en un programa de dos semanas (Martes
y Viernes) se calcularon y se representan como el area bajo la curva (AUC) y como una concentracion tumoral
promedio (Figura 35, panel superior). Los tumores muestran buena exposicion al farmaco con valores de AUCs de
190 y 499uM-h, respectivamente y concentraciones tumorales promedio del inhibidor de HSP90 de 0.71 y 1.57 M,
respectivamente. En los modelos preclinicos del cancer pancreatico tales concentraciones son efectivas en inhibir el
crecimiento, reducir su potencial invasivo y metastasico e inducir la apoptosis en las células cancerosas
pancreaticas, sugiriendo que la dosis de 20mg/m2 administrada en un programa de 2xsemana (Martes-Viernes) es
probable que beneficie al paciente.

Como también se muestra en la Figura 35 (paneles inferiores, se llevaron a cabo simulaciones similares en una
dosis de 40 mg/m2 y 80mg/m2 en un programa de dos veces por semana (Martes y Viernes). Lo mas 6ptimo en
cuanto a la prediccién del PU-PET es una dosis de 80mg/m2 administrada en un programa de 2xsemana (Martes y
Viernes), donde la exposicién del tumor y la concentracion tumoral promedio durante los 0-336 dias alcanzaria arriba
de 760 y 1998uM-h y 2.8 y 6.3uM (Figura 35, panel de fondo), respectivamente. Estos valores se predicen por los
estudios preclinicos (Figuras 32 y 33) para dar por resultado las regresiones y curas significativas.
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La Figura 36 muestra calculos similares para un paciente con cancer de mama HER2+ con enfermedad con
metastasis al pulmén. Los paneles superiores muestran los resultados del ensayo de PET con [ I] -PU-H71. Los
paneles intermedios e inferiores muestran concentraciones tumorales de PU-H71 en varios tiempos basados en una
dosificacion de PU-H71 administrada de 10 mg/m2. Los datos farmacocinéticos se reportan en términos de la AUC
del PU-H71 en el tumor entre 0 o 336 horas o la concentracion promedio del farmaco en el tumor durante ese
periodo de tiempo. Los datos de PU PET predicen que cuando se administra dos veces a la semana durante dos
semanas, una dosis de 10mg/m administraria una AUCqa3sn de tumor de 103puM-h y mantendrlan una
concentracion tumoral promedio de 0.59uM y de esta manera en este programa, una dosis de 80- 100mg/m y mas
alla se requeriria para una respuesta favorable. Cuando se administra tres veces a la semana durante dos semanas,
una dosis de 10mg/m daria una AUCo.336n de tumor de 140.8uM-h y mantendrla una concentracion tumoral
promedio de 0.71uM y de esta manera en este programa, una dosis de 60mg/m y mas alla se requeriria para una
respuesta favorable. Cuando se administra una vez a la semana durante dos semanas, una dosis de 10mg/m daria
una AUCy.336n de tumor de solamente 54puM-h y mantendrla una concentracion tumoral promedio de 0.41uM y de
esta manera en este programa, una dosis de 200mg/m y mas alla se requeriria para una respuesta favorable.
Cuando se admlnlstra 5 veces a la semana (diariamente con el fin de semana libre) durante dos semanas, una dosis
de 10mg/m daria una AUCq.336n de tumor de 189.8uM-h y mantendrla una concentracion tumoral promedio de
0.81uM y de esta manera en este programa, una dosis de 50mg/m y mas alla se requeriria para una respuesta
favorable.

Colectivamente, estos datos demuestran la utilidad de la PET de [124I]-PU-H7‘I para informar en el disefio de una

dosis eficaz y régimen de programa de dosificacion para el uso clinico personalizado de las terapias de HSP90.

Exposicion del tumor a PU-H71, como es determinado por la PET de [mI]-PU-H71, predice confiablemente la
respuesta antitumoral a la terapia de HSP90

El entendimiento del nimero de sitios objetivo que requieren la inhibicién a través del tiempo del tratamiento para dar
por resultado la cura sigue siendo un problema principal en la terapia dirigida. Por lo tanto los inventores simularon,
para los diversos regimenes de dosis y programas investigados en lo anterior, la ocupacion de los sitios de HSP90
por el inhibidor durante el periodo de tratamiento (Figura 37a). Entonces los inventores intentaron realizor un
analisis correlativo de la ocupacion de HSP90 tumoral con la respuesta antitumoral observada (Figura 37b).

El numero de sitios de HSP90 tumoral ocupados por el PU-H71 por gramo de tumor (sitios de HSP90/g) cuando el
PU-H71 se administra en las dosis terapéuticas (5 a 75mg/kg o 5000 a 75.000ng/g en ratones) se puede obtener
usando la Ecuacion (4). Debido a que un gramo del tumor MDA-MB-468 contiene un maximo de 160. 7x10° nmoles
de HSP90 (Figura 31d, BMAX) y dado que la ocupacién de mas de 100% de los sitios no es posible, los inventores
podrian simular la ocupacion de los sitios de HSP90 durante el tiempo de tratamiento para cada régimen de dosis y
programa (Figura 37a).

La ocupacion objetivo, medida como el % de sitios de HSP90 promedio ocupados y reconocidos por el PU-H71 ((%
de sitios de HSP90 ocupados)pom) durante el tiempo de tratamiento (Figura 37b), como la concentracion tumoral
promedio de PU-H71 registrada durante el tiempo de tratamiento ([PU-H71]“"*pom; Figura 37c¢) y como la
exposiciéon del tumor durante el tiempo de tratamiento como es calculado por la AUC de tumor se correlacioné
significativamente bien con la magnitud del efecto antitumoral observado (r°=0.7559,0.8162 y 0.8188,
respectivamente). Los analisis de los inventores sugieren la ocupacién de mas de 80% de los sitios de HSP90
tumoral promediados durante el tiempo de tratamiento (Figura 37b), o el mantenimiento de una concentracion
tumoral promedio de 5uM del inhibidor de HSP90 (Figura 37c), es necesario para la regresion y cura del tumor
MDA-MB-468. La menor ocupacion sin embargo, como es obtenida por un promedio de 15% y superior de los sitios
ocupados o logrados por el mantenimiento de una concentracion tumoral promedio durante el tiempo de tratamiento
de 0.5uM vy superior, aun puede realizor a una respuesta parcial (Figuras 37b, 37c).

Planteamiento

Basado en el andlisis anterior, los inventores han disefiado y desarrollado el primer ensayo basado en PET no
invasivo con uso potencial en el desarrollo clinico de los inhibidores de HSP90. Los inventores muestran su uso en la
determinacion de la farmacocinética y farmacodinamica intratumoral del farmaco precursor, en la determinacion de la
dosis del inhibidor de HSP90 necesario para lograr las concentraciones tumorales efectivas, en someter a ensayo la
concentracion actual del farmaco administrado al tumor y en disefiar un régimen de dosis y programa eficaz basado
en la eficiencia de modulacion objetivo y dosis tolerada no maxima (MTD). También los inventores muestran su uso
en la seleccion de pacientes que pueden tener mas probablemente una respuesta tumoral a la HSP90 objetivo.

Otros han mostrado en estudios precllnlcos o cllnlcos que los farmacos ethuetados con carbono 11, quor 18y
nitrégeno 13, tal como N-[ C] metll imatinib'? 3-N-metil y 4- carbonll[ C] -temozolomida'? N [2-
(d|metlIamlno)etll]acrldlna—4 -carboxamida ([ C]DACA)124 [18F]5 FU' derivado de [ F]fluor de dasatlnlb y
[ N]C|splat|na ® fueron utiles para estimar los parametros farmacocinéticos de PET para agentes cuyas vidas
medias son significativamente menores que el tiempo de muestreo total durante el escaneo. Para los inhibidores de
HSP90, cuyas vidas medias tumorales (es decir >24h) son mas Prolongadas que la duracion del muestreo permitido
por estos is6topos (es decir 10min, 20min y 110min para ®N y '®F, respectivamente), las evaluaciones
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farmacocinéticas de la PET usando estos radiois6topos son inapropiados. Debido a la vida media relativamente
prolongada de 124 el ensayo de PET de [124I]-PU-H71 es de esta manera el primer ensayo reportado que es capaz
de supervisar no invasivamente y cuantitativamente la farmacocinética del tumor de los inhibidores de HSP90
(Figura 38).

Ademas, el ensayo de PET de [124I]-PU-H71 es una verdadera materializacién del concepto de la formacion de
imagenes dirigida para la terapia dirigida usando cantidades residuales biolé%icamente inactivas radioetiquetadas de
los agentes terapéuticos dirigidos para la formacion de imagenes médicas'""*'. Mientras que el concepto es bien
reconocido y sumamente recomendado para el futuro del desarrollo de farmacos, proporcionando una via hacia la
medicina personalizada, no existe precedente para el uso de un agente terapéutico de molécula pequefia de
oncologia como un agente de formacioén de imagenes para seleccionar los pacientes mas sensibles a su accion
farmacologica ni asesoramiento sobre el programa de su dosis administrada. Debido a la presencia de yodo en la
estructura nativa del PU-H71 y por lo tanto la ausencia de cualquier perturbacion de su estructura y comportamiento
biolégico por la incorporacion de una etiqueta de radioyodo, el ensayo de PET de [124I]-PU-H71 es para el
conocimiento de los inventores uno de los primeros ensayos de su clase. Especificamente, el perfil de biodistribucion
observado de [124I]-PU-H7‘I, particularmente la retencién del tumor con eliminacion rapida del tejido no tumoral,
refleja aquella del agente terapéutico PU-H71. Ademas, mientras que la formaciéon de los metabolitos de farmaco
limita la a1plicacic')n de los farmacos etiquetados para PET*, los datos de los inventores muestran que el ensayo de
PET de [ 24I]-PU-H71 mide con precision las concentraciones de PU-H71 tumoral en niveles de tanto microdosis
como de dosis terapéutica, indicando que los metabolitos de PU-H71 no contribuyen significativamente a las
actividades tumorales medidas por PET. En conjunto, estos descubrimientos sugieren que el [124I]-PU-H7‘I es
adecuado para el uso como un “trazador” in vivo real de PU-H71.

En el desarrollo de la terapia de cancer dirigida es bien entendido que los ensayos clinicos requieren conocimiento
sobre si las concentraciones tumorales efectivas se logran y si el objetivo se modula apropiadamente. Los datos de
los inventores muestran que el ensayo de PET de [124I]-PUH71 mide cuantitativamente la farmacocinética inhibidora
de la HSP90 tumoral permitiendo las correlaciones de dosis tumoral-respuesta tumoral que son mas informativas
que las correlaciones de respuesta tumorales convencionales con dosis inyectada o farmacocinética del plasma. Los
datos de los inventores también muestran que para el PU-H71, la farmacocinética del tumor refleja la
farmacodinamica del tumor, identificando la PET de [124I]-PU-H7‘I como una medicién no invasiva de ambos
parametros. De esta manera, la farmacocinética del tumor, también indicativa de la ocupacion objetivo, tiene
potencia predictiva en el entendimiento de la respuesta tanto inmediata (es decir modulacion objetivo después de
una dosis de inhibidor) como a largo plazo (es decir, modulaciéon objetivo durante el programa disefiado) a un
régimen de tratamiento de inhibidor de HSP90. Ademas, al evaluar la farmacocinética del tumor de [124I]-PU-H71 en
pacientes individuales que se consideran para la terapia de HSP90, también se pueden identificar pacientes que se
benefician mas probablemente del tratamiento con HSP90 y en consecuencia ajustan la dosis terapéutica y el
programa, basados en la captacion del tumor y la eliminacion de ['?*]-PU-H71 (Figura 38a).

También los inventores muestran que el ensayo puede guiar el desarrollo de regimenes de dosificacion
individualizados basados en la farmacocinética de la HSP90 tumoral derivada de PET, como un biomarcador de
formacién de imagenes del grado de la HSP90 tumoral objetivo y su saturacion por una dosis terapéutica de
inhibidor de HSP90, con potencial para predecir el efecto antitumoral y el resultado a través del curso de la terapia
de HSP90 (Figura 38b). Debido a estas caracteristicas, el ensayo de PET de ['*I]-PU-H71 es dptimo para el uso en
estudios clinicos del inhibidor de HSP90 como una herramienta farmacométrica para entender (Figura 38a) v,
potencialmente, predecir la respuesta tumoral al tratamiento de HSP90 (Figura 38b).

Los datos de [124I]-PU-H71 también proporcionan una estrategia de dosificacion mas racional y efectiva en la terapia

dirigida a HSP90 basada en la concentracion tumoral maximamente efectiva derivada de PET antes que la dosis
tolerada maxima convencional (MTD). Este procedimiento se dirige hacia una nueva meta de dosificacion para lograr
una dosis tumoral maxima, un nivel de dosis 6ptimo en el cual los objetivos tumorales se saturan casi por el farmaco,
como es visualizado por la PET (Figura 38c). Este procedimiento evitaria la escalada de dosis adicional que solo
puede incrementar la toxicidad del paciente no la eficacia antitumoral. Si la saturaciéon tumoral se observa en una
dosis terapéutica menor que una dosis tolerada maxima (MTD) (como es determinado por un ensayo de escalada de
dosis, por ejemplo), entonces una estrategia de dosificacion podria perseguir el descubrimiento de la frecuencia
tolerada maxima de dosificacion de la concentracion tumoral maximamente efectiva de saturacion como es
determinada por la PET. La PET de [124I]-PU-H71 podria explorar la duracién de la saturaciéon tumoral después de
una dosis tumoral maximamente efectiva para informar adicionalmente la selecciéon de la frecuencia de dosificacion.
La PET de [124I]-PU-H71 se podria usar similarmente para guiar la seleccion de dosis y frecuencia de otros
inhibidores de HSP90. La capacidad de una dosis terapéutica de un agente dirigido a HSP90 para inhibir
competitivamente la orientacién del tumor por el trazador [1 4I]-PU-H7‘I podria proporcionar un indice de saturacién
de farmaco tumoral. Para el desarrollo clinico de los inhibidores de HSP90, la PET de [124I]-PU-H71 se podria usar
para acumular datos farmacocinéticos tumorales de una poblacién de ensayo de fase 1/2 para derivar una estrategia
de dosificacion generalmente aplicable o se podria usar sobre una base de paciente individual para una seleccién de
programas de dosis verdaderamente “personalizados”. La formacion de imagenes de PU-H71 mediante PET, los
inventores creen, que es una herramienta clinica bien adecuada para someter a prueba esta hipétesis. Con un
ensayo de microdosis de Fase 0 de [124I]-PU-H71 actualmente en curso, y el ensayo de PET de [124I]-PU-H7‘I que se
incorpora en un estudio clinico de Fase 1 proximo de PU-H71 en el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center, este
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concepto se evaluara pronto en un contexto clinico.

En conclusion, la PET de [124I]-PU-H7‘I, como un ensayo dirigido de la HSP90 tumoral, puede avanzar notable y

racionalmente la seleccion de pacientes, seleccion de dosis, diagnéstico tumoral y evaluacion de la respuesta
tumoral en el nivel del objetivo molecular en la terapia dirigida a HSP90. Como tal, el ensayo de PET de [124I]-PU-
H71 novedoso debe facilitar el desarrollo clinico 6ptimo con una buena relacion costo-eficacia y racional y el uso de
los inhibidores de HSP90 en el cancer. El uso de la PET de [124I]-PU-H7‘I representa un avance importante en el
disefio de ensayos clinicos de inhibidores de HSP90 y promueve el paradigma de la farmacométrica de formacién de
imagenes dirigida para el desarrollo de otros agentes terapéuticos dirigidos.

5.2.2.2.2. ["*1]-PU-DZ13 y [***1]-PU-HZ151

Otros inhibidores de HSP90 con yodo enddgeno se evaluaron por su capacidad de desarrollarse en el ensayo de
PET de HSP90. Dos compuestos de este tipo que incluyen [124I]-PU-DZ13 y [124I]-PU-HZ151, se sintetizaron, como
se muestra en los Esquemas 16 y 17.

o
o | o)
- | |
F7N"N FJ\N’ N F)\N/ N
) § §
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Esquema 16: Sintesis de [**l]-PU-DZ13
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ESQUEMA 17: Sintesis de ['*1]-PU-HZ151. Reactivos y condiciones: a. EtsN, (Boc),0, CHoCly, rt; b. Pd(PPhs)a,
hexametilditina, dioxano, 90°C; c. ['?*l]-Nal, cloramina-T, rt, 10 min.; d. TFA, 70°C, 60 min.

Los rendimientos radioquimicos de estos compuestos fueron 36.96 + 12.97% ([124I]-PU-DZ13), 36.45 + 15.75%
("*1]-PU-HZ151) y 45.33 + 15.76% (['**I]-PU-H71); la pureza radioquimica (>98%) se confirmé por HPLC. Las
actividades especificas fueron 633 mCi/umol (['?*]-DZ13), 576 mCi/umol ([***I]-HZ151) y 1000 mCi/umol ([***I]-PU-
H71).

A fin de evaluar la estabilidad in vitro de [124I]-PU-H7‘I y [124I]-PU-DZ13, los compuestos se incubaron en sueros
humanos a 37°C durante cinco dias, y se analizaron por ITLC para determinar si se presenté la desalogenacion. Se
determiné que tanto [124I]-PU-H71 como [124I]-PU-DZ13 fueron estables (> 98%) durante cinco dias (120 h).

El tumor retiene [131I]-PU-DZ13 cuando se administra por las vias tanto IV como IP, sin embargo, la retencion del

tumor es mas alta por la administracion 1V, con significancia estadistica (P < 0.05) (24 h posterior a la administracion,
vias intravenosas contra intraperitoneal). En los ratones que no llevan tumor C57BL/6J, el [131I]-PU-DZ13 se elimina
rapidamente de la sangre cardiaca (% de ID/g fue 3.33 = 0.13 en 2 min y 0.013 = 0.00 24 h después de la
administracion), y tiene la captacion mas grande por el estdmago y los intestinos (3-8% ID/g). Las captaciones del
higado y bazo no fueron significativamente diferentes (P < 0.05), sugiriendo la implicacion del sistema
reticuloendotelial (RES). La captacion del rifion de ["*'I]-PU-DZ13, sin embargo, implicé la inhibicion urinaria (% de
ID/g descendida de 5.53 + 0.34 a 2 min (datos no mostrados) a 0.06 + 0.01 24 h después de la administracién). En el
modelo de raton TNBC con MDA-MB-468, [131I]-PU-DZ13 se retuvo por el tumor por mas tiempo cuando se
administro for la via intravenosa comparada con la via intraperitoneal. Por la administracién 1V, la captaciéon de
tumor de ["*'I]-PU-DZ13 (1.47 + 0.22 %ID/g a 1 h), disminuyo lentamente (% de ID/g = 0.56 + 0.14, 4 h; 0.40 + 0.03,
12 h; 0.09 + 0.03, 24 h) durante 72 h (0.05 + 0.00 % de ID/g). Como con los ratones que no llevan tumor, las
captaciones gastrointestinales y RES de ['*'I]-PU-DZ13, y la eliminacion renal se observé en MBA-MD-468. La
biodistribucién in vivo de ['*']-PU-DZ13, cuando se coadministré con PU-DZ13 a 25 mg/kg (24 h posteriores a la
administracion, vias intraperitoneales contra intravenosas), muestra que el PU-PET predijo que las concentraciones
tumorales se comparan favorablemente con los valores determinados por LCMS-MS.

La formacion de imagenes de PET in vivo detectaron los tumores MDA-MB-468 con los inhibidores de HSP90 [124I]-
PU-H71 y ['?1]-PU-DZ13. La Figura 39 muestra los resultados de la formacion de imagenes de PET 48 h después
de la inyeccion, de los ratones inyectados sistémicamente con cualquier inhibidor ([124I]-PU-H7‘I o [124I]-PU-DZ‘I3).
Ambos inhibidores de HSP90 radioyodados detectaron los tumores con PET en cada punto de tiempo. La ca?tacic')n
de % de ID/g de los dos inhibidores no fue significativamente diferente en las masas tumorales, aunque [1 4I]-PU-
DZ13 parecioé cuantitativamente que tiene menos captacion abdominal no especifica.

A diferencia de [124I]-PU-DZ13 y [124I]-PU-H7‘I, el [124I]-PU-HZ15‘I no pudo detectar los tumores en los ratones
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posiblemente debido a su rapido metabolismo por el higado.
5.3. Tratamiento de pacientes con cancer con PU-H71

Los métodos descritos en la seccién 5.2.1. indican que los inhibidores de HSP90 radioetiquetados tal como [124I]-PU-
H71 se puede usar para identificar pacientes que es probable que respondan a la terapia de inhibicion de HSP90 y
para disefiar regimenes de dosificacion optimizados para pacientes individuales. Los regimenes de dosificacion se
basan en tales factores como exposicién del tumor del inhibidor y la ocupacion de la HSP90 por el inhibidor. Estos
parametros farmacocinéticos se evalluan facilmente usando los inhibidores radioetiquetados de la presente
descripcion. Debido al hecho de que los datos farmacocinéticos se pueden obtener facilmente de un grupo grande
de pacientes con cancer individuales, los inventores tienen la capacidad de determinar un intervalo de parametros
farmacocinéticos que seran adecuados para lograr un nivel deseado de eficacia de un inhibidor de HSP90 particular
sin problemas toxicoldgicos concomitantes provocados por la sobredosis con el inhibidor de HSP9O0.

Por consiguiente, la descripcion proporciona adicionalmente métodos para tratar pacientes con tumores solidos,
malignidades hematoldgicas, y linfomas con inhibidores de HSP90, particularmente PU-H71, para lograr un perfil
farmacocinético particular. La descripcion también proporciona métodos para tratar tumores solidos, malignidades
hematolégicas, y linfomas con inhibidores de HSP90, particularmente PU-H71, al administrar el inhibidor en niveles
de dosificacion particulares y/o programas de dosificacion particulares. En modalidades particulares, el tumor que se
trata con el inhibidor de HSP90 es un “tumor dependiente de HSP90”. Como se plantea en lo anterior, un tumor
dependiente de HSP90 es un tumor cuya fisiologia usa la HSP90. Un tumor dependiente de HSP90 contiene una
cantidad significativa de “HSP90 oncogénica” en relacién con la HSP90 de mantenimiento normal. La metodologia
descrita en esta seccion se puede aplicar a numerosos tipos de canceres incluyendo pero no limitado a cancer
colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de células basales, melanoma, carcinoma de células
renales, cancer de vejiga, cancer de prostata, cancer de pulmoén incluyendo cancer de pulmén de células pequefias,
cancer de pulmén de células no pequeiias y adenocarcinoma, cancer de mama de todos los subtipos,
neuroblastoma, canceres gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer de esofago,
cancer de estdmago, cancer de higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo
gliomas, linformas incluyendo linfoma folicular y linfoma de células B grandes difuso, mieloma mudltiple, incluyendo
otros ftrastornos de células plasmaticas, leucemias, neoplasias mieloproliferativas y canceres ginecoldgicos
incluyendo canceres de ovario, cervical y de endometrio.

En una modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente humano que tiene un tumor sélido,
linfoma o malignidad hematolégica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente para
proporcionar una ocupacion de 15% o mayor de la HSP90 oncogénica en el tumor del paciente, una ocupacion de
30% o mayor de la HSP90 oncogénica en el tumor del paciente, una ocupacion de 50% o mayor de la HSP90
oncogénica en el tumor del paciente, o una ocupacion de 60% o mayor de la HSP90 oncogénica en el tumor del
paciente en por lo menos un punto en el tiempo entre aproximadamente 16 horas a aproximadamente 24 horas
después de la administracion del farmaco. Por ejemplo, la administracion de PU-H71 puede proporcionar una
ocupacion de por lo menos 15%, por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo
menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o
100% de la HSP90 oncogénica en el paciente en por lo menos un punto en el tiempo entre 16 y 24 horas después
de la administracién del farmaco. En una modalidad particular, la administracion de PU-H71 puede proporcionar una
ocupacion de por lo menos 15%, por lo menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo
menos 60%, por lo menos 70%, por lo menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o
100% de la HSP90 oncogénica en el paciente aproximadamente 24 horas después de la administracion del farmaco.
En otra modalidad, la administracion de PU-H71 puede proporcionar una ocupacion de por lo menos 15%, por lo
menos 20%, por lo menos 30%, por lo menos 40%, por lo menos 50%, por lo menos 60%, por lo menos 70%, por lo
menos 80%, por lo menos 85%, por lo menos 90%, por lo menos 95% o 100% de la HSP90 oncogénica en el
paciente en el intervalo completo entre 16 horas y 24 horas después de la administracion del farmaco. El PU-H71 se
puede administrar para proporcionar una ocupacion de la HSP90 oncogénica ligada por cualquiera de los dos
valores anteriores en por lo menos un punto en el tiempo en el intervalo completo entre aproximadamente 16 horas a
aproximadamente 24 horas después de la administraciéon del farmaco, por ejemplo, una ocupacion de
aproximadamente 20% a aproximadamente 80%, una ocupacion de aproximadamente 30% a aproximadamente
80%, una ocupacion de entre 40% y 80%, una ocupacion de entre 40% y 90%, una ocupacion de aproximadamente
50% a aproximadamente 80%, una ocupacién de aproximadamente 50% a aproximadamente 90%, una ocupacion
de aproximadamente 60% a aproximadamente 80%, una ocupacion de aproximadamente 60% a aproximadamente
99%, una ocupacion de aproximadamente 50% a aproximadamente 99%, una ocupacion de aproximadamente 50%
a aproximadamente 99.9%, una ocupacion de aproximadamente 70% a aproximadamente 99.9%, etc. En otra
modalidad, el PU-H71 se administra en la dosificacion minima para lograr 100% de ocupacion de la HSP90
oncogénica. Como se plantea en la Seccion 5.2.1.1., la administracion de PU-H71 para proporcionar las
ocupaciones de la HSP90 oncogénica anteriores da por resultado dosis eficaces de PU-H71. En una modalidad
particular, el paciente con el tumor es un paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematolégica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente para una
concentracion tumoral a 24 horas después de la administracion en el intervalo de aproximadamente 0.3 pM a
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aproximadamente 7.5 pyM. Por ejemplo, la concentracion de PU-H71 en el tumor aproximadamente 24 horas
después de la administraciéon de PU-H71 puede ser de 0.3 uM, 1 uM, 3 uM, 5 uM o 7 uM. El PU-H71 se puede
administrar para proporcionar una concentracion tumoral del farmaco después de aproximadamente 24 horas entre
cualquiera de los dos valores anteriores, por ejemplo, una concentracion tumoral de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 3 pM, una concentracién tumoral de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 5 uM, una
concentracion tumoral de aproximadamente 3 yM a aproximadamente 5 pM, una concentracion tumoral de
aproximadamente 3 pM a aproximadamente 7 uM, etc. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un
paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar a un paciente que tiene un tumor sdélido, linfoma o
malignidad hematolégica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente para
proporcionar una concentracion tumoral aproximadamente 48 horas después de la administracién en el intervalo de
aproximadamente 0.05 pM a aproximadamente 3.5 uM. Por ejemplo, la concentracion de PU-H71 en el tumor
aproximadamente 48 horas después de la administracion de PU-H71 puede ser de aproximadamente 0.5 pM,
aproximadamente 1 uM, aproximadamente 1.5 yM, aproximadamente 2 uM o aproximadamente 3 uM. El PU-H71 se
puede administrar para proporcionar una concentracion tumoral del farmaco después de aproximadamente 48 horas
entre cualquiera de los dos valores anteriores, por ejemplo, una concentracion tumoral de aproximadamente 1 uM a
aproximadamente 2 pM, una concentracién tumoral de aproximadamente 1 uM a aproximadamente 3 uM, una
concentracion tumoral de aproximadamente 0.5 uyM a aproximadamente 2 uyM, una concentracién tumoral de
aproximadamente 0.25 uyM a aproximadamente 2 uM, efc. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es
un paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripciéon proporciona métodos para tratar a un paciente que tiene un tumor sdélido, linfoma o
malignidad hematolégica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente para
proporcionar una concentracion tumoral aproximadamente 24 horas después de la administracién en el intervalo de
aproximadamente 0.3 uM a aproximadamente 7.5 uM y aproximadamente 48 horas después de la administracién en
el intervalo de aproximadamente 0.05 uM a aproximadamente 3.5 yM. En una modalidad particular, el paciente con
el tumor es un paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

Como se plantea en la Seccién 5.2.1.1., el ensayo radioetiquetado proporciona un medio conveniente para
determinar la exposicion del tumor de PU-H71. La exposicién del tumor se puede medir usando varios parametros
farmacocinéticos tal como AUC en el tumor y la concentracion tumoral promedio del farmaco durante un periodo de
tiempo particular. Basado en la riqgueza de los datos farmacocinéticos acumulados sobre los pacientes con
numerosos tumores solidos, los inventores han determinado que la medicién de la AUC y la concentracion tumoral
promedio durante un periodo de tratamiento particular (por ejemplo, dos semanas) proporciona informacion
importante con respecto a la eficacia y toxicologia del farmaco. Como se plantea en lo anterior, el término “AUC de
tumor” se refiere a la concentracion intracelular acumulativa del farmaco durante el periodo de tiempo desde la
administracion del farmaco hasta otro punto en el tiempo. Por ejemplo, la AUC en el espacio de agua del tumor a
través de un periodo de tiempo de 0 horas a 336 horas es referida en la presente como AUCy.336n de tumor. El punto
de tiempo “0” puede referirse al tiempo cuando el farmaco primero se administra en el inicio de un nuevo ciclo de
tratamiento. Como alternativa, el punto de tiempo “0” puede referirse al punto de tiempo en que el farmaco se
administra en la mitad de un ciclo de tratamiento. Se entendera que multiples dosis del farmaco se pueden
administrar en varios tiempos entre el punto de tiempo 0 y el punto de tiempo de 336 horas. Como se plantea a
continuacion, los valores de AUC de tumor y las concentraciones tumorales promedio que se encuentran dentro de
los intervalos particulares proporcionan dosis eficaces.

En una modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematoldgica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente que proporciona
una AUC.336n de aproximadamente 150 a aproximadamente 4000 uM-h. Por ejemplo la AUCq.336n de tumor de PU-
H71 puede ser de aproximadamente 300 uM-h, aproximadamente 500 uM-h, aproximadamente 800 uM-h,
aproximadamente 1200 yM-h, aproximadamente 1500 uM-h, aproximadamente 2000 uM-h, aproximadamente 3000
MM-h o aproximadamente 4000 uM-h. El PU-H71 se puede administrar para proporcionar una AUCy.336n de tumor
entre cualquiera de los dos valores anteriores, por efemplo, una AUCq.336n de tumor que varia de aproximadamente
300 uM-h a aproximadamente 800 uM-h, una AUCy.336n de tumor que varia de aproximadamente 500 uM-h a
aproximadamente 800 uM-h, una AUCy.336n de tumor que varia de aproximadamente 500 uM-h a aproximadamente
1000 uM-h, una AUCy.336n de tumor que varia de aproximadamente 1000 uM-h a aproximadamente 1500 pM-h, una
AUC.336n de tumor que varia de aproximadamente 1000 uM-h a aproximadamente 2000 pM-h, una AUCq.336n de
tumor que varia de aproximadamente 1500 uM-h a aproximadamente 2000 uM-h, una AUCy.336n de tumor que varia
de aproximadamente 2000 pM-h a aproximadamente 3000 pM-h, una AUCos3sn de tumor que varia de
aproximadamente 2000 uM-h a aproximadamente 4000 uM-h, una AUCos33n de tumor que varia de
aproximadamente 3000 uM-h a aproximadamente 4000 uM-h, etc. En una modalidad, el punto de tiempo “0” es el
inicio de un nuevo ciclo de tratamiento. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un paciente humano
con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematoldgica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente que proporciona
una AUCy.1esn de aproximadamente 75 uM-h a aproximadamente 2000 pM-h. Por ejemplo la AUCq.16sn de tumor de
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PU-H71 puede ser de aproximadamente 75 uM-h, aproximadamente 250 pM-h, aproximadamente 400 uM-h,
aproximadamente 600 uM-h, aproximadamente 750 uM-h, aproximadamente 1000 uM-h, aproximadamente 1500
MM-h o aproximadamente 2000 uM-h. El PU-H71 se puede administrar para proporcionar una AUCo.1esn de tumor
entre cualquiera de los dos valores anteriores, por ejemplo, una AUCo.16sn de tumor que varia de aproximadamente
150 pM-h a aproximadamente 400 uM-h, una AUCo.16sn de tumor que varia de aproximadamente 250 uM-h a
aproximadamente 400 pM-h, una AUCy.16sn de tumor que varia de aproximadamente 200 uM-h a aproximadamente
500 uM-h, una AUCy.16sn de tumor que varia de aproximadamente 500 yM-h a aproximadamente 750 uM-h, una
AUC.16sn de tumor que varia de aproximadamente 500 uM-h a aproximadamente 1000 uM-h, una AUCy.1esn de
tumor que varia de aproximadamente 750 uM-h a aproximadamente 1000 uM-h, una AUCy.1esn de tumor que varia
de aproximadamente 1000 pM-h a aproximadamente 1500 pM-h, una AUCo.1esn de tumor que varia de
aproximadamente 1000 uM-h a aproximadamente 2000 upM-h, una AUCo.16sn de tumor que varia de
aproximadamente 1500 uM-h a aproximadamente 2000 uM-h, etc. En una modalidad, el punto de tiempo “0” es el
inicio de un nuevo ciclo de tratamiento. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un paciente humano
con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematoldgica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente que proporciona
una AUCg.4sn de aproximadamente 10 a aproximadamente 300 uM-h. Por ejemplo la AUCy.sg, de tumor de PU-H71
puede ser de aproximadamente 15 uM-h, aproximadamente 20 uM-h, aproximadamente 25 yM-h aproximadamente
30 yM-h, aproximadamente 40 uM-h, aproximadamente 50 uM-h, aproximadamente 80 uM-h, aproximadamente 100
MM-h, aproximadamente 150 pM-h o aproximadamente 200 uM-h. EI PU-H71 se puede administrar para
proporcionar una AUCy.4sn entre cualquiera de los valores anteriores, por ejemplo, una AUCg.4sn de tumor que varia
de aproximadamente 10 yM-h a aproximadamente 100 uM-h, una AUCy.4sr de tumor que varia de aproximadamente
10 yM-h a aproximadamente 80 uM-h, una AUCj4sn de tumor que varia de aproximadamente 15 uM-h a
aproximadamente 80 uM-h, una AUCy4sn de tumor que varia de aproximadamente 15 uM-h a aproximadamente 50
MM-h, una AUCy.4sn de tumor que varia de aproximadamente 20 uM-h a aproximadamente 50 uM-h, una AUCg.4sn de
tumor que varia de aproximadamente 20 uM-h a aproximadamente 40 uM-h, un AUCo.4sn de tumor que varia de
aproximadamente 20 uM-h a aproximadamente 30 uM-h, etc. En una modalidad, el punto de tiempo “0” es el inicio
de un nuevo ciclo de tratamiento. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un paciente humano con
un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcidon proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematoldgica que comprende administra una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente que proporciona
una concentracion tumoral promedio de PU-H71 (referido en la presente como [PU-H71]pom) entre O y 336 horas de
aproximadamente 0.5 yM a aproximadamente 7.5 uM. Por ejemplo, el [PU-H71],om entre 0 y 336 horas puede ser de
aproximadamente 1 uM, aproximadamente 3 uM, aproximadamente 5 uM, o aproximadamente 7 uM. El PU-H71 se
puede administrar para proporcionar un [PU-H71]a4 entre cualquiera de los dos valores anteriores, por ejemplo, un
[PU-H71]prom (medido entre 0 horas y 336 horas) que varia de aproximadamente 1 yM a aproximadamente 5 yM, de
aproximadamente 3 pM a 7 pM, de aproximadamente 3 uM a aproximadamente 5 uM, etc. En una modalidad, el
punto de tiempo “0” es el inicio de un nuevo ciclo de tratamiento. En una modalidad particular, el paciente con el
tumor es un paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

En otra modalidad, la descripcién proporciona métodos para tratar un paciente que tiene un tumor sélido, linfoma o
malignidad hematoldgica que comprende administrar una cantidad suficiente de PU-H71 al paciente que proporciona
una concentracion tumoral promedio de PU-H71 ([PU-H71],rom) entre 0 y 168 horas de aproximadamente 0.25 uM a
aproximadamente 3.75 uM. Por ejemplo, el [PU-H71]pom entre 0 y 168 horas puede ser de aproximadamente 0.5 pM,
aproximadamente 1.5 uM, aproximadamente 2.5 uyM, o aproximadamente 3.5 uM. El PU-H71 se puede administrar
para proporcionar un [PU-H71],om entre cualquiera de los dos valores anteriores, por ejemplo, un [PU-H71]p0om
(medido entre 0 horas y 168 horas) que varia de aproximadamente 0.5 pM a aproximadamente 2.5 puM, de
aproximadamente 1.5 yM a 3.5 uM, de aproximadamente 1.5 uyM a aproximadamente 2.5 uM, etc. En una
modalidad, el punto de tiempo “0” es el inicio de un nuevo ciclo de tratamiento. En una modalidad particular, el
paciente con el tumor es un paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

Como se entendera por una persona experta en el campo, la cantidad total de PU-H71 que necesita ser
administrada para lograr la ocupacién de “HSP90 oncogénica” deseada, la AUC de tumor o [PU-H71]pom €s
dependiente por tanto la via de administracion como el programa de dosificaciéon. El PU-H71 se puede administrar
por varias vias inyectables incluyendo intravenosa, subcutanea, intramuscular e intraperitonealmente. Como
alternativa, el PU-H71 se puede administrar oralmente.

En una modalidad de la presente descripcion, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente humano que
tiene un tumor sdlido, linfoma o malignidad hematoldgica en una dosificacion que varia de aproximadamente 5
mg/m2 a aproximadamente 250 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion seleccionado de una vez a la
semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana o cinco veces a la semana. En
modalidades particulares, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente humano en una dosificaciéon de
aproximadamente 20 mg/m2 a aproximadamente 60 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion
seleccionado de una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana, o
cinco veces a la semana. En modalidades particulares, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente
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humano en una dosificacion de aproximadamente 50 mg/m2 a aproximadamente 250 mg/m2 de acuerdo con un
programa de dosificacion seleccionado de una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana,
cuatro veces a la semana o cinco veces a la semana. En otras modalidades, el PU-H71 se administra
intravenosamente a un paciente humano en una dosificacion de aproximadamente 50 mg/m2 a aproximadamente
100 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion seleccionado de una vez a la semana, dos veces a la
semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana o cinco veces a la semana. En otras modalidades, el PU-
H71 se administra intravenosamente a un paciente humano en una dosificacion de aproximadamente 75 mg/m2 a
aproximadamente 200 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion seleccionado de una vez a la semana,
dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana o cinco veces a la semana. En aun otras
modalidades, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente humano en una dosificacion de
aproximadamente 75 mg/m2 a aproximadamente 150 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion
seleccionado de una vez a la semana, dos veces a la semana, tres veces a la semana, cuatro veces a la semana o
cinco veces a la semana. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un paciente humano con un tumor
dependiente de HSP90.

En modalidades preferidas, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente humano que tiene un tumor
solido, linfoma o malignidad hematolégica de acuerdo con un programa de dosificacion de una vez a la semana, dos
veces a la semana o tres veces a la semana. En una modalidad particular, el PU-H71 se administra
intravenosamente en una cantidad que varia de aproximadamente 50 mg/m2 a aproximadamente 150 mg/m2 o de
aproximadamente 70 mg/m2 a aproximadamente 125 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacién de dos
veces a la semana. En otra modalidad particular, el PU-H71 se administra intravenosamente en una cantidad que
varia de aproximadamente 20 mg/m2 a aproximadamente 100 mg/m2 o de aproximadamente 40 mg/m2 a
aproximadamente 80 mg/m2 de acuerdo con un programa de dosificacion de tres veces a la semana. En otra
modalidad, el PU-H71 se administra intravenosamente en una cantidad que varia de aproximadamente 90 mg/m2 a
aproximadamente 190 mg/m2 o de aproximadamente 100 mg/m2 a aproximadamente 250 mg/m2 de acuerdo con
un programa de dosificacion de una vez a la semana. En una modalidad particular, el paciente con el tumor es un
paciente humano con un tumor dependiente de HSP90.

En una modalidad, el PU-H71 se administra intravenosamente a un paciente humano que tiene un tumor sélido,
linfoma o malignidad hematolégica de acuerdo con un programa de dosificacion de una vez a la semana o dos veces
a la semana durante dos semanas seguido por una semana libre. En una modalidad particular, el PU-H71 se
administra en un programa de dosificacion de una vez a la semana o dos veces a la semana durante una semana
seguido por una semana libre. Como alternativa, el PU-H71 se puede administrar una veza la semana o dos veces a
la semana sin semanas libres entre las mismas.

5.4. Evaluacion de las vias y oncoproteinas dependientes de HSP90 para aplicaciones de pronéstico y de
diagnostico

Como se plantea en la Seccion 5.1., la informacion en la relacion entre la “HSP90 oncogénica” y la HSP90 normal en
las células cancerosas se puede usar para determinar la contribucion de la HSP90 en la supervivencia y proliferacion
de las células cancerosas. Adicionalmente, los inventores han identificado proteinas particulares y vias que
dependen frecuentemente de la HSP90 para su supervivencia. La identificacion de los niveles de expresion de estas
proteinas y o de estas vias en las células cancerosas de un paciente pueden proporcionar informacioén importante en
la funcién de la proteina de HSP90 en el cancer del paciente, particularmente cuando se evalla contra los pacientes
que han respondido a la terapia de HSP90. Por consiguiente, la presente descripcion proporciona métodos para
determinar si un cancer humano presente en un paciente probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de
HSP90 que comprende (a) obtener una muestra que contiene células que expresan la proteina HSP90 del cancer
del paciente; (b) evaluar las células presentes en la muestra de la presencia de por lo menos uno de los siguientes
parametros: una via AKT activada, un defecto en la funcién o expresién supresora del tumor PTEN, una via STAT5
activada, o un miembro de la familia Bcl2, tal como Bcl-xL, expresion proteinica; y (c) comparar la evaluacion
obtenida en la etapa (b) con una evaluacion de referencia predeterminada del mismo parametro o parametros
evaluados en la etapa (b) para células cancerosas humanas de uno o mas pacientes con cancer quienes
respondieron a la terapia con el inhibidor de HSP90 para determinar en consecuencia si el cancer del paciente
probablemente respondera a la terapia con el inhibidor de HSP90. En modalidades particulares, las células son
células cancerosas de mama o células de leucemia mieloide aguda (AML).

A pesar del gran numero de nuevos agentes potenciales que entran en evaluacion clinica cada afio, solamente 5% a
8% siempre alcanzan el registro. De preocupacién particular es la tasa alta de fracasos en la Fase 3, donde un
estimado de 50% de agentes de oncologia se detienen en el desarrollo. Tales fracasos son especialmente costosos
y privan a muchos pacientes de tratamientos potencialmente mas efectivos. Estas estadisticas nefastas hablan
claramente de las necesidades de descubrir e implementar biomarcadores predictivos de la seleccidon de pacientes y
enriquecimiento de los ensayos.

¢Que han aprendido los inventores de los resultados obtenidos en los Ultimos afios con los agentes dirigidos?
Cuando un nuevo farmaco se ha administrado, ya sea como un solo agente o en adicion a la quimioterapia en una
poblaciéon de estudio no seleccionado por ningun biomarcador, la mayoria de ensayos han producido resultados
negativos, mientras que en una minoria pequefia de casos se ha mostrado un beneficio estadisticamente
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significativo. Este beneficio, sin embargo, consistio, en el mejor de los casos, en una prolongacién absoluta pequefia
o moderada de la supervivencia total. Por otra parte, ejemplos de un beneficio absoluto mayor obtenido con el uso
de agentes dirigidos basados en una seleccion de pacientes conducida por biomarcador esta constantemente en
incremento. Los biomarcadores proporcionan la posibilidad de usar caracteristicas tumorales y de pacientes para
integrar un pronosticador preciso de la eficacia con una terapia basada en mecanismo especifico, guiando la
seleccion del tratamiento para cada paciente individual. En particular, un marcador predictivo validado puede
identificar prospectivamente individuos que es probable que presenten un resultado clinico positivo de un tratamiento
especifico.

La presente descripcidon reconoce estos problemas y propone desarrollar y validar biomarcadores para una seleccion
de pacientes conducida por biomarcador y enriquecimiento del ensayo en la implementacion de inhibidores de
HSP90 en el tratamiento de canceres.

5.4.1. Marcadores predictivos de la sensibilidad apoptética a la HSP90 en cancer de mama

Dependiendo de la constitucion genética del tumor, ya sea un efecto citostatico o citotéxico puede resultar de la
inhibicién de HSP90 en BC. En la clinica, sin embargo, una respuesta altamente apoptética no citostatica para el
tratamiento es mas deseada. De esta manera, para identificar los tumores de cancer de mama que es mas probable
que se sometan a la apoptosis cuando se estimulan con PU-H71 y otros inhibidores de HSP90, los inventores han
conducido estudios preliminares en lineas de células para identificar lesiones moleculares que se asocian con la
respuesta apoptética mas alta en la inhibiciéon de HSP90.

Estos estudios proponen una regulacion dirigida por HSP90 de Akt activada y Bcl-xL elevadas y/o Bcl2 y/o Mcl-1
como elementos principales que confieren sensibilidad apoptética de los tumores a la inhibicion de HSP90 (es decir,
biomarcadores predictivos de respuesta). Una persona experta en el campo apreciara que la mediciéon de una via
Akt activada puede requerir la medicion del estado de expresion y/o fosforilacion de una o mas proteinas asociadas
con esta via, tal como pero no limitado a Akt, S6, PRAS40, Bcl2, mTOR, IKK, NFkB. La informacién detallada en la
via Akt y su activacion se puede encontrar en linea en la base de datos KEGG PATHWAY; y la base de datos de
Interaccion de Vias Naturales del Instituto de Cancer Nacional. Véase también los sitios web de Cell Signaling
Technology, Beverly, Mass.; BioCarta, San Diego, Calif.; and Invitrogen/Life Technologies Corporation, Clarsbad,
Calif. Esta via esta compuesta por, pero no restringida a 4,5-bisfosfato de 1-fosfatidil-D-mio-inositol, 14-3-3, 14-3-3-
Cdkn1b, Akt, BAD, BCL2, BCL2L1, CCND1, CDC37, CDKN1A, CDKN1B, citrulina, CTNNB1, EIF4E, EIF4EBP1,
ERK1/2, FKHR, GAB1/2, GDF15, Glicogeno-sintasa, GRB2, Gsk3, Ikb, IkB-NfkB, IKK (complejo), ILK, Integrina, JAK,
L-arginina, LIMS1, MAP2K1/2, MAP3K5, MAP3K8, MAPK8IP1, MCL1, MDM2, MTOR, NANOG, NFkB (complejo),
6xido nitrico, NOS3, P110, p70 S6k, PDPK1, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato, PI3K p85, PP2A, PTEN, PTGS2, RAF1,
Ras, RHEB, SFN, SHC1 (incluye EG:20416), SHIP, Sos, THEM4, TP53 (incluye EG:22059), TSC1, Tsc1-Tsc2,
TSC2, YWHAE.

Una persona experta en el campo apreciara que la medicién de la expresién de una o mas moléculas antiapoptéticas
de la familia Bcl-2, tal como Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 puede ser necesario para apreciar la contribucion de esta familia
antiapoptotica.

Aunque los estudios en las células BC establecidas proporcionan informacién valiosa en las BCs que es mas
probable que respondan a la terapia de HSP90, las células cultivadas no pueden recapitular completamente la
enfermedad clinica real. Los modelos experimentales de cancer de mama abarcan una variedad muy pequefia de
linea de células, que se desarrollaron hace varias décadas. Aunque algunas lineas de células retienen la mayoria de
las caracteristicas originales, los inventores encontraron una discrepancia en los niveles de HSP90 y otras
caracteristicas, entre las muestras de pacientes y las lineas de células, que en parte puede ser una consecuencia
del estrés cultural. Ademas, las lineas de células cultivadas no recapitulan el efecto del entorno que tiene en las
células tumorales. En conjunto, los inventores creen que los explantes primarios pueden parecerse a las
caracteristicas del tumor y respuesta al tratamiento con mayor fidelidad que las lineas de células.

De esta manera, para enfrentar la pregunta: “; Cual es el espectro de los tumores BC mas sensible a la terapia de
HSP90?”, los estudios de los inventores incluyen la evaluacion de PU-H71 en muestras de tumor de cancer de
mama clinicas obtenidas de los desechos de patologia sin revelar la identidad del paciente.

En estas muestras, los inventores establecieron una relacion correlativa entre la sensibilidad de los tumores BC a los
inhibidores de HSP90 y la expresion de los biomarcadores seleccionados. La siguiente fase seria moverse hacia
adelante y proponer el uso de esto para la seleccion de pacientes en el siguiente ensayo. Una vez que el sistema de
clasificacion se define y se valida, la seleccion de pacientes se podria hacer finalmente en FFPE o CTCs para
correlacionar el marcador de interés con la respuesta predictiva. Tales mediciones de diagnéstico luego se pueden
introducir como practica comun en la seleccién de tumores BC que es mas probable que respondan a la terapia de
HSP90, en la misma forma en que se usa el registro de HER2 para guiar la seleccion de pacientes para la terapia de
Trastuzumab.

Someter a prueba ex vivo la sensibilidad de las muestras BC a PU-H71. Las secciones de tejido recientes de
tumores de pacientes con BC se exponen ex vivo a PU-H71 para evaluar la sensibilidad total de las células
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cancerosas Yy el efecto en las células normales (es decir vasos, conductos benignos si estan presentes en la
seccion). La concentracion de PU-H71 y los tiempos de exposicion se basan en los analisis PK tanto in vitro como in
vivo previos con este agente, donde se determind que hasta las concentraciones micromolares de PU-H71 se
administran a y retienen en los tumores 24 h y 48 h después de la administracion. La respuesta se determina por
una o dos mediciones: 1. cuantificacion en las muestras tefiidas con H&E de las células que muestran cambios
morfolégicos indicativos de apoptosis y 2. cuantificacion de las células TUNEL positivas.

Obtencion de tejidos del paciente: Los desechos de patologia de muestras sin revelar la identidad del paciente y
biopsias de nucleo de aguja durante los ensayos del inhibidor de HSP90 se obtienen de acuerdo con las directrices y
aprobaciones del Institutional Review Board. El tejido recientemente obtenido se usara inmediatamente.

Examen de sensibilidad ex vivo: Inmediatamente después de la remocion quirtrgica de la muestra de
mastectomia, el tejido se transporta al area de Servicios de Obtencién de Tejidos (TPS) de la Sala de Patologia. Una
vez que la lesidn se localiza, el tejido se recolecta bajo condiciones estériles. El tamafio de la muestra removida para
evaluacion es tipicamente de 5-10mm x 5-10 mm. Se hace todo lo posible para muestrear el area mas viable. Lejos
de la lesion, una muestra de tamafio equivalente se remueve representativa del tejido epitelial de mama normal.
Ambas muestras se colocan en un medio esencial minimo (MEM) con 1% de penicilina/estreptomicina. Una porcion
pequefia de la lesién y la pieza completa del tejido epitelial de mama normal se somete a una congelacion
“instantanea” para evaluacion molecular futura por WB. La porcién restante de la lesion (mastectomia) se procesa
para evaluacion patoldgica. Para cada lesion la patologia proporciona IHC para el estado receptor, marcadores de
proliferacion, marcadores epiteliales y un portaobjeto tefiido con hematoxilina/eosina (H&E) acompafado por 10 no
tefiidos que se evallan adicionalmente para biomarcadores no estandares (por ejemplo pAKT, BclxL, HSP90 y
Hsp70).

A partir de los analisis preliminares los inventores han aprendido que la porciéon de tejido reciente proporciona un
método ex vivo rapido y mas eficiente para la evaluacion de la inhibicion de HSP90 que el aislamiento de células
primarias. Ademas, conserva las células cancerosas en el entorno endogeno del tejido circundante. Esto es
importante puesto que la interaccion entre las células estromales y las células tumorales se sabe que desempefia
una funcién principal en el crecimiento y progresion del cancer. En este método, el tejido (es decir, lesion) se coloca
en un molde de plastico y se incrusta en agarosa a 6%. El tejido incrustado en agarosa luego se monta en la etapa
del Vibratome que se sumerge en un depdsito enfriado (para conservacion de tejido) que contiene MEM con 1% de
penicilina/estreptomicina. El tejido luego se corta en rodajas usando cuchillas de metal que producen secciones en
serie de la lesion que son de 200 ym de espesor. Cada seccion (menos el medio incrustado en agarosa circundante)
se coloca inmediatamente en una placa de cultivo de tejido de 24 pocillos que contienen MEM con 1% de
penicilina/estreptomicina. De una pieza de 5mm x 5mm de tejido aproximadamente se producen 25 secciones. Esto
permite replicar el analisis de las secciones de tejido tratadas con un minimo de cuatro dosis del inhibidor de HSP90
y uno con vehiculo solamente. Los replicados se pueden someter a ensayo por tanto IHC asi como ensayos de
viabilidad (lector de placas automatico o preparacion de citospina) una vez que la seccion de tejido se somete a la
disociaciéon enzimatica por la breve exposicion a la dispasa.

Hasta la fecha, cuarenta y dos muestras que abarcan todos los subtipos de BC se han adquirido. De estos, nueve
fueron de estado receptor negativo. Ambos tumores primarios (PT) y metastasis de ganglios linfaticos (LN) (si esta
presente) se han evaluado donde “secciones de tejido recientes” de 200 um de espesor se expusieron a dosis cada
vez mayores de PU-H71. El tratamiento de carcinoma ductal de infiltracion negativo triple (IDC) con PU-H71 logro,
en una manera dependiente de dosis, la apoptosis de tanto los tumores primarios como la metastasis de ganglios
linfaticos. Interesantemente, la metastasis de LN parece mas sensible a PU-H71 que el PT correspondiente. De
manera mas significativa, el tejido normal (por ejemplo vasos, linfocitos) y benigno (por ejemplo, ductos, I6bulos)
permanecio inalterado después de 48 horas de exposicion a PU-H71. Los datos muestran un agrupamiento de los
casos de TNBC en 4 grupos de sensibilidad distintos: muy sensible, con 100% de apoptosis observada con PU-H71
0.5uM (curva superior, Figura 40 A), sensible con 100% de apoptosis con PU-H71 1uM (curva intermedia, Figura 40
A), parcialmente resistente con ~50% de apoptosis observada con 1-2.5uM (curva de fondo, Figura 40 A) y
resistente (PT#14, nada de apoptosis observada con cualquiera de las concentraciones sometidas a prueba, no
mostradas).

Como se observa en la Figura 40B, varios tumores son mas sensibles a la inhibicion de HSP90 que la predicha de
los datos preliminares generados en las lineas de células. Especificamente, mientras que MDA-MB-468 es una de la
linea de células cancerosas de mama mas sensible (Caldas y colaboradores PNAS 2009), los estudios presentados
en esta invencion muestran que las células tumorales de sensibilidad mucho mas alta a PU-H71 se pueden
encontrar en muestra primarias obtenidas de pacientes con cancer de mama humano. Especificamente, mientras
que un tratamiento de 48 horas con PU-H71 0.5uM se requiere en las células MDA-MB-468 para observar que
aproximadamente 50% de ellas se someten a la apoptosis, los inventores encontraron que para varios canceres de
mama HER2+, triple-negativos y ER+, concentraciones tan bajas como 0.05 yM inducen un efecto similar. Ademas,
mientras que un tratamiento de 48 horas de PU-H71 aproximadamente 5uM es requerido en las células MDA-MB-
468 para observar aproximadamente 100% de ellas que se someten a la apoptosis (Figura 32b), los inventores
descubrieron que para varios canceres de mama HER2+, triple-negativo y ER+, las concentraciones tan bajas como
0.5 M inducen un efecto similar. Tales estudios proporcionan informacién en las concentraciones tumorales
requeridas de PU-H71 que se espera que proporcionen un efecto terapéutico.
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Las investigaciones de cancer de Gl y pancreatico dieron por resultado descubrimientos similares.

5.4.1.1. Investigar la expresion de los biomarcadores propuestos por IHC y WB, y registrar las muestras para
la expresion del biomarcador

Las muestras de los registros IHC se basaron en la expresion baja a alta de HSP90, Hsp70, p-Akt/Akt y Bcl-xL. Los
controles negativos adecuados se obtienen al reemplazar el anticuerpo primario con la solucién amortiguadora de
dilucién de anticuerpo. La intensidad de la tincion de HSP90, p-Akt/Akt, Bcl-xL y Hsp70 se registrara (2 veces) para
cada muestra en una escala de 0 a 3, en la cual 0 representa tinciéon negativa, 1 débilmente positiva, 2
moderadamente positiva, y 3 potentemente positiva mientras que la IHC sola de alguna manera podria ser
problematica puesto que el registro es frecuentemente muy subjetivo, su uso en paralelo con un segundo método
similar al analisis de Western blot “entrenara” y validara el IHC para hacer correlaciones con la respuesta ex vivo y
en pacientes. Si la cantidad de proteina obtenida no es suficiente para la WB de membrana clasica, se usa la
tecnologia WB capilar ultrasensible. Una muestra de biopsia de aguja de nucleo tipica produce entre 20 y 40 mg de
tejido, que es suficiente para la IHC propuesta, y potencialmente para el analisis WB capilar. Esta informacion se
analizara en el contexto de la respuesta clinica, que se guia en la validez del método de registro propuesto.
Particularmente, los inventores tendran la capacidad de correlacionar la respuesta clinica con la respuesta predicha
por la evaluacion del biomarcador. Una vez que el sistema de registro se define y se valida, la seleccion de
pacientes se podria hacer finalmente en FFPE para correlacionar el marcador de interés con la respuesta predicha.
Tal medicion de diagnoéstico luego se puede introducir como una practica comun en la seleccion de tumores TNBC
que es mas probable que respondan mas a la terapia de HSP90, en la misma forma como se usa el registro HER2
para guiar a la seleccion de pacientes para la terapia de Trastuzumab.

Para algunos pacientes, las biopsias no pueden ser posibles, ya sea debido a un tumor inaccesible (metastasis
interna profunda) o sin consentimiento otorgado. Para estos casos, los inventores fijaran como objetivo sondear ya
sea las células tumorales circulantes (CTCs) recolectadas de la sangre que puede ser de valor informativo.
Dependiendo de la etapa de la enfermedad, para pacientes con cancer avanzado, los inventores esperan recuperar
entre 1000 y 10.000 células BC con esa técnica. Este numero de células es suficiente para el analisis WB capilar de
proteinas (o analisis gPCR en tiempo real, si es necesario) y para el registro de la expresion de HSP90, Hsp70, p-
Akt y Bel-xL por el enriguecimiento inmunomagnético luego de la citometria de flujo.

La Figura 40 muestra que los tumores de cancer de mama con Akt activada, como es evidenciado por la tincién alta
con fosfo-Akt, Ser473, también son aquellos muy sensibles a la inhibicion de HSP90.

5.4.2. Determinantes de la sensibilidad apoptoética a la inhibicion de HSP90 en leucemia mieloide aguda
(AML)

Las terapias dirigidas que se disefian para inducir la apoptosis en las células leucémicas son las estrategias
antileucemia mas prometedoras. Los inventores exploraron los biomarcadores predictivos de la sensibilidad
apoptotica a la terapia de la proteina de choque térmico 90 (HSP90) en AML. Los inventores descubrieron que la
adicion de inhibidores de HSP90 a un panel de lineas de células AML genéticamente distintas inhibieron
potencialmente el crecimiento celular e indujeron la degradacion de varias oncoproteinas especificas de células AML
tales como FLT3 mutante, TEL-TRKC, AML1-ETO, c-KIT mutante y JAK2 mutante. Notablemente, la propension
para estas células a que se sometan a la apoptosis tras la inhibicién de HSP90 varié considerablemente. Las lineas
de células mas sensibles fueron células MOLM-13, MV-4-11 y M0-91, y para cada una de estas lineas de células los
inventores observaron cerca de 100% de exterminio de la poblacién de células inicial después de 48-72 h del
tratamiento con el inhibidor de HSP90. En contraste, solamente 20% de muertes se observaron en las células HEL
HL-60 bajo estas condiciones. Después los inventores hicieron uso de inhibidores especificos de vias de
sefializacion oncogénicas conocidas por ser desreguladas en AML para mostrar la sensibilidad apoptética de las
células AML a la inhibicion de HSP90 correlacionada con la activacion de PI3K-Akt y STAT5, pero no con la
activacion de la via Raf-MAPK. De manera importante, se observaron resultados similares en las lineas de células,
modelos de xenoinjerto y sistemas de lineas de células isogénicas. También los inventores descubrieron que la
activacion doble de estas dos vias, aun en el contexto de la sobreexpresion de Bcl-xL, reduce el umbral apoptético
de la AML cuando se inhibe la HSP90. Tomados conjuntamente, los descubrimientos de los inventores sugieren que
los pacientes con AML con activacion de la sefalizacion de Akt y STAT5 es mas probable que se beneficien de la
terapia de inhibidor de HSP90, y los ensayos clinicos deben fijar como objetivo enrolar pacientes con activacion
especifica de estas vias de sefalizacién importantes.

De manera importante, 50-70% de pacientes con AML muestran fosforilacion de tanto Thr308 como Ser473 Akt.
Esta molécula contribuye a la proliferacién, supervivencia y resistencia a farmacos en AML, y se asocia con el
resultado adverso. Tomados conjuntamente, los descubrimientos de los inventores sugieren que los pacientes con
AML con activacion de la sefializacion de AKT y STAT5 es mas probable que se beneficien de la terapia de inhibidor
de HSP90, y los ensayos clinicos deben fijar como objetivo enrolar pacientes con activacion especifica de estas vias
de sefalizacion importantes.

5.4.2.1. La inhibicién de HSP90 induce el exterminio especifico de tipo de células en lineas de células de
AML
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Una variedad de inhibidores de HSP90 de molécula pequefia quimicamente distintos se ha reportado, y varios se
encuentran en la investigacion clinica o preclinica de etapa tardia (Chiosis y colaboradores, 2008). Entre estos se
encuentran los derivados del producto natural de ansamicina 17-AAG y 17-DMAG, y los compuestos sintéticos CNF-
2024 (BIIB021) y PU-H71, todos en evaluacion clinica, y PU-DZ13, un derivado cercano de PU-H71 en el desarrollo
preclinico.

Para evaluar el espectro de sensibilidad de las lineas de células AML a los inhibidores de HSP90, y para investigar
una posible relacion entre sus antecedentes genéticos y la induccion de la apoptosis por la terapia de HSP9O0, los
inventores hicieron uso de un panel de células variadas. Especificamente, los inventores eligieron las lineas de
células Kasumi-1 y SKNO-1, que contienen la fusion AML1-ETO y las proteinas c-KIT (N822K) mutadas; MOLM-13,
una linea de células humana establecida de la sangre periférica de un paciente en la recaida de AML que habia
evolucionado de MDS, que contiene tanto la proteina de fusién MLL-AF9 como la mutacion FLT3 ITD; M0-91 que
contiene la proteina de fusion TEL-TRKC y también aloja una STAT5 constitutivamente activada; y finalmente, HEL
que contiene la mutacion JAK2 V617F. Los inhibidores de HSP9O inhibieron potencialmente, en una manera
dependiente de la dosis y células el crecimiento de cada linea de células AML sometida a prueba y también
indujeron el exterminio celular, con diferencias notables observadas entre las lineas de células. Las mas sensibles
fueron las células MOLM-13 y M0-91 donde el 100% del exterminio de la poblacién de células inicial se observo
después de 72 h, seguido por Kasumi-1 y SKNO-1, con 50-80% y HEL con 20%. Los leucocitos de sangre periférica
normales no se vieron afectados en concentraciones similares.

La capacidad de los inhibidores de HSP90 distintos para exterminar las lineas de células AML fue similar, sugiriendo
que la citotoxicidad de los compuestos se presenta a través de un mecanismo comun de accién, particularmente
inhibicién de HSP9O0.

5.4.2.2 La inhibicién de HSP90 induce la apoptosis en las células AML

El PU-H71 se eligié de esta manera para investigar adicionalmente los mecanismos responsables del exterminio de
células AML por los inhibidores de HSP90. Como es evidenciado por la tincion de anaranjado acridina/bromuro de
etidio doble, la escision PARP vy la activacion de la caspasa 3,7, la citotoxicidad de PU-H71 en AML se present6
principalmente a través de la induccion de la apoptosis. EI nimero de células que se someten a la apoptosis
después de 72 h de tratamiento con PU-H71, se acercé a 100% para MOLM-13 y M0-91, 50-60% para SKNO-1 y
Kasumi-1, y 30% para HEL, valores muy de acuerdo con el exterminio de células observado. Se observo un
incremento de diez veces, en MOLM-13 y M0-91, y dos veces, en Kasumi-1 y SKNO-1, en la activacion de la
caspasa-3,7 tan temprano como a las 24 h. Esencialmente, no se detectaron células vivas para la linea de células
MO0-91 después de 48 h del tratamiento con el inhibidor de HSP90. En la mayoria de células sensibles, MOLM-13 y
MO0-91, la apoptosis se asoci6 con la regulacion por decremento de la molécula antiapoptética Bel-xL.

5.4.2.3. La inhibicion de HSP90 agota las oncoproteinas AML claves pero este efecto no se correlaciona con
la sensibilidad apoptoética

La sensibilidad apoptética distinta de las lineas de células AML hacia los inhibidores de HSP90 podria ser debido a
la inhibicién de HSP90 efectiva en ciertas lineas de células pero ineficaz en otras. Para probar esta hipétesis, los
inventores evaluaron el efecto de PU-H71 en dos proteinas que demostraron ser dependientes de HSP90 en una
mayoria de canceres, las cinasas RAF-1 y AKT. La dosis del inhibidor de HSP90 redujo de manera dependiente de
la dosis y de manera marcada los niveles de estado permanente de estas proteinas en todas las células sometidas a
prueba. Esto coincide con el mecanismo establecido mediante el cual la HSP90 es requerida para la estabilidad y
funcion de estas cinasas en las células cancerosas.

Ademas de estas proteinas cliente HSP90 “pan-cancer”, el PU-H71 también condujo a la degradacion de los
conductores de leucemogénesis especifica, tales como el FLT3 mutante en MOLM-13, TEL-TRKC en M0-91, AML1-
ETO y cKIT mutante en Kasumi-1 y SKNO-1, y JAK2 mutante en HEL (onco-clientes HSP90 especificos de células
AML). El FLT3, cKIT y JAK2 mutantes, y la proteina de fusion AML1-ETO se reportaron previamente por ser
sensibles a la inhibicion de HSP90 en AML u otras células transformadas. La proteina de fusién TEL-TRKC, sin
embargo, es un cliente novedoso de HSP90, como se indica por los descubrimientos de los inventores que muestran
la potente degradacion de TEL-TRKC por PU-H71 en la linea de células M0-91.

Colectivamente, los descubrimientos de los inventores indican que los inhibidores de HSP90 agotan las células AML
de las proteinas de conduccion de malignidad clave, incluyendo los “dos aciertos” postulados por ser eventos
necesarios para la leucemogénesis, pero ninguna correlacion es evidente entre este efecto y la capacidad de los
inhibidores de HSP90 de inducir la apoptosis en las células AML.

5.4.2.4. La sensibilidad apoptotica a la inhibicion de HSP90, las vias PI3K/AKT y JAK/STAT se solapa en las
células AML

Debido a que una relacion entre la constitucion genética y la sensibilidad apoptética a la inhibicion de HSP90 no es
evidente, una respuesta potencial podria situarse en las diferencias funcionales que conducen a un fenotipo
antiapoptético o en una expresion diferencial de ciertas moléculas antiapoptética entre estas células. Tres vias
principales se han ligado a la regulacion de la apoptosis en AML: las vias PI3K/AKT/NFKB, las vias JAK/STAT y las
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vias ras/MAPK. Mas importantemente, el HSP90 regula varias moléculas claves a lo largo de estas vias, y la
inhibicién de HSP90 puede realizor a una inhibicion combinatoria de estas moléculas, tales como p-AKT, p-STAT y
p-ERK.

Para investigar la importancia de las vias individuales de la apoptosis en las lineas de las células AML, se usaron
moléculas pequefas especificas, tal como el inhibidor de Akt VIII, un compuesto de quinoxalina que inhibe potencial
y selectivamente la actividad de Akt1/Akt2 (AKTi), el inhibidor MEK de MAP cinasa PD98059 (MEK:I) y el inhibidor
pan-jak2-(1,1-Dimetiletil)-9-fluoro-3,6-dihidro-7H-benz[h]-imidaz[4,5-flisoquinolin-7-una(JAKi))). Los inventores
también expandieron la acumulaciéon de células AML por la adicion de tres lineas adicionales: HL-60, una linea de
células promieoliticas ampliamente estudiadas positivas para la expresion del oncogén myc, THP-1, una linea de
células que provino de la sangre periférica de un bebé de un afio de edad varén con AML monocitico, y MV4-11 una
linea de células que contiene una translocacion 4;11 y una mutacion FLT3 ITD.

El nimero de células apoptéticas tras el tratamiento con los inhibidores de AKT, JAK y MEK (AKTi, JAKi y MEKi) y el
inhibidor de HSP90 PU-H71, se cuantificé a 24, 48 y 72 h después de la adicion de los inhibidores especificos. La
induccion leve o poca de la apoptosis se presentd tras la adicion del inhibidor MEK. Los inhibidores AKT y JAK por
otra parte, tuvieron efectos variables pero potentes en la apoptosis. El andlisis de la apoptosis indicé que las células
sensibles a AKTi también fueron los mas probables a someterse a la apoptosis cuando la HSP90 se inhibid
(inclinacion = 0.9023 + 0.09572), sugiriendo que la sensibilidad apoptética a la inhibicion de la HSP90 se
correlaciona potencialmente con la sensibilidad a la inhibicién de la via PISBK/AKT en AML. La correlacién entre la via
JAK/STAT vy la inhibicién de HSP90 también fue buena (inclinacién = 0.8245 + 0.1490), aunque las dos lineas de
células, MV4-11 y THP-1 fueron claros perfiladores. Estos descubrimientos sugieren que la adiccion de células AML
para la supervivencia en cualquiera de ambas vias PI3K/AKT y JAK/STAT se correlaciona con e indica
potencialmente la sensibilidad apoptética a la inhibicién de HSP90.

5.4.2.5 La cinética y potencia de la inhibicién in vivo de la inhibicion de AKT y STAT5 SP90 se correlacionan
con la apoptosis tumoral

Los inventores después analizaron los efectos farmacodinamicos de la inhibiciéon de HSP90 en tumores tanto HEL
como M0-91 xenoinjertados en ratones. A diferencia de las células cultivadas, el uso del modelo in vivo permite la
supervision en tiempo real de la inhibicién de las vias dependientes de HSP90. Debido a que las vias mas
dependientes de HSP90 también son mas sensibles a su inhibicién farmacoldgica, permanecen inhibidas por PU-
H71 durante el periodo de tiempo mas prolongado en los tumores. Por consiguiente, en los tumores M0-91 que
alojan la p-AKT elevada y p-STATS, y parece que son adictos a la activacion de ambas vias, el PU-H71 indujo la
apoptosis marcada. La apoptosis en M0-91 duré 96 horas después de la administracion de una dosis de PU-H71,
reflejando la inhibicion potente de tanto AKT como STAT. El nivel mas alto de PARP escindida se observo en el
intervalo de 12-72 h posterior a la administracion de PU-H71, cuando los niveles tanto de p-AKT como p-STAT5 se
redujeron por 70 al 100% de los niveles iniciales. El efecto de PU-H71 en PARP disminuyé por 96 horas, cuando el
p-AKT, pero no el p-STATS, recuperd los niveles de la linea base.

Los tumores de xenoinjerto HEL fueron menos sensibles que los tumores M0-91 a la induccién de la apoptosis por
PU-H71. Bajo las condiciones de cultivo, las células HEL expresan p-STAT5 elevado, y la inhibicion de las vias
JAK/STAT por el JAKi o por PU-H71 hace que 20-30% de las células se sometan a la apoptosis. La AKTi, por otra
parte tiene poco o nada de efecto en estas células. Por consiguiente, la escision de PARP limitada y la activacion de
caspasa-3 se observa tras la inhibicion de HSP90 en estas células.

No obstante, y en contraste con el cultivo de tejido, cuando se xenoinjertan en ratones desnudos, las células HEL
muestran un nivel de expresion bajo a moderado de p-AKT. Esto no es sorprendente, ya que se reporté que la
actividad de AKT se puede estimular en las células AML por el entorno, tales como citocinas, y los tumores in vivo
pueden ser mas adictivos a la actividad de AKT para la supervivencia debido a los factores de estrés unicos al tejido
tumoral, tal como hipoxia, acidez y vascularizacion anormal. La elevacion de la actividad de AKT en las células de
HEL xenoinjertadas parece que es necesaria para la supervivencia del tumor debido a que el PU-H71 induce
notablemente la apoptosis mas alta en los tumores HEL que en las células HEL cultivadas. Como con los tumores
MO0-91, el nivel mas alto de PARP escindido se observé cuando tanto los niveles de p-AKT como de p-STAT5 se
redujeron por PU-H71 de 70 a 100% de los niveles iniciales (en el intervalo de 12-48 h posteriores a la
administracion de PU-H71). La escision de PARP disminuyé significativamente cuando p-AKT pero no p-STAT5
recupero los niveles de la linea base (72 h).

Colectivamente, los datos de los inventores sugieren que la actividad apoptotica de los inhibidores de HSP90 en
AML se correlaciona con y es una medicion de regulacién por decremento de las especies p-AKT y p-STAT5
activadas. Ademas de la p-Akt [es decir Ser 473] el estado de activacién de la via Akt se puede determinar como una
medicion del estado de fosforilacion de S6, s6k o mTOR, también regulado por decremento por el tratamiento con
PU-H71. Las observaciones también implican que la adiccion aditiva de las células AML a la activacion de la via AKT
y STAT también las vuelve mas sensibles a la inhibicion de HSP90.

5.4.2.6. La inhibicion de HSP90 induce la apoptosis en las células adictivas para supervivencia en las vias
PI3K/AKT y JAK/STAT
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Para mostrar esta hipotesis los inventores hicieron uso de lineas de células isogénicas FL5.12. La FL5.12 se derivd
de una linea de células dependiente de interleucina-3 (IL-3) con una via JAK/STAT funcional y tiene rasgos
caracteristicos de un progenitor linfocitico temprano. Tanto las células parenterales como las células transfectadas
expresan niveles moderados de AKT y STAT5 activas, como es evidenciado por la fosforilacion de AKT de la
fosforilacion de Ser473 y STAT5 en Tyr694, respectivamente. El nivel de p-STAT5 pero no p-AKT es dependiente de
la presencia de IL-3. La introducciéon de una forma miristoilada, constitutivamente activada de AKT (mAKT) bajo el
control de un promotor inducible por doxiciclina (DOX) permite ademas la regulacion de los niveles de p-AKT en
estas células. En conjunto, estas células son un buen modelo isogénico para evaluar la dependencia de la
sensibilidad apoptética del inhibidor de HSP90 en las vias AKT y STATS5 activadas.

Cuando las células transfectadas por mAKT se trataron con la AKTi, se observé un incremento en las células
apoptéticas de 5-7% a 15-20%. Este valor refleja la contribucion de la p-AKT enddgena a la supervivencia de estas
células. Cuando la actividad de AKT se incrementd por la adicién de DOX, las células fueron mas adictivas al AKT
para la supervivencia y la AKTi condujo a 30% de células apoptéticas (P = 0.015).

Cuando las células transfectadas con mAKT se trataron con el inhibidor de HSP90, aproximadamente 35-40% de
células apoptéticas se detectaron. Este valor refleja la contribucion combinada de la p-AKT y p-STAT5 enddgenas a
la supervivencia de estas células. El incremento adicional en los niveles de p-AKT por Dox, condujo a un incremento
en las células apoptoticas de 35-40 a 50% en la adicion de PU-H71.

Juntos estos descubrimientos muestran que la sensibilidad apoptética de las células AML a los inhibidores de
HSP90 es un reflejo de la adicion de las células para la supervivencia en las vias AKT y STAT.

5.4.2.7. La sobreexpresion de Bcl-xL no logra inhibir el efecto apoptoético de la inhibicion de HSP90 en AML

Los niveles constitutivamente altos de Bcl-xL se han asociado con la resistencia de células de leucemia a varias
categorias de agentes quimioterapéuticos. Los inventores por lo tanto investigaron si la introduccion de Bcl-xL podria
superar la dependencia de las células transfectadas con FL5.12 para la supervivencia en AKT y STAT y las volverian
resistentes a la inhibicion de estas vias por PU-H71. Para investigar esta hipotesis, los inventores hicieron uso de
células FL5.12.mAKT transfectadas establemente con un vector de expresion que contiene el inhibidor apoptético
Bcl-xL. Estas células permanecieron dependientes de IL-3 para la proliferacién in vitro. En estas células, similar a las
células M0-91, se observé una activacion concomitante de las vias STAT5 y AKT y la sobreexpresion de Bcl-xL.
Como el caso en M0-91, la inhibicion de HSP90 por PU-H71 condujo a la reduccion en la actividad y niveles de
estado permanente de estas proteinas y retuvo su efecto apoptético.

5.4.2.8. Planteamiento

A pesar del gran niumero de nuevos agentes potenciales que entran en evaluacion clinica cada afio, solamente del
5% al 8% logran registrarse. De preocupacion particular es la alta tasa de fracasos en la Fase 3, donde una
estimacion del 50% de agentes de oncologia se detienen en el desarrollo. Tales fracasos son especialmente
costosos y privan a muchos pacientes de tratamientos potencialmente mas efectivos. Estas estadisticas nefastas
hablan claramente de la necesidad de descubrir e implementar biomarcadores predictivos para la seleccion de
pacientes y enriquecimiento de ensayos. El estudio de los inventores enfrenta este problema en AML e indica que la
sensibilidad apoptética a la inhibicion de HSP90 se correlaciona con la adiccién acumulativa de las células para la
supervivencia en las vias de sefializaciéon con funciones antiapoptéticas. Los inventores identifican la Akt y STAT
activadas como vias principales en este aspecto.

La sefalizacion de AKT se activa frecuentemente en blastocitos de pacientes con AML aguda y contribuye en gran
medida a la proliferacién, supervivencia y resistencia a farmacos de estas células. De 50 a 70% de pacientes con
AML muestran fosforilacion de tanto Thr308 como Ser473 AKT. Tanto la supervivencia libre de enfermedad como la
total para pacientes que muestran activacion de AKT fue significativamente mas corta cuando se compar6 con
pacientes sin activacion de AKT, sugiriendo colectivamente que la inactivacion de AKT puede ser una estrategia
potente en AML. La HSP90 regula esta via y varios de sus elementos claves, probablemente de una manera
dependiente de la transformacion. Por consiguiente, se observd una correlacion significativa entre la expresion de
HSP90 y aquella de pAKT en células de leucemia mieloide aguda primaria (AML), sugiriendo que la sobreexpresion
de HSP90 es necesaria en la célula de AML para amortiguar la actividad incrementada y dependencia de la célula
en la via AKT.

La activacion de STAT constitutiva también se presenta en aproximadamente 70% de las muestras de AML. La
activacion de STAT en las células de AML se ha asociado con, pero no restringido a, FLT3 ITDs y una estimulacion
autocrina de IL-6. Sin embargo, otros moduladores cadena arriba de las vias STAT también pueden desempefiar
una funcion en la activaciéon de STAT. De hecho, las mutaciones KIT también se han descubierto que activan las
vias JAK/STAT. Los casos de AML con alta fosforilacion de STAT5 y FLT3 mostraron, en general, un porcentaje
menor de apoptosis espontanea, comparada con los blastocitos de AML sin fosforilacién de STAT5 espontanea. Las
translocaciones que implican los genes de JAK/STAT proporcionan otra ligacion entre la activacion de STAT y la
leucemogénesis. La translocacion t(9;12), que combina el dominio de oligomerizaciéon del gen TEL con el dominio
catalitico de JAK2, se ha descubierto tanto en la leucemia linfocitica como mieloide. Esta translocacion activa

78



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 624 982 T3

constitutivamente los efectores cadena abajo tal como STAT5 e induce el crecimiento independiente de citocina en
los modelos de transfeccion. Como se reporta previamente y también se muestra en la presente, varias de estas
proteinas de activacion de STAT requieren la HSP90 para facilitar su actividad aberrante.

Tomados conjuntamente, la adiccion para la supervivencia de clones de AML agresivos en varias vias de activacion
y moléculas, tales como AKT y STATS5, las vuelve también mas adictivas a la HSP90. La inhibicion de HSP90 de
esta manera, se vuelve mas efectiva en el exterminio de estas células. Los descubrimientos de los inventores
también sugieren que la sobreexpresion concomitante de la Bcl-xL antiapoptética en el contexto de la AKT y la
STATS5 activada no altera significativamente la sensibilidad de estas células hacia HSP90. La sobreexpresion de Bcl-
xL es un contribuidor principal a la resistencia a farmacos en AML. La sobreexpresion de las proteinas apoptoticas
de la familia Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x(L)) provoca resistencia a farmacos a 122 agentes de quimioterapia “estandar” y se
asocia con un resultado clinico peor en pacientes con AML.

En conclusion, los descubrimientos de los inventores sugieren que los pacientes con AML con activacion de la
sefializacion de AKT y STAT5 es mas probable que se beneficien de la terapia del inhibidor de HSP90 (véase las
Figuras 41 y 42) y los ensayos clinicos deben fijar como objetivo el enrolamiento de pacientes con activacion
especifica de estas vias de sefalizacion importantes. Los descubrimientos de los inventores también sugieren que la
introduccion de inhibidores de HSP90 se garantiza en combinacién con otros tratamientos en las AMLs que
sobreexpresan Bcl-xL, como un medio para reducir su umbral apoptético.

5.5. Uso de inhibidores de HSP90 radioetiquetados para seleccionar pacientes neurodegenerativos quienes
seran susceptibles a la terapia de inhibicion de HSP90

El uso de inhibidores de HSP90 radioetiquetados para seleccionar pacientes quienes seran susceptibles a la terapia
de inhibicion de HSP90 se describe en la Seccion 5.2.1. Metodologia similar se puede usar para identificar pacientes
que padecen enfermedades neurodegenerativas que es probable que respondan a la terapia de HSP90. Por
consiguiente, la descripcion proporciona un método para determinar si un paciente que padece una enfermedad
neurodegenerativa probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes
etapas:

(a) poner en contacto el cerebro con un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se liga de manera
preferente a una forma patogénica de HSP90 presente en células del cerebro del paciente;

(b) medir la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células del cerebro en la muestra; y

(c) comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células del cerebro en la muestra
medida en la etapa (b) a una cantidad de referencia;

en donde una mayor cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado ligado a las células del cerebro medida en la etapa
(b) comparado con la cantidad de referencia indica que el paciente probablemente respondera al inhibidor de
HSP9O.

En una modalidad la referencia es de las células del mismo paciente con las enfermedades neurodegenerativas. Por
ejemplo, los inventores han determinado que las neuronas normales tienen poco o nada de “HSP90 patogénica”: Por
consiguiente, la cantidad de referencia se puede determinar usando neuronas normales del paciente en una region
del cerebro no afectada. En otra modalidad, la referencia puede ser de células de un individuo sano. En otra
modalidad, la cantidad de referencia se puede medir a partir de una poblacién de estudio de individuos sanos.

Tanto la transformacion maligna como la neurodegeneracion, como se presenta en la enfermedad de Alzheimer, mal
de Parkinson, demencia frontotemporal y otras demencias, atrofia muscular medular y bulbar son procesos de
multiples etapas complejos y prolongados caracterizados por expresion anormal, modificacion posterior a la
traducciéon y procesamiento de ciertas proteinas. Para mantener y permitir la acumulacién de estos procesos
desregulados, y para facilitar la evoluciéon escalonada del fenotipo de la enfermedad, las células deben cooptar por
un mecanismo regulador compensatorio. En el cancer, esta funcion se ha atribuido a la proteina de choque térmico
90 (HSP90). En este sentido, en el nivel fenotipico, la HSP90 parece que sirve como un amortiguador bioquimico
para las numerosas lesiones especificas de cancer que son caracteristicas de diversos tumores. Una funcién similar
existe para la HSP90 en la neurodegeneracion y de esta manera el ensayo de PET descrito en la Seccién 5.2.1. se
puede usar para identificar la “HSP90 patogénica” en el cerebro enfermo. La “HSP90 patogénica” en la enfermedad
neurodegenerativa desempefia una funcién similar a la “HSP90 oncogénica” en el cancer. El uso de inhibidores de
HSP90 para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas se describe en la Solicitud Publicada de E.U.A. No.
2009/0298857.

Dado que el inhibidor de HSP90 PU-HZ151 muestra alta afinidad de ligacion a la HSP90 del cerebro
neurodegenerativa, es capaz de inducir en gran medida los niveles de HSP70, y se estima que es permeable al
cerebro, los inventores la seleccionaron para la evaluacioén in vivo adicional. EI PU-HZ151 se describié en la WO
2008/005937 y tiene la siguiente estructura quimica:
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De hecho, cuando se administrd intraperitonealmente a ratones 3xTg AD, el PU-HZ151 dio por resultado una
modulacion objetivo significativa como se mostré por la induccion de HSP70 en el hipocampo (Figura 43A). El efecto
fue dependiente de la dosis (Figura 43B) con una induccion significativa de HSP70 detectada tan baja como
10mg/kg de la dosis administrada.

Después los inventores determinaron en el cerebro y el plasma de ratones 3xTg AD, los niveles del inhibidor de
HSP90 asociados con estos efectos farmacodinamicos (Figura 43C). Cuando se administro intraperitonealmente 50
mg/kg a ratones 3xTg, los niveles de PU-HZ151 en la corteza alcanzaron 3.3+0.9 pg/g (~5,000 nM) a las 4h,
0.05+0.08 pg/g (~170 nM) a las 12h, 0.02+0.03 pg/g (~60 nM) a las 24h y 0.02+0.02 pg/g (~53 nM) a las 48h
después de la administraciéon. En comparacion, el PU-DZ8, un inhibidor de HSP90 menos efectivo, administrado en
una dosis similar (75 mg/kg) alcanzé una concentracion del cerebro de solamente 0.35 pg/g (~700 nM) a las 4h y 0.2
pg/g (~390 nM) a las 12h, y no se detectd en la corteza a las 24 horas después de la administracion.

En el plasma, el PU-HZ151 alcanz6 2.1+0.1 pg/g (~4000 nM) a las 4h, pero fue indetectable mas alla de las 8h. La
exposicion de la corteza a PU-HZ151 durante el intervalo de 0 a 48h, como es medido por el area bajo la curva
(AUC), fue 2.5 veces mas alta que aquella del plasma (17.5 contra 7.1 yM-h). Los niveles en el cerebelo (region del
cerebro no afectada por la enfermedad en este modelo) se equiparon con aquellos de plasma mas cercanos que
aquellos registrados en la corteza (region del cerebro enfermo en este modelo). Esta observacion también es
apoyada por la retencion prolongada del inhibidor PU-HZ151 mas de 48h después de la administracion en esta
region del cerebro, los descubrimientos similares a aquellos obtenidos con los inhibidores de esta clase, tal como
PU-H71, en los tumores.

El "|-PU-HZ151 y otros inhibidores de HSP90 radioetiquetados por lo tanto se pueden usar para seleccionar
pacientes afectados por una enfermedad neurodegenerativa dependiente de HSP90 e identificar aquellos que se
benefician mas probablemente de tal terapia. También se pueden usar en una forma similar a PU-H71 en el cancer,
para determinar la exposicion patogénica del cerebro al inhibidor de HSP90 y determinar una dosis y programa de
administraciéon optimos.

Una persona experta en el campo puede apreciar que los usos descritos por esta invencion para PU-H71 en el
cancer se pueden lograr en las enfermedades neurodegenerativas asi como un Inhibidor de HSP90 permeable al
cerebro, radioetiquetado.

6. Materiales y Métodos
6.1. Métodos Sintéticos
6.1.1. Sintesis de Sondas Fluorescentemente Etiquetadas

Se registraron espectros 'H RMN en un instrumento Bruker de 500 o0 600 MHz. Los cambios quimicos se reportan en
valores & en ppm campo debajo de TMS como el estandar interno. Los datos 'H se reportan como sigue: cambio
quimico, multiplicidad (s = singlete, d = doblete, t = triplete, q = cuarteto, br = amplio, m = multiplete), integracion
constante de acoplamiento (Hz). Se registraron espectros de masa de alta resoluciéon en un sistema Waters LCT
Premier. Se obtuvieron espectros de masa de baja resolucion en una LC de Ultra Desempefio Waters Acquity con
ionizacion de electropulverizacion y detector SQ. Se realizaron analisis de cromatografia liquida de alto desempefio
en un sistema Waters Autopurification con PDA, MicroMass ZQ, y detector ELSD, y una columna de fase inversa
(Waters X-Bridge C18, 4.6 x 150 mm, 5 ypm) usando un gradiente de; método A (a) H.O + TFA al 0.1% y (b) CHsCN
+ TFA al 0.1%, 5 hasta 95% b durante 10 minutos en 1.2 mL/min; método B (a) H.O + TFA al 0.1% y (b) CH3CN +
TFA al 0.1%, 5 hasta 95% b durante 13 minutos en 1.2 mL/min. Se realiz6 cromatografia de columna usando gel de
silice de malla 230-400 (EMD). Todas las reacciones se realizaron bajo proteccion de argon. El isotiocianato de
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fluoresceina (FITC), cloruro de sulfonil sulforodamina 101 (Rojo Texas-Cl) y 4-cloro-7-nitro-1,2,3-benzoxadiazol
(NBD-CI) se adquirieron de Aldrich.

PU-H71-FITC1 [4] (Esquema de reaccion 1). Compuesto 3?' (15 mg, 0.0263 mmol), FITC (11.3 mg, 0.0289 mmol) y
EtsN (0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agit6 durante 12 h a ta. La mezcla de reaccion se concentro bajo presion reducida
y el residuo se purificé por HPLC para dar 10.1 mg (40%) de 4. 'H RMN (500 MHz, MeOH-d,) & 8.17 (s, 1H), 8.05 (s,
1H), 7.93 (s, 1H), 7.65-7.74 (m, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.08-7.16 (m, 2H), 6.76-6.89 (m, 2H), 6.66 (s, 2H), 6.50-6.59 (m,
2H), 6.02 (s, 2H), 4.35 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.96 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 3.78 (br s, 2H), 3.62 (br s, 2H), 2.31 (m, 2H), 1.77
(m, 2H), 1.69 (m, 2H), 1.45 (m, 4H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para C42Ha0INsO+S2, 959.1506; encontrado
959.1530; HPLC (método A) T, = 4.52 (96%).

PU-H71-Rojo Texas [5]. Compuesto 3?' (4.6 mg, 0.008 mmol) en DMF (0.25 mL) se enfrié hasta 0°C por bafio de
hielo/agua. Luego se agrego cloruro de sulfonil sulforodamina 101 (3 mg, 0.005 mmol) y la solucién se agit6é durante
12 h, permitiendo que la temperatura lentamente se eleve desde 0 hasta 10°C. La mezcla de reaccion se purificd
directamente por HPLC para dar 3.4 mg (61%) de 5 como un sélido purpura oscuro. '"H RMN (500 MHz, MeOH-dy) &
8.56 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 8.31 (s, 1H), 8.16 (dd, J = 1.6, 7.9 Hz, 1H), 7.48 (s, 1H), 7.46 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.28 (s,
1H), 6.58 (s, 2H), 6.08 (s, 2H), 4.47 (t, J = 6.8 Hz, 2H), 3.56 (t, J = 5.4 Hz, 4H), 3.52 (t, J = 5.6 Hz, 4H), 3.15 (t, J =
7.6 Hz, 2H), 3.08 (m, 4H), 3.01 (t, J = 7.7 Hz, 2H), 2.93 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.68 (m, 4H), 2.35 (m, 2H), 2.11 (m, 4H),
1.90-2.00 (m, 4H), 1.66 (m, 2H), 1.27-1.45 (m, 6H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para Cs;Hs7INgOgSs,
1158.2537; encontrado 1158.2534; HPLC (método B) T, = 9.40 (99%).

PU-H71-NBD1 [8] (Esquema 1). Se disolvieron el compuesto 62! (12.2 mg, 0.0229 mmol) y 7% (32 mg, 0.1145
mmol) en DMF (0.4 mL) y agitaron a ta durante 20 h. Se removid el solvente bajo presion reducida y el residuo
resultante se purifico por CCD preparatoria (CH,Cl;:MeOH-NH; (7N), 10:1) para dar 7.9 mg (47%) de 8. '"H RMN
(500 MHz, CDCl3/MeOH-d,) 6 8.32 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.21 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.04 (d, J = 8.8 Hz,
1H), 5.89 (s, 2H), 4.13 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.32 (m, 2H), 2.51 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 2.47 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.94 (m, 2H),
1.63 (m, 2H), 1.36-1.45 (m, 2H), 1.21-1.35 (m, 4H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para Ca7H30IN10OsS,
733.1166; encontrado 733.1171; HPLC (método B) T, = 8.80 (98%).

PU-H71-FITC2 [9] (Esquema 2). El compuesto 2% (16.7 mg, 0.0326 mmol), FITC (14.0 mg, 0.0359 mmol) y EtsN
(0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agité durante 5 h a ta. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion reducida y el
residuo se purificé por HPLC para dar 21.2 mg (72%) de 9. "H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8.15 (s, 1H), 7.86 (s, 1H),
7.77 (d, J =7.9 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.09 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 7.01 (s, 1H), 6.63-6.71 (m, 4H), 6.51 (d, J = 7.3 Hz,
2H), 6.02 (s, 2H), 5.53 (br s, 2H), 4.30 (br s, 2H), 3.64 (br s, 2H), 2.85 (br s, 1H), 2.27 (m, 2H), 1.23 (d, J = 6.2 Hz,
6H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CagHs3IN707S,, 902.0928; encontrado 902.0942; HPLC (método B) T, =
9.90 (99%).

PU-H71-NBD2 [10]. EI compuesto 2% (25.4 mg, 0.050 mmol), NBD-CI (10.0 mg, 0.05 mmol) y EtsN (7.6 pL, 0.055
mmol) en DMF (0.35 mL) se agité durante 12 h a ta. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presion reducida y el
residuo se purificé por CCD preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 25:1) para dar 13.4 mg (40%) de 10. 'H RMN
(600 MHz, CDCl3/MeOH-d,) 6 8.25 (d, J = 8.9 Hz, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.18 (s, 1H), 6.85 (s, 1H), 6.07 (d, J = 8.9 Hz,
1H), 5.87 (s, 2H), 4.24 (t, J = 6.9 Hz, 2H), 3.74 (m, 2H), 3.18 (m, 1H), 2.12 (m, 2H), 1.22 (d, J = 6.5 Hz, 6H); HRMS
(ESI) m/z [M+H]" calculado para C24H23INgOsS, 676.0588; encontrado 676.0593; HPLC (método B) T, = 10.37 (99%).

2-(3-(6-amino-8-(6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-iltio)-9H-purin-9-il)propil)isoindolin-1,3-diona [12] (Esquema 3).
Se disolvié 50 mg (0.121 mmol) del Compuesto 11*> en DMF (2 mL). Se agregaron 43.4 mg (0.1331 mmol) de
Cs2C0O3 y 162 mg (0.605 mmol) de N-(3-bromopropil)-ftalimida y la mezcla se agit6é a ta durante 30 minutos. Luego
se agrego Cs,CO3 adicional (8 mg, 0.0242 mmol) y la mezcla se agité durante 30 minutos. Luego se agregd Cs,CO3
adicional (8 mg, 0.0242 mmol) y la mezcla se agité durante 30 minutos. Se removié el solvente bajo presién reducida
y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH:AcOH, 15:1:0.5) para dar 25 mg (34%) de 12.

H RMN (500 MHz, CDCls) & 8.25 (s, 1H), 7.85 (dd, J = 3.0, 5.5 Hz, 2H), 7.74 (dd, J = 3.0, 5.4 Hz, 2H), 7.11 (s, 1H),
6.80 (s, 1H), 6.10 (br s, 2H), 6.00 (s, 2H), 4.27 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 3.77 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.15 (m, 2H); HRMS (ESI)
m/z [M+H]" calculado para C23H1sINsO4S, 601.0155; encontrado 601.0169; HPLC (método A) T, = 7.74.

9-(3-aminopropil)-8-(6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-iltio)-9H-purin-6-amina [13] (Esquema 3). A una suspension
del Compuesto 12 (34 mg, 0.0566 mmol) en MeOH/CH2Cl, (0.7:0.1 mL) se agrego hidrato de hidrazina (41 uL, 42.5
mg, 0.849 mmol) y la mezcla se agité a ta durante la noche. Se removié el solvente bajo presion reducida y el
residuo resultante se purifico por CCD preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 17 mg (64%) de 13. 'H
RMN (500 MHz, CDCl3/MeOH-d,) & 8.22 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.06 (s, 1H), 6.05 (s, 2H), 4.31 (1, J = 6.9 Hz, 2H), 2.76
(t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.05 (m, 2H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para Ci1sH1sINsO2S, 471.0100; encontrado
471.0086; HPLC (método A) T, = 5.78.

PU-H71-FITC3 [14] (Esquema de reaccion 3). El compuesto 13 (8.4 mg, 0.0179 mmol), FITC (7.7 mg, 0.0196
mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agit6 durante 12 h a ta. La mezcla de reaccién se concentré bajo presion
reducida y el residuo se purificé por HPLC para dar 11.4 mg (74%) de 14. "H RMN (600 MHz, MeOH-d.) & 8.23 (s,
1H), 8.11 (s, 1H), 7.68 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.09 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.63-6.70 (m, 4H), 6.50
(d, J = 8.3 Hz, 2H), 5.97 (s, 2H), 4.34 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.61 (m, 2H), 2.21 (t, J = 6.5 Hz, 2H); MS (ESI) m/z 860.1
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[M+H]"; HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CssHa7IN707S,, 860.0458; encontrado 860.0451; HPLC (método B)
T, =9.48 (96%).

PU-H71-NBD3 [15] (Esquema 3). El compuesto 13 (7.2 mg, 0.0153 mmol), NBD-CI (3.1 mg, 0.0213 mmol) y EtsN
(2.3 pL, 0.0168 mmol) en DMF (0.2 mL) se agit6 durante 12 h a ta. La mezcla de reaccién se concentrd bajo presion
redu0|da y el residuo se purificé por CCD preparatoria (CH2Cl.:MeOH-NH3 (7N), 20:1) para dar 4.1 mg (42%) de 15.
'H RMN (600 MHz, DMF-d7) 8 9.54 (br s, 1H), 8.53 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 8.22 (s, 1H), 7.51 (br s, 2H), 7.28 (s, 1H),
6.76 (s, 1H) 6.42 (d, J =7.9 Hz, 1H), 6.10 (s, 2H), 4.47 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 3.67 (m, 2H), 2.35 (m, 2H); HRMS (ESI)
m/z [M+H]" calculado para Cz1H17INgOsS, 634.0118; encontrado 634.0130; HPLC (método B) T, = 9.57 (99%).

Sintesis de tetraetilen glicol-FITC (TEG-FITC). FITC (20 mg, 0.051 mmol), tetraetilen glicol (49.9 mg, 0.257 mmol)
y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.4 mL) se agité durante 12 h a ta. La mezcla de reacmon se concentrd bajo presion
reducida y el residuo se purifico por HPLC para dar 17.3 mg (58%) de TEG-FITC. "H RMN (600 MHz, MeOH-dy) &
7.53-8.25 (m, 2H), 7.14 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.72-6.91 (m, 4H), 6.65 (d, J = 6.8 Hz, 2H), 4.60 (br s, 2H), 3.77 (m, 2H),
3.31-3.63 (m, 12H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para C29H30NO10S, 584.1590; encontrado 584.1570; HPLC
(método B) T, = 8.97 (99%).

2-(4-(6-Amino-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)tio)-9H-purin-9-il)butil)isoindolin-1,3-diona (16a) (Esquema
4). Se disolvieron 200 mg (0.484 mmol) del Compuesto 11 en DMF (8 mL). Se agregaron 466 mg (1.43 mmol) de
Cs2C03 'y 683 mg (2.42 mmol) de N-(4-bromobuitil)ftalimida y la mezcla se sonic6 durante 30 min. Se agreg6 31.5 mg
(0.097 mmol) de Cs,COs3 y la mezcla se sonicd de nuevo durante 30 min. Esto se repitié dos veces mas durante un
tiempo de reaccion total de 2 h. Se removi6 DMF y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria
(CH2Cl:MeOH:AcOH, 15:1:0.5) para dar 134 mg (45%) del Compuesto 16a. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) 5 8.18 (s,
1H), 7.84 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.72 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.22 (s, 1H), 6.89 (s, 1H), 6.76 (br s, 2H), 5.99 (s,
2H), 4.23 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.69 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 1.67-1.83 (m, 4H); MS (ESI) m/z 615.2 [M+H]".

9-(4-Aminobutil)-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)tio)-9H-purin-6-amina (17a) (Esquema 4). A una suspension
del Compuesto 16a (38.9 mg, 0.063 mmol) en 2 mL de MeOH/CH,Cl, (7:1 mL) se agregd hidrato de hidrazina (46
pL, 0.950 mmol) y la mezcla se agité a ta durante 12 h. Se removid el solvente bajo presiéon reducida y el residuo
resultante se purificd por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 18 mg (59%) del Compuesto
17a. 'H RMN (500 MHz, CDCl3/MeOH-dy) 5 8.22 (s, 1H), 7.38 (s, 1H), 7.04 (s, 1H), 6.05 (s, 2H) 423 (t, J=7.4Hz,
2H), 2.78 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.82-1.91 (m, 2H), 1.55-1.63 (m, 2H); MS (ESI) m/z 485.0 [M+H]".

PU-H71-FITC4 (18a) (Esquema 4): El compuesto 17a (9.7 mg, 0.020 mmol) FITC (8.57 mg (0.022 mmol) y Et3N
(0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agito durante 3 h a ta. La mezcla de reaccion se purificé directamente por HPLC para
dar 5.2 mg (30%) del Compuesto 18a. "H RMN (600 MHz, MeOH-d,) & 8.22 (s, 1H), 8.00 (s, 1H), 7.61 (d, J = 7.6 Hz,
1H), 7.37 (s, 1H), 7.19 (s, 1H), 7.06 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.58-6.67 (m, 4H), 6.48 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 2H), 5.97 (s, 2H),
4.30 (t, J= 7.0 Hz, 2H), 3.58 (br s, 2H), 1.90-2.00 (m, 2H), 1.61-1.70 (m, 2H); HRMS (ESI) m/z [M+H]+ calculado para
Cs7H29IN707S5, 874.0615; encontrado 874.0610; HPLC T, = 9.57 (98%).

2-(6-(6-Amino-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)tio)-9H-purin-9-il)hexil)isoindolin-1,3-diona (16b) (Esquema 4). Se
disolvieron 200 mg (0.484 mmol) del Compuesto 11 en DMF (8 mL). Se agregaron 466 mg (1.43 mmol) de Cs,CO3 y
751 mg (2.42 mmol) de N-(6-bromohexil)ftalimida y la mezcla se sonico durante 2 h. Se removio el solvente bajo
presién reducida y el residuo resultante se purificd por CCD preparatoria (CH2Cl:MeOH:AcOH, 15:1:0.5) para dar
100 mg (32%) del Compuesto 16b. 'H RMN (500 MHz, CDCl3) 5 8.26 (s, 1H), 7.83 (dd, J = 5.4, 3.1 Hz, 2H), 7.70
(dd, J =5.4, 3.0 Hz, 2H), 7.26 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.36 (br s, 2H), 5.96 (s, 2H), 4.18 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 3.66 (t, J =
7.2 Hz, 2H), 1.70-1.79 (m, 2H), 1.60-1.68 (m, 2H), 1.32-1.43 (m, 4H); MS (ESI) m/z 643.2 [M+H]".

9-(6-Aminohexil)-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)tio)-9H-purin-6-amina (17b) (Esquema 4). A una suspension
del Compuesto 16b (97 mg, 0.1511 mmol) en 4 mL de MeOH/CHCl, (7:1 mL) se agrego hidrato de hidrazina (110
pL, 2.27 mmol) y la mezcla se agité a ta durante 12 h. Se removié el solvente bajo presiéon reducida y eI residuo
resultante se purifico por CCD preparatoria (CH2Cl:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 47 mg (61%) de 17b. 'H RMN
(500 MHz, CDCls) 6 8.32 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 6.90 (s, 1H), 5.99 (s, 2H), 5.84 (br s, 2H), 4.20 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.67
(t, = 6.5 Hz, 2H), 1.72-1.84 (m, 2H), 1.31-1.45 (m, 6H); MS (ESI) n/z 513.0 [M+H]+.

PU-H71-FITC5 (Compuesto 18b) (Esquema 4). El Compuesto 17b (9.7 mg, 0.01894 mmol) FITC (8.11 mg, 0.0208
mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agitd durante 3h a ta. La mezcla de reaccion se purificoé directamente por
HPLC para dar 8.0 mg (47%) del Compuesto 18b. '"H RMN (600 MHz, MeOH-d.) 5 8.23 (s, 1H), 8.09 (s, 1H), 7.65 (d,
J=7.9Hz, 1H), 7.35 (s, 1H), 7.16 (s, 1H), 7.08 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.71 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 667(d,J=2.2Hz,2H),
6.53 (dd, J = 8.8, 2.2 Hz, 2H), 5.96 (s, 2H), 4.24 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.50 (br s, 2H), 1.79-1.88 (m, 2H), 1.52-1.61 (m,
2H), 1.31-1.42 (m, 4H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CazgH33IN;07S,, 902.0928; encontrado 902.0939;
HPLC T, =10.02 (99%).

2-(8-(6-Amino-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)tio)-9H-purin-9-il)octil)isoindolin-1,3-diona (16c) (Esquema 4).
Se disolvieron 200 mg (0.484 mmol) de Compuesto 11 en DMF (8 mL). Se agregaron 466 mg (1.43 mmol) de
Cs2CO3 y 819 mg (2.42 mmol) de N-(8-bromooctil)ftalimida y la mezcla se sonicd durante 1.5 h. Se removid el
solvente bajo presion reducida y el residuo resultante se purifico por CCD preparatoria (CH.Cl2:MeOH:AcOH,
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15:1:0.5) para dar 120 mg (34%) de Compuesto 16c. "H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8.29 (s, 1H), 7.84 (dd, J = 5.5, 3.1
Hz, 2H), 7.70 (dd, J = 5.5, 3.1 Hz, 2H), 7.28 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.29 (br s, 2H), 5.96 (s, 2H), 4.18 (t, J = 7.5 Hz,
2H), 3.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H), 1.62-1.77 (m, 4H), 1.25-1.36 (m, 8H); MS (ESI) m/z 671.3 [M+H]".

9-(8-Aminooctil)-8-((6-yodobenzo[d][1,3]dioxol-5-il)ti0)-9H-purin-6-amina (17c). A una suspension del
Compuesto 16c (90.1 mg, 0.1345 mmol) en 4 mL de MeOH/CH.CI, (7:1 mL) se agrego hidrato de hidrazina (98 pL,
2.017 mmol) y la mezcla se agité a ta durante 12 h. Se removio el solvente bajo presion reducida y eI residuo
resultante se purifico por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 25 mg (34%) de 17c. 'H RMN
(500 MHz, CDCls) 6 8.33 (s, 1H), 7.31 (s, 1H), 6.90 (s, 1H), 5.99 (s, 2H), 5.72 (br s, 2H), 4.20 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.66
(t, J = 7.1 Hz, 2H), 1.70-1.80 (m, 2H), 1.36-1.45 (m, 2H), 1.21-1.35 (m, 8H); MS (ESI) m/z 541.1 [M+H]".

Sintesis de PU-H71-FITC6 (Compuesto 18c) (Esquema 4): El Compuesto 17c (15.0 mg, 0.028 mmol) FITC (11.9
mg, 0.031 mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agitd durante 4 h a ta. La mezcla de reaccioén se purifico
directamente por HPLC para dar 16.9 mg (66%) del Compuesto 18¢c. 'H RMN (600 MHz, MeOH-dy) 5 8.22 (s, 1H),
8.11 (s, 1H), 7.68 (d, J = 7.8 Hz, 1H), 7.34 (s, 1H), 7.12 (s, 1H), 7.09 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.72 (d, J = 8.7 Hz, 2H),
6.67 (d, J = 2.0 Hz, 2H), 6.53 (dd, J = 8.7, 2.0 Hz, 2H), 5.96 (s, 2H), 4.20 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.50 (br s, 2H), 1.74-1.81
(m, 2H), 1.52-1.59 (m, 2H), 1.23-1.35 (m, 8H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para Ca1Hs7IN;O7S,, 930.1241;
encontrado 930.1231; HPLC T, = 10.60 (96%).

Sintesis de PU-FITC7 (Compuesto 20) (Esquema 7). EI Compuesto 19 (15.0 mg, 0.025 mmol), FITC (10.7 mg,
0.0275 mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.3 mL) se agité durante 8 h a ta. La mezcla de reaccion se purificd
directamente por HPLC para dar 23.5 mg (95%) de PU-FITC7. 'H RMN (600 MHz, MeOH-d., 2 rotameros) & 8.18-
8.22 (m, 1H), 7.75-7.87 (m, 4H), 7.53-7.58 (m, 1H), 7.19-7.23 (m, 1H), 7.05 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.98 (s, 0.15H), 6.95
(s, 0.85H), 6.57-6.75 (m, 4H), 6.46-6.55 (m, 2H), 6.05 (s, 0.3H), 6.00 (s, 1.7H), 3.95-4.05 (m, 2H), 3.55-3.64 (m,
1.7H), 2.86-2.92 (m, 0.3H), 2.03-2.12 (m, 1.7H), 1.93-2.00 (m, 0.3H), 1.18 (d, J = 6.5 Hz, 0.9H), 1.13 (d, J = 6.5 Hz,
5.1H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para Ca7H3sFsN707S,, 988.2022; encontrado 988.2005; HPLC T, = 11.00
(99%).

Sintesis de PU-FITC8 (Compuesto 22) (Esquema 8): EIl Compuesto 21 (19.4 mg, 0.050 mmol), FITC (21.4 mg,
0.055 mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.4 mL) se agitd durante 14 h a ta. La mezcla de reaccion se purificd
directamente por HPLC para dar 34.3 mg (88%) de PU-FITC8. "H RMN (600 MHz, MeOH-d,) & 8.35 (s, 1H), 7.97 (s,
1H), 7.69 (dd, J = 8.2, 1.9 Hz, 1H), 7.20 (dd, J = 8.1, 1.9 Hz, 1H), 7.14-7.18 (m, 2H), 6.91 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.76-
6.85 (m, 4H), 6.59-6.65 (m, 2H), 6.01 (s, 2H), 4.40 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 3.82 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 2.35-2.43 (m, 2H), 1.31
(d, J =6.7 Hz, 6H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CsgH34N707S,, 776.1961; encontrado 776.1978; HPLC T,
=10.13 (98%).

Sintesis de PU-FITC9 (Compuesto 24) (Esquema 9): El Compuesto 23 (10.0 mg, 0.032 mmol), FITC (13.9 mg,
0.036 mmol) y EtsN (0.1 mL) en DMF (0.3 mL) se agitaron a ta durante la noche. La mezcla de reaccion se purifico
directamente por HPLC para dar 18.3 mg (82%) de PU-FITC9. 'H RMN (600 MHz, MeOH-d,) & 8.33 (s, 1H), 7.92 (s,
1H), 7.66 (dd, J = 8.1, 1.8 Hz, 1H), 7.15 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.73-6.83 (m, 4H), 6.58-6.65 (m, 2H), 4.73-4.76 (m, 2H),
4.23 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.81-3.85 (m, 2H), 3.74-3.81 (m, 2H), 3.41 (s, 3H), 2.28-2.37 (m, 2H), 1.30 (d, J = 6.6 Hz,
6H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CasH3sN707S, 698.2397; encontrado 698.2399; HPLC T, = 9.20 (99%).

Sintesis de DZ13-FITC1 (Esquema 10). PU-DZ13 (20.8 mg, 0.0406 mmol) FITC (17.4 mg, 0.0447 mmol) y EtsN (0.1
mL) en DMF (0.3 mL) se agitaron durante 12 h a ta. La mezcla de reaccion se purificé directamente por HPLC para
dar 33.7 mg (92%) de DZ13-FITC1. "H RMN (500 MHz, DMF-d-) & 9.46 (s, 1H), 8.05 (dd, J = 7.0, 1.8 Hz, 1H), 7.76-
7.82 (m, 1H), 7.44 (s, 1H), 7.26 (d, J = 7.3 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.78 (m, 2H), 6.67-6.72 (m, 4H), 6.11 (s, 2H), 4.59
(t, J=6.0 Hz, 2H), 4.42 (s, 2H), 4.39 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3.53 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.17-2.28 (m, 1H), 0.92 (d, J = 6.7
Hz, 6H); HRMS (ESI) m/z [M+H]" calculado para CaoHz4FIN;O7S, 902.1269; encontrado 902.1293; HPLC T, = 11.77
(98%).

Sintesis de SNX-FITC (Esquema 11). El Compuesto 25 (9.5 mg, 0.0205 mmol), FITC (8.8 mg, 0.0225 mmol) y EtsN
(0.1 mL) en DMF (0.2 mL) se agitaron durante 4 h a ta. La mezcla de reaccién se concentré bajo presion reducida y
el residuo se purificé por HPLC para dar 13.5 mg (77%) de un sélido anaranjado. RMS (ESI) m/z [M+HH]" calculado
para CasH40F3NsO7S, 853.2631; encontrado 853.2630.

6.1.2. Sintesis de compuestos biotinilados

PU-H71-biotina3. 13 (9.1 mg, 0.0193 mmol), D-biotina (7.1 mg, 0.0290 mmol), DCC (8 mg, 0.0386 mmol) y una
cantidad catalitica de DMAP en CH2Cl> (1 mL) se sonico durante 5 h. La mezcla de reaccién se concentrd bajo
preS|on reducida y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 7.5

g (56%) de PU-H71-biotina3. '"H RMN (600 MHz, CDCls/MeOH-d,) 5 7.97 (s, 1H), 7.17 (s, 1H), 6.86 (s, 1H), 5.84
(s 2H), 4.23-4.27 (m, 1H), 4.05-4.09 (m, 1H), 4.03 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 3.02 (t, J = 6.4 Hz, 2H), 2.90-2.97 (m, 1H), 2.67
(dd, J =4.9, 12.8 Hz, 1H), 2.49 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 2.01 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 1.75-1.83 (m, 2H), 1.34-1.54 (m, 4H),
1.18-1.27 (m, 2H); MS (ESI): n/z 697.1 [M+H]".

PU-H71-biotina2. 2 (30 mg, 0.059 mmol), D-biotina (19 mg, 0.078 mmol), DCC (24 mg, 0.117 mmol) y una cantidad
catalitica de DMAP en CHCl> (1 mL) se sonico durante 9 h. La mezcla de reaccién se concentré bajo presion
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reducida y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 43.2 mg
(99%) de PU-H71-biotina2. "H RMN (600 MHz, CDCls, 2 rotameros) & 8.22 (s, 1H), 7.22 (s, 0.6H), 7.21 (s, 0.4H),
6.87 (s, 0.6H), 6.76 (s, 0.4H), 6.25 (br s, 0.6H), 6.16 (br s, 0.4H), 5.88-5.96 (m, 2H), 5.85 (br s, 0.6H), 5.78 (br s,
0.4H), 4.54-4.63 (m, 0.6H), 4.32-4.45 (m, 1.6H), 4.21-4.25 (m, 0.4H), 4.11-4.19 (m, 1.4H), 4.00-4.07 (m, 0.6H), 3.88-
3.95 (m, 0.4H), 2.97-3.22 (m, 2.4H), 2.78-2.84 (m, 1H), 2.69-2.77 (m, 0.6H), 2.62-2.68 (m, 1H), 2.22-2.27 (m, 0.6H),
1.94-2.05 (m, 1.4H), 1.74-1.89 (m, 1.4H), 1.43-1.72 (m, 3H), 1.16-1.40 (m, 3.6H), 1.00-1.06 (m, 4H), 0.97 (d, J =6.7
Hz, 2H); MS (ESI): m/z 739.2 [M+H]".

PU-H71-biotinad. 13 (16.9 mg, 0.0359 mmol), NHS-LC-Biotina EZ-Link® (17.9 mg, 0.0394 mmol) y DIEA (9.3 mg,
12.5 pL, 0.0718 mmol) en DMF (0.5 mL) se agité a ta durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion
reducida y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 20.8 mg
(72%) de PU-H71-biotina4. "H RMN (500 MHz, CDCl3) 5 8.22 (s, 1H), 7.52 (t, J = 5.6 Hz, 1H), 7.36 (s, 1H), 7.03 (s,
1H), 6.66 (t, J = 5.5 Hz, 1H), 6.25 (br s, 2H), 6.03 (s, 2H), 4.47-4.52 (m, 1H), 4.28-4.33 (m, 1H), 4.25 (t, J = 6.8 Hz,
2H), 3.17-3.25 (m, 4H), 3.11-3.17 (m, 1H), 2.90 (dd, J = 5.0, 12.9 Hz, 1H), 2.63-2.79 (m, 1H), 2.24 (t, J = 7.4 Hz, 2H),
2.13-2.19 (m, 2H), 1.94-2.02 (m, 2H), 1.58-1.74 (m, 6H), 1.48-1.56 (m, 2H), 1.31-1.46 (m, 4H); MS (ESI): m/z 810.3
[M+H]".

PU-H71-biotina7. 2 (15 mg, 0.0292 mmol), NHS-LC-Biotina EZ-Link® (14.6 mg, 0.0321 mmol) y DIEA (7.5 mg, 10.2
pL, 0.0584 mmol) en DMF (0.5 mL) se calent6 a 35°C durante 6 h. La mezcla de reaccion se concentré bajo presion
reducida y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Cl.:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 10.3 mg
(41%) de PU-H71-biotina7. Ademas, 6.9 mg de 2 no reaccionado se recuperé para dar un rendimiento concreto de

77%. "H RMN (500 MHz, CDCls, 2 rotameros) & 8.26-8.29 (m, 1H), 7.29 (s, 0.4H), 7.28 (s, 0.6H), 6.87 (s, 0.4H), 6.85
(s, 0.6H), 6.76 (br s, 0.4H), 6.74 (br s, 0.6H), 6.51-6.63 (br s, 2H), 5.96-6.00 (m, 2H), 5.68 (br s, 0.4H), 5.58 (br s,
0.6H), 4.56-4.64 (m, 0.4H), 4.45-4.52 (m, 1H), 4.28-4.36 (m, 1H), 4.20-4.27 (m, 2H), 4.01-4.09 (m, 0.6H), 3.08-3.32
(m, 5H), 2.86-2.94 (m, 1H), 2.69-2.76 (m, 1H), 2.31-2.37 (m, 1H), 1.96-2.22 (m, 4H), 1.89-1.96 (m, 1H), 1.30-1.80 (m,
12H), 1.10-1.16 (m, 4H), 1.04-1.09 (m, 2H); MS (ESI): m/z 852.3 [M+H]".

PU-H71-biotina5. 13 (16.6 mg, 0.0352 mmol), NHS-LC-LC-Biotina EZ-Link® (22.0 mg, 0.0387 mmol) y DIEA (9.1
mg, 12.3 pL, 0.0704 mmol) en DMF (0.5 mL) se agit6 a ta durante 1 h. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presion reducida y el residuo resultante se purificd por CCD preparatoria (CH2Cl,:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar
27.8 mg (86%) de PU-H71-biotina5. "H RMN (500 MHz, CDCls/MeOH-d,) 5 8.12 (s, 1H), 7.60 (m, 1H), 7.30 (s, 1H),
7.09 (m, 1H), 6.98 (s, 1H), 5.97 (s, 2H), 4.38-4.44 (m, 1H), 4.20-4.24 (m, 1H), 4.17 (t, J = 7.1 Hz, 2H), 3.04-3.18 (m
7H), 2.83 (dd, J = 5.0, 12.9 Hz, 1H), 2.64 (d, J = 12.8 Hz, 1H), 2.16 (t, J = 7.5 Hz, 2H), 2.03-2.12 (m, 4H), 1.88-1.96
(m, 2H), 1.18-1.66 (m, 18H); MS (ESI): m/z 923.4 [M+H]".

PU-H71-biotina8. 2 (15 mg, 0.0292 mmol), NHS-LC-LC-Biotina EZ-Link® (18.2 mg, 0.0321 mmol) y DIEA (7.5 mg,
10.2 yL, 0.0584 mmol) en DMF (0.5 mL) se calenté a 35°C durante 6 h. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presion reducida y el residuo resultante se purificd por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 8.2
mg (29%) de PU-H71-biotina8. Ademas, 9.6 mg de 2 no reaccionado se recuperd para dar un rendimiento concreto
de 81%. 'H RMN (500 MHz, CDCls/MeOH-dy, 2 rotameros) & 8.18 (s, 0.4H), 8.16 (s, 0.6H), 7.31 (s, 1H), 6.98 (s,
0.6H), 6.95 (s, 0.4H), 6.80-6.90 (m, 2H), 5.98 (s, 2H), 4.47-4.55 (m, 0.4H), 4.41-4.47 (m, 1H), 4.23-4.27 (m, 1H),
4.16-4.22 (m, 2H), 3.95-4.03 (m, 0.6H), 3.31-3.34 (m, 0.6H), 3.19-3.24 (m, 1.4H), 3.07-3.17 (m, 5H), 2.82-2.89 (m,
1H), 2.64-2.70 (m, 1H), 2.25-2.32 (m, 1H), 1.94-2.16 (m, 7H), 1.18-1.70 (m, 18H), 1.09 (d, J = 6.7 Hz, 4H), 1.03 (d, J
= 6.8 Hz, 2H); MS (ESI): m/z 965.5 [M+H]".

PU-H71-biotina6. 13 (17.6 mg, 0.0374 mmol), NHS-PEG-Biotina EZ-Link® (24.2 mg, 0.0411 mmol) y DIEA (9.7 mg,
13 pL, 0.0704 mmol) en DMF (0.5 mL) se agité a ta durante 1 h. La mezcla de reaccion se concentrdé bajo presion
reducida y el residuo resultante se purificé por CCD preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3 (7N), 10:1) para dar 31.0 mg
(88%) de PU-H71-biotina6. "H RMN (500 MHz, CDCl3) & 8.29 (s, 1H), 7.51 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.03 (t, J
= 5.3 Hz, 1H), 6.90 (s, 1H), 6.79 (s, 1H), 6.57 (br s, 2H), 6.01 (s, 2H), 5.97 (s, 1H), 4.48-4.53 (m, 1H), 4.25-4.35 (m,
3H), 3.79 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 3.59-3.68 (m, 12H), 3.57 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 3.40-3.46 (m, 2H), 3.18-3.24 (m, 2H), 3.12-
3.18 (m, 1H), 2.90 (dd, J = 5.0, 12.8 Hz, 1H), 2.75 (d, J = 12.7 Hz, 1H), 2.54 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 2.20 (t, J = 7.4 Hz,
2H), 1.40-2.01 (m, 2H), 1.59-1.79 (m, 4H), 1.38-1.48 (m, 2H); MS (ESI): m/z 944.4 [M+H]".

PU-H71-biotina9. 2 (15 mg, 0.0292 mmol), NHS-PEG-Biotina EZ-Link® (18.9 mg, 0.0321 mmol) y DIEA (7.5 mg,
10.2 yL, 0.0584 mmol) en DMF (0.5 mL) se calenté a 35°C durante 6 h. La mezcla de reaccién se concentré bajo
presion reducida y el residuo resultante se purifico por CCD preparatoria (CH2Cl2:MeOH-NH;3 (7N), 10:1) para dar 9.3
mg (32%) de PU-H71-biotina9. Ademas, 9.0 mg de 2 no reaccionado se recuperd para dar un rendimiento concreto
de 81%. 'H RMN (500 MHz, CDCls/MeOH-dy, 2 rotameros) 5 8.18 (s, 0.4H), 8.16 (s, 0.6H), 7.30-7.32 (m, 1H), 6.98
(s, 0.6H), 6.96 (s, 0.4H), 5.98 (s, 2H), 4.49-4.56 (m, 0.4H), 4.39-4.46 (m, 1H), 4.22-4.27 (m, 1H), 4.15-4.21 (m, 2H),
3.99-4.07 (m, 0.6H), 3.66-3.71 (m, 2H), 3.51-3.61 (m, 12H), 3.45-3.50 (m, 2H), 3.29-3.38 (m, 2H), 3.16-3.25 (m, 2H),
3.07-3.12 (m, 1H), 2.81-2.88 (m, 1H), 2.63-2.68 (m, 1H), 2.57-2.63 (m, 1.2H), 2.41-2.47 (m, 0.8H), 1.98-2.18 (m, 4H),
1.52-1.70 (m, 4H), 1.32-1.41 (m, 2H), 1.08 (d, J = 6.7 Hz, 4H), 1.02 (d, J = 6.8 Hz, 2H); MS (ESI): m/z 986.5 [M+H]".

PU-H71-biotina. 6 (4.2 mg, 0.0086 mmol) y Amina-PEO;-Biotina EZ-Link® (5.4 mg, 0.0129 mmol) en DMF (0.2 mL)
se agité a ta durante 24 h. La mezcla de reaccion se concentré y eI residuo se procesé por cromatografia
(CHCIl3:MeOH-NH; (7N), 5:1) para dar 1.1 mg (16%) de PU-H71-biotina. 'H RMN (CDCl3) 5 8.30 (s, 1H), 8.10 (s,
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1H), 7.31 (s, 1H), 6.87 (s, 1H), 6.73 (br s, 1H), 6.36 (br s, 1H), 6.16 (br s, 2H), 6.00 (s, 2H), 4.52 (m, 1H), 4.28-4.37
(m, 3H), 3.58-3.77 (m, 10H), 3.55 (m, 2H), 3.43 (m, 2H), 3.16 (m, 1H), 2.92 (m, 1H), 2.80 (m, 2H), 2.72 (m, 1H), 2.66
(m, 2H), 2.17 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.04 (m, 2H), 1.35-1.80 (m, 6H); MS (ESI): m/z 872.2 [M+H]'/.

6.1.3. Sintesis de compuestos etiquetados con ANCA

Sintesis de N-(3-(6-Amino-8-((6-yodobenzo¥d][1,3]dioxol-5-iI)tio)-9H-purin-9-iI)propil)-2-cianoacetamida
(Compuesto 26) (Esquema 17). Al Compuesto 13" (120.3 mg, 0.256 mmol) en CH,Cl>» (4 mL) se agregd acido
cianoacético (26 mg, 0.307 mmol) y DCC (63 mg, 0.307 mmol) y agité a ta durante 5 h. La mezcla de reaccién se
concentré y purificd por cromatografia (CH2Cl2:MeOH-NH3 (7N), 100:1 hasta 50:1) para dar 131 mg (95%) del
Compuesto 26. "H RMN (600 MHz, CDCl/MeOH-d.): & 8.25 (s, 1H), 7.40 (s, 1H), 7.08 (s, 1H), 6.07 (s, 2H), 4.27 (t, J
=5.9 Hz, 2H), 3.57 (s, 2H), 3.27 (t, J = 5.1 Hz, 2H), 1.98-2.06 (m, 2H); MS (m/z): [M+H]" 538.0.

Sintesis de PU-ANCA (Compuesto 28 (Esquema 17). Al Compuesto 326 (44 mg, 0.0825 mmol) en DMF (1 mL) se
agregd 27 (19 mg, 0.075 mmol) y piperidina (10 pL) y calenté a 70°C durante 24 h. La mezcla de reaccién se
concentro y purificd por CCD preparatoria (CH2Clo:MeOH-NH3 (7N), 12.5:1) para dar 24.3 mg (42%) del Compuesto
28 como un sdlido anaranjado. '"H RMN (600 MHz, DMF-d7): 6 8.73 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 8.38 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 8.36
(s, 1H), 8.29 (s, 1H), 8.18 (dd, J = 8.8, 1.7 Hz, 1H), 7.95 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.92 (d, J = 8.8 Hz, 1H), 7.56 (dd, J =
9.2,2.5Hz, 1H), 7.52 (br s, 2H), 7.49 (s, 1H), 7.34 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 6.95 (s, 1H), 6.16 (s, 2H), 4.40 (t, J = 6.9 Hz,
2H), 3.44-3.47 (m, 4H), 3.38-3.43 (m, 2H), 2.53-2.58 (m, 4H), 2.30 (s, 3H), 2.09-2.15 (m, 2H); '°C RMN (150 MHz,
DMF-d7): & 161.5, 156.0, 153.5, 151.7, 151.5, 151.2, 149.5, 148.8, 144.4, 137.2, 133.6, 130.3, 129.2, 127.4, 127.0,
126.5, 125.2, 120.1, 119.3, 118.9, 117.4, 111.0, 108.5, 103.0, 102.9, 89.4, 54.9, 47.9, 45.6, 41.3, 40.5, 37.2; HRMS
(ESI) m/z [M+H]" calculado para C34H33INgO3S, 774.1472; encontrado 774.1473.

6.1.4. Sintesis de Compuestos Radioetiquetados

Los compuestos precursores de PU-H71, PU-HZ151 y PU-DZ13 se sintetizaron como adecuados para radioyodacion
(esto es precursores Sn). Para radioyodacion, la sintesis sigue la reacciéon mostrada en el Esquema 19. Brevemente,
los compuestos PU se solvataron en metanol (25 pg de PU-H71 y PU-HZ151; 15 ug de PU-DZ13), y agregaron a
Nal (5-10 pL) ([124I] isotopo para formacion de imagenes, [131I] para biodistribucién), seguido por oxidacion con
Cloramina T (CT, 10 pL, 10 min) en medio acido (2 mg/mL en acido acético). Los compuestos calientes
(radioetiquetados) se sintetizaron con el grupo protector amina BOC (tert-Butiloxicarbonilo), que se removié bajo
condiciones acidas (por ejemplo acido trifluroacético (TFA), HCI de acido clorhidrico)) para cada compuesto y
purific6 usando cromatografia liquida de presion alta (HPLC). Los precursores PU-DZ13 y PU-HZ151 se
radioetiquetaron usando 15 pL de metanol (MeOH) para el solvato, 10 min de incubacion a temperatura ambiente
(TA) en CT después de la adicion de la radioetiqueta, que se siguié por la adicion de 50 yL de TFA, y una h de
incubacion a 70°C. El precursor PU-H71 se radioetiqueté con 20 yL de MeOH y 15 pL de CT directamente después
de la adicion de la radioetiqueta, después de cuyo tiempo la solucion se calentdé a 50°C durante 5 min, y luego se
permitié enfriar durante 2 min. Después, 10 uL de éster de metil de metionina (formulado de 0.5 g/mL en H20) y 10
pML de HCI concentrado se agregaron antes de la incubacion a 50°C (1 h). Los productos radioetiquetados se
recolectaron y los solventes se removieron bajo presion reducida, usando un evaporador rotatorio. La actividad
especifica de [124I]-PU-H71 fue ~1000 mCi/umol, que estuvo en linea con las experiencias previas de los inventores
con esta clase de compuesto [124I]. Para la administracion in vivo, los compuestos [124I]-PU se formularon en solucién
salina al 0.9% estéril.

6.2. Evaluacion de la funcion de la HSP90 en Células Cancerosas
Los métodos descritos en esta seccién se relacionan con la descripcién en la Seccion 5.1.

Linea de células y Células Primarias: Las lineas de células CML K562, Kasumi-4, MEG-01 y KU182, la linea de
células cancerosas de mama triple negativo MDA-MB-468, las lineas de células cancerosas de mama SKBr3
HER2+, la linea de células de melanoma SK-Mel-28, las lineas de células cancerosas de prostata LNCaP y DU145,
la linea de células cancerosas pancreatico Mia-PaCa-2, fibroblasto de colon, linea de células CCCD18Co se
obtuvieron de la Recoleccion de Cultivos de Tipo Americano. La linea de células CML KCL-22 se obtuvo de la
Recoleccion Japonesa de Biorrecursos de Investigacion. Las células de fibroblastos NIH-3T3 se transfectaron como
se describe previamente®. Las células se cultivaron en DMEM/F12 (MDA-MB-468, SKBr3 y Mia-PaCa-2), RPMI
(K562, SK-Mel-28, LNCaP, DU145 y NIH-3T3) o MEM (CCD18Co) complementado con 10% de FBS, 1% de L-
glutamina, 1% de penicilina y estreptomicina. Las células Kasumi-4 se mantuvieron en IMDM complementado con
20% de FBS, 10 ng/ml de factor estimulador de colonias de macréfagos de granulocitos (GM-CSF) y 1xPen/Strep.
Sangre de PBL (leucocitos de sangre periférica humana) (n=3) y de cordon umbilical (n=5) se obtuvieron de sangre
de pacientes adquirida del New York Blood Center. Treinta y cinco ml de la suspension de células se colocé sobre
15 ml de Ficoll-Paque plus (GE Healthcare). Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 40 minutos a 4°C, y
se recolectd la interfaz de leucocitos. Las células se colocaron en placas en un medio RPMI con 10% de FBS y se
usaron como se indica. Las células de CML y AML humano primario crénico y de crisis de blastocitos se obtuvieron
con consentimiento informado. La manipulacién y andlisis de las muestras se aprobd por la Universidad de
Rochester, Weill Cornell Medical College and University of Pennsylvania Institutional Review Boards. Las células
mononucleares se aislaron usando la separacién en gradiente de densidad Ficoll-Plague (Pharmacia Biotech,

85



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 624 982 T3

Piscataway, NY). Las células se crioconservaron en un medio de congelacion que consiste en medio de Dulbecco
modificado de Iscove (IMDM), 40% de suero bovino fetal (FBS), y 10% de dimetilsulfoxido (DMSO) o en CryoStor'™®
CS-10 (Biolife). Cuando se cultivaron, las células se mantuvieron en una atmoésfera humidificada de 5% de CO; a
37°C.

Lisis de células para la precipitacion quimica e inmunoprecipitacion: Las células se lisaron al recolectarlas en
solucion amortiguadora Felts (HEPES 20mM, KCI 50mM, MgCl,; 5mM, NP40 0.01%, Na:MoO. recientemente
preparado 20mM, pH 7.2-7.3) con 1ug/uL agregado de inhibidores de proteasa (leupeptina y aprotinina), seguido por
tres etapas de congelacion y descongelacion sucesivas (en hielo seco). La concentracion de proteinas totales se
determiné usando el kit BCA (Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Inmunoprecipitacion: El anticuerpo Hsp90 (H9010) o IgG normal (Santa Cruz Biotechnology) se agregdé en un
volumen de 10 pL a la cantidad indicada de lisado celular junto con 40 yL de perlas de agarosa de proteina G
(Upstate), y la mezcla se incub6d a 4°C durante la noche. Las perlas se lavaron cinco veces con solucion
amortiguadora de lisis Felts y se separaron por SDS-PAGE, seguido por un procedimiento de western blot estandar.

Precipitacion quimica: Las perlas de inhibidores de HSP90 o perlas de control, que contienen un quimico inactivo a
HSP90 (etanolamina) conjugadas a perlas de agarosa, se lavaron tres veces en solucién amortiguadora de lisis. A
menos que se indique de otra manera, los conjugados de perlas (80pL) luego se incubaron a 4°C con las cantidades
indicadas de lisados celulares (120-500 ug), y el volumen se ajusté a 200 pL con solucion amortiguadora de lisis.
Después de la incubacion, los conjugados de perlas se lavaron 5 veces con la solucién amortiguadora de lisis y las
proteinas retenidas en el soporte se analizaron por Western blot. Para los estudios de agotamiento, se llevaron a
cabo 2-4 precipitaciones quimicas sucesivas, seguido por las etapas de inmunoprecipitacion, donde se indico.

Reactivos: Los inhibidores de HSP9O0, los derivados |nm0V|I|zados sobre un soporte solido y etiquetados con
fluoresceina se sintetizaron como se reportd prewamente 577 Los inventores adquirieron Gleevec de LC
Laboratories, AS703026 de Selleck, KN-93 de Tocris, y PP242, BMS-345541 y vanadato de sodio de Sigma. Todos
los compuestos se usaron como soluciones madre de DMSO.

Analisis de Western Blot: Las células se trataron ya sea con PU-H71 o DMSO (vehiculo) durante 24 h y se lisaron
en Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM y 1% de solucién amortiguadora de lisis NP40 complementada con leupeptina
(Sigma Aldrich) y aprotinina (Sigma Aldrich). Las concentraciones de proteina se determinaron usando el kit BCA
(Pierce) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los lisados de proteinas (15-200 ug) se resolvieron
electroforéticamente por SDS/PAGE, se transfectaron a la membrana de nitrocelulosa y se sondearon con los
siguientes anticuerpos primarios contra: HSP90 (1:2000, SMC-107A/B; StressMarq), Bcr-Abl (1:75, 554148; BD
Pharmingen), PI3K (1:1000, 06-195; Upstate), mTOR (1:200, Sc-1549; Santa Cruz), p-mTOR (1:1000, 2971; Cell
Signaling), STAT3 (1:1000, 9132; Cell Signaling), p-STAT3 (1:2000, 9145; Cell Signaling), STAT5 (1:500, Sc-835;
Santa Cruz), p-STAT5 (1:1000, 9351; Cell Signaling), RICTOR (1:2000, NB100-611; Novus Biologicals), RAPTOR
(1:1000, 2280; Cell Signaling), P90RSK (1:1000, 9347; Cell Signaling), Raf-1 ( 1:300, Sc-133; Santa Cruz), CARM1
(1:1000, 09-818; Millipore), CRKL (1:200, Sc-319; Santa Cruz), GRB2 (1:1000, 3972; Cell Signaling), FAK (1:1000,
Sc-1688; Santa Cruz), BTK (1:1000, 3533; Cell Signaling), A-Raf (1:1000, 4432; Cell Signaling), PRKD2 (1:200, sc-
100415, Santa Cruz), HCK (1:500, 06-833; Milipore), p-HCK (1:500, ab52203; Abcam) y B-actina (1:2000, A1978;
Sigma). Las membranas luego se incubaron con una dilucion de 1:3000 de un anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rabano picante correspondiente. La deteccion se llevé a cabo usando el Sistema de Deteccién de
Quimioluminiscencia Mejorado con ECL (Amersham Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Densitometria: Los geles se escanearon en Adobe Photoshop 7.0.1 y se llevé a cabo el andlisis densitométrico
cuantitativo usando el software Un-Scan-It 5.1 (Silk Scientific).

Estudios de ligacion de radioisotopos y estudios de cuantificacion de HSP90: Los estudios de saturacion se
llevaron a cabo con "™'l-PU-H71 y células (K562, MDA-MB-468, SKBr3, LNCaP, DU-145, MRC 5 y PBL).
Brevemente, las muestras por triplicado de células se mezclaron con una cantidad cada vez mayor de ®"-PU-H71
ya sea con o sin 1 yM de PU-H71 no etiquetado. Las soluciones se agitaron en un agitador orbital y después de 1 hr
las células se aislaron y se lavaron con solucion salina amortiguada con Tris enfriada con hielo usando un recolector
de células Brandel. Todas las muestras celulares aisladas se contaron y la captacion especifica de ®'-PU-H71 se
determind. Estos datos se graficaron contra la concentracion de - PU H71 para proporcionar una curva de ligacion
de saturamon Para la cuantlflca0|on de HSP90 ligada a PU, 9.2x10” de células K562, 6.55x10” de células KCL-22,
2.55x10" de células KU182 y 7.8x10’ de células MEG-01 se lisaron para dar por resultado 6382, 3225, 1349 y 3414

Mg de proteina total, respectivamente. Para calcular el porcentaje de HSP90, la expresion de HSP90 celular se
cuantific6 al usar las curvas estandares creadas de HSP90 recombinante purificada de células Hela
(Stressgen#ADI-SPP-770).

Pulso-Caza. Las células K562 se trataron con NasVO4 (1 mM) con o sin PU-H71 (5 M), como se indica. Las células
se recolectaron en los tiempos indicados y se lisaron en Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y 1% de solucion
amortiguadora de lisis NP-40, y luego se sometieron a procedimiento de western blot.

Digestion triptica: Las células K562 se trataron durante 30 minutos con vehiculo o PU-H71 (50 uM). Las células se
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recolectaron y se lisaron en Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM, 1% de solucién amortiguadora de lisis NP-40. La
proteina STAT5 se inmunoprecipitdé de 500 ug de lisado de proteinas totales con un anticuerpo anti-STAT5 (Santa
Cruz, sc-835). Los precipitados de proteinas ligadas a las perlas de agarosa de proteina G se lavaron con la solucion
amortiguadora de tripsina (Tris 50 mM pH 8.0, CaCl, 20 mM) y 33 ng de tripsina se habian agregado a cada muestra.
Las muestras se incubaron a 37°C y las alicuotas se recolectaron en los puntos de tiempo indicados. Las alicuotas
de proteina se sometieron a SDS-PAGE vy se tifieron para STATS.

Ensayo de ligacion a DNA de STAT5 activado: La capacidad de ligacion de DNA de STAT5a y STAT5b se
sometid a ensayo por un ensayo basado en ELISA (TransAM, Active Motif, Carlsbad, CA) después de las
instrucciones del fabricante. Brevemente, 5x10° de células K562 se trataron con PU-H71 1y 10 uM o control durante
24 h. Diez microgramos de lisados celulares se agregaron a los pocillos que contienen oligonucleétidos consenso
STAT preadsorbidos (5-TTCCCGGAA-3’). Para las células tratadas con control el ensayo se llevd a cabo en
ausencia o presencia de 20 pmol de oligonucledtidos competidores que contienen ya sea un sitio de ligacion
consenso STAT de tipo natural o mutado. Células Hela tratadas con interferon (5 ug por pocillo) se usaron como
controles positivos para el ensayo. Después de la incubacion y lavado, los anticuerpos anti-STAT5a o anti-STAT5b
policlonales de conejo (1:1000, Porcion Activa) se agregaron a cada pocillo, seguido por el anticuerpo secundario
anticonejo HPR (1:1000, Porcién Activa). Después de la adicion del substrato de HRP, la absorbancia se ley6 a 450
nm con una longitud de onda de referencia de 655 nm (Synergy4, Biotek, Winooski, VT). En este ensayo la
absorbancia es directamente proporcional a la cantidad del factor de transcripcion ligado a DNA presente en la
muestra. Los experimentos se llevaron a cabo en cuatro replicados. Los resultados se expresaron como unidades
arbitrarias (AU) de los valores de absorbancia media con SEM.

Inmunoprecipitacion de Cromatina Cuantitativa (Q-ChlP): La Q-ChIP se realiz6 como se describe previamente
con modificaciones®®. Brevemente, 108 células K562 se fijaron con 1% de formaldehido, se lisaron y se hicieron
pasar por ondas sonoras (Branson sonicator, Branson). Los anticuerpos STAT5 N20 (Santa Cruz) y HSP90 (Zymed)
se agregaron a la muestra prelimpia y se incubaron durante la noche a 4°C. Después, se agregaron perlas de
proteina A o G, y la muestra se eluyd de las perlas seguido por desreticulacion. EI DNA se purificd usando columnas
de purificacion de PCR (Qiagen). La cuantificacion de los productos ChIP se llevé a cabo por PCR cuantitativa
(Applied Biosystems 7900HT) usando el Fast SYBR Green (Applied Biosystems). Los genes objetivos que contienen
el sitio de ligacion a STAT se detectaron con los siguientes cebadores: CCND2 (5-GTTGTTCTGGTCCCTTTAATCG
y 5-ACCTCGCATACCCAGAGA), MYC (5-ATGCGTTGCTGGGTTATTTT y 5-CAGAGCGTGGGATGTTAGTG) y para
la region de control intergénica (5-CCACCTGAGTCTGCAATGAG y 5-CAGTCTCCAGCCTTTGTTCC).

QPCR en tiempo real: El RNA se extrajo de células K562 tratadas con PU-H71 y de control usando el kit RNeasy
Plus (Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. El cDNA se sintetizé usando el kit de RNA a cDNA de Alta
Capacidad (Applied Biosystems). Los inventores amplificaron los genes especificos con los siguientes cebadores:
MYC (5-AGAAGAGCATCTTCCGCATC y 5-CCTTTAAACAGTGCCCAAGC), CCND2 (5-
TGAGCTGCTGGCTAAGATCA y 5-ACGGTACTGCTGCAGGCTAT), BCL-XL (5
CTTTTGTGGAACTCTATGGGAACA y 5-CAGCGGTTGAAGCGTTCCT), MCL1 (5-AGACCTTACGACGGGTTGG y
5-ACATTCCTGATGCCACCTTC), CCND1 (5-CCTGTCCTACTACCGCCTCA y 5-GGCTTCGATCTGCTCCTG),
HPRT (5- CGTCTTGCTCGAGATGTGATG y 5-GCACACAGAGGGCTACAATGTG), GAPDH (5
CGACCACTTTGTCAAGCTCA y 5-CCCTGTTGCTGTAGCCAAAT), RPL13A (5- TGAGTGAAAGGGAGCCAGAAG y
5-CAGATGCCCCACTCACAAGA). La abundancia de transcripto se detecté usando las condiciones Fast SYBR
Green (etapa inicial de 20 segundos a 95°C seguido por 40 ciclos de 1 segundo a 95°C y 20 segundos a 60°C). El
valor Cr del gen de mantenimiento (RPL13A) se sustrajo de los genes correspondientes de interés (ACry). La
desviacién estandar de la diferencia se calculd de la desviacion estandar de los valores Cr (replicados). Después,
los valores ACt de las células tratadas con PU-H71 se expresaron en relacion con sus células tratadas con control
respectivas usando el método AACt. La expresion de plegamiento para cada gen en las células tratadas con el
farmaco en relacion con las células tratadas con control se determina por la expresion: 28CT | os resultados se
representaron como expresion de plegamiento con el error estandar de la media para replicados.

Silenciamiento génico de la HSP70. Las transfecciones se llevaron a cabo por electroporacién (Amaxa) y la
Solucion Nucleofectora V (Amaxa), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los estudios de silenciamiento
de la HSP70 se llevaron a cabo usando siRNAs designados como previamente reportados84 contra el marco de
lectura abierto de HSP70 (HSPA1A; nimero de acceso NM_005345). Las células de control negativo se
transfectaron con la secuencia de siRNA de control invertido (HSP70C; Dharmacon RNA technologies). Las
secuencias activas contra HSP70 usadas para el estudio son HSP70A (5-GGACGAGUUUGAGCACAAG-3) y
HSP70B (5- CCAAGCAGACGCAGAUCUU-3). La secuencia para el control es HSP70C (5-
GGACGAGUUGUAGCACAAG-3’). Tres millones de células en 2 mL de medio (RPMI complementado con 1% de L-
glutamina, 1% de penicilina y estreptomicina) se transfectaron con 0.5 pM de siRNA de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Las células transfectadas se mantuvieron en placas de 6 pocillos y a 84h, se lisaron
seguido por los procedimientos de Western blot estandares.

Clasificacion de la cinasa® (Figura 44). Para la mayoria de ensayos, las cepas de fago T7 etiquetadas con cinasa
se desarrollaron en paralelo en bloques de 24 pocillos en un hospedero de E. coli derivado de la cepa BL21. El E.coli
se desarroll6 a fase logaritmica y se infecté con fago T7 de una solucién madre congelada (multiplicidad de infeccion
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= 0.4) y se incub6 con agitacion a 32°C hasta la lisis (90-150 min). Los lisados se centrifugaron (6000 x g) y se
filtraron (0.2um) para remover los restos celulares. Las cinasas restantes se produjeron en células HEK-293 y se
etiquetaron subsecuentemente con DNA para la deteccion por qPCR. Las perlas magnéticas recubiertas con
estreptavidina se trataron con ligandos de molécula pequefia biotinilados durante 30 minutos a temperatura
ambiente para generar resinas de afinidad para los ensayos de cinasa. Las perlas de ligandos se bloquearon con
biotina en exceso y se lavaron con solucion amortiguadora de bloqueo (SeaBlock (Pierce), 1% de BSA, 0.05% de
Tween 20, DTT 1 mM) para remover el ligando no enlazado y para reducir la ligacién de fago no especifica. Las
reacciones de ligacion se ensamblaron al combinar las cinasas, las perlas de afinidad de ligando, y los compuestos
de prueba en 1x de solucién amortiguadora de ligacion (20% de SeaBlock, 0.17x de PBS, 0.05% de Tween 20, DTT
6 mM). Los compuestos de prueba se prepararon como 40x de soluciones madre en 100% de DMSO vy se diluyeron
directamente en el ensayo. Todas las reacciones se llevaron a cabo en placas de 384 pocillos de polipropileno en un
volumen final de 0.04 ml. Las placas de ensayo se incubaron a temperatura ambiente con agitacion durante 1 hora 'y
las perlas de afinidad se lavaron con solucién amortiguadora de lavado (1x de PBS, 0.05% de Tween 20). Las perlas
luego se volvieron a suspender en solucion amortiguadora de elucion (1x de PBS, 0.05% de Tween 20, 0.5 ym de
ligando de afinidad no biotinilado) y se incubaron a temperatura ambiente con agitacion durante 30 minutos. La
concentracion de cinasa en los eluidos se midié por gPCR. El registro de selectividad de la exploracion KINOME (S)
es una medicién cuantitativa de la selectividad del compuesto. Se calcula al dividir el nUmero de cinasas que se ligan
al compuesto por el numero total de cinasas distintas sometidas a prueba, excluyendo las variantes mutantes.
TREEspotMR es una herramienta de software de visualizacion de datos patentada desarrollada por KINOMEscan®.
Las cinasas encontradas para ligacion se marcaron con circulos en la Figura 44, donde los circulos mas grandes
indican la ligacion de afinidad mas alta. El dendograma de la cinasa se adaptd y se reproduce con el permiso de
Science and Cell Signaling Technology, Inc.

Vectores lentivirales, produccion lentiviral y transduccion de células K562. Los constructos lentivirales de el
silenciamiento génico de shRNA de CARM1 se adquirieron de bibliotecas de shRNA TRC lentiviral de
Openbiosystem: pLKO.1-shCARM1-KD1 (catalogo No: RHS3979-9576107) y pLKO.1-shCARM1-KD2 (catalogo No:
RHS3979-9576108). El shRNA de control (codificacion de shRNA) fue el plasmido Addgene 1864. El GFP se clond
para reemplazar la puromicina como el marcador de seleccion. Los lentivirus se produjeron por transfeccion
transciente de 293T como en el protocolo descrito previamente86. Se recolecté el sobrenadante viral, se filtré a
través de un filtro de 0.45-uym y se concentrd. Las células K562 se infectaron con suspensiones concentradas
lentivirales de titulo alto, en la presencia de 8 pg/ml de polibreno (Aldrich). Las células K562 transducidas se
clasificaron para fluorescencia verde (GFP) después de 72 horas de transfeccion.

Extraccion de RNA y PCR en Tiempo Real cuantitativa (QRT-PCR). Para la qRT-PCR, el RNA total se aisl6 de
10° células usando el mini kit RNeasy (QIAGEN, Alemania), y luego se sometié a transcripcidn inversa con
hexameros aleatorios (SuperScript Il kit, Invitrogen). Las reacciones de PCR en tiempo real se llevaron a cabo
usando un sistema de deteccion de secuencia ABI 7500. Los productos de PCR se detectaron usando ya sea la
quimica de verde | Sybr o metodologia TagMan (PE Applied Biosystems, Norwalk, CT). Los detalles para los
ensayos de PCR en tiempo real se describieron en otra parte87. Las secuencias cebadoras para CARM1 qPCR son
TGATGGCCAAGTCTGTCAAG(delantero) y TGAAAGCAACGTCAAACCAG(inverso).

Ensayo de viabilidad celular, Apoptosis, y Proliferacion. La evaluacion de la viabilidad en las células K562 no
transfectadas o transfectadas con CARM1 shRNA o codificacion se llevé a cabo usando Azul Tripan. Este croméforo
se carga negativamente y no interactda con la célula a menos que la membrana se dafie. Por lo tanto, todas las
células que excluyen el tinte son disponibles. El analisis de apoptosis se evalu6 usando la microscopia de
fluorescencia al mezclar dos 2 yL de anaranjado acridina (100 pug/mL), 2 yL de bromuro de etidio (100 pg/mL), y 20
ML de la suspensién celular. Un minimo de 200 células se contdé en por lo menos cinco campos aleatorios. Las
células apoptéticas vivas se diferenciaron de las células apoptoéticas, necréticas y normales muertas al examinar los
cambios en la morfologia celular sobre la base de la fluorescencia nuclear y citoplasmica distintiva. Las células
viables muestran una membrana plasmatica intacta (color verde), mientras que las células muertas muestran una
membrana plasmatica dafiada (color anaranjado). Una apariencia de los cambios ultra-estructurales, incluyendo
encogimiento, condensacion de heterocromatina, y desgranulacion nuclear, son mas consistentes con la apoptosis y
la membrana citoplasmica alterada con necrosis. El porcentaje de las células apoptoticas (indice apoptético) se
calculé como: % de células apoptoticas = (nimero total de células con nucleos apoptéticos/nimero total de células
contadas) x 100. Para el ensayo de proliferacion, 5 x 10° células K562 se colocaron en placas sobre una placa negra
sélida de 96 pocillos (Corning). El ensayo se llevd a cabo de acuerdo con las indicaciones del fabricante (CellTiter-
Glo Luminescent Cell Viability Assay, Promega). Todos los experimentos se repitieron tres veces. Donde se indico,
los estudios de inhibicion de crecimiento se llevaron a cabo usando el ensayo de azul Alamar. Este reactivo ofrece
una medicion objetiva rapida de la viabilidad celular en el cultivo celular, y usa el tinte indicador resazurina para
medir la capacidad metabdlica de las células, un indicador de la viabilidad celular. Brevemente, las células
exponencialmente en desarrollo se colocaron en placas, en placas de microtitulacion (Corning # 3603) y se
incubaron los tiempos indicados a 37°C. Los farmacos se agregaron por triplicado en las concentraciones indicadas,
y la placa se incub6 durante 72 horas. Se agregd resazurina (55 uM), y la placa se ley6 6 horas después de usar el
Analyst GT (Modo de intensidad de fluorescencia, excitacion 530nm, emision 580nm, con espejo dicroico 560nm).
Los resultados se analizaron usando los softwares Softmax Pro y the GraphPad Prism. El porcentaje de la inhibicion
del crecimiento celular se calculd al comparar las lecturas de fluorescencia obtenidas de las células tratadas contra
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las de control. La ICsp se calculé como la concentracion de farmacos que inhibe el crecimiento celular un 50%.

Analisis cuantitativo de la sinergia entre los inhibidores de mTOR y HSP90: para determinar la interaccion del
farmaco entre pp242 (inhibidor mTOR) y PU-H71 (Inhibidor de HSP90), el método de isobolograma de indice de
combinacion (Cl) de Chou—Talalay se us6é como se describe previamente®®°. Este método, basado en el principio
de efecto medio de la ley de accion de masas, cuantifica el sinergismo o antagonismo para dos o mas
combinaciones de farmacos, sin considerar los mecanismos de cada farmaco, por simulacién computarizada.
Basado en los algoritmos, el software de computadora muestra graficas de efecto medio, graficas de indice de
combinacién e isobologramas normalizados (donde no se usan combinaciones de relaciones constantes de dos
farmacos). El PU-H71 (0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125, 0.0125 uM) y pp242 (0.5, 0.125, 0.03125, 0.0008, 0.002,
0.001 pM) se usaron como agentes individuales de las concentraciones mencionadas o combinadas en una relacion
no constante (PU-H71: pp242; 1:1, 1:2, 1:4, 1:7.8, 1:15.6, 1:12.5). La Fa (fraccidon de células exterminadas) se
calculé usando las formulas Fa=1-Fu; la Fu es la fraccion de las células no afectadas y se usé para un analisis de
efecto de dosis usando el software de computadora (CompuSyn, Paramus,New Jersey, USA).

6.3. Sondas fluorescentemente etiquetadas en ensayos celulares
6.3.1. Analisis de citometria de flujo de la ligacion de PU-H71 fluorescente

Lineas de células de leucemia mielégena aguda humana (AML) MOLM-13 y células MV4-11 fueron un regalo del Dr.
Stephen D. Nimer, MSKCC, y se mantuvieron en un medio RPMI1640 complementado con suero bovino fetal al 10%
(FBS) y 1xPen/Strep en una atmdsfera humidificada de CO2 al 5% a 37°C. Las células se colocaron en placas de 6
pocillos en la densidad de 5 x 10° células/mL, y se trataron con los derivados indicativos (1 pM) a 37 °C durante 4
horas. Para la deteccion de la ligacién de HSP90 en las células vivas, las células se lavaron dos veces con solucion
amortiguadora FACS (PBS, 0.05% de FBS), y antes del andlisis, se tifieron con 1ug/ml de DAPI (Invitrogen) en
solucion amortiguadora FACS a temperatura ambiente. Las intensidades de fluorescencia de las células vivas (DAPI
negativos) que representa la ligacion derivada fluorescente PU-H71 se capturaron por la citometria de flujo (LSR-II,
BD Biosciences), y se analizaron por el software FlowJo (Tree Star, Ashland, OR). Para la evaluacion de la ligacion
de HSP90 en las células fijas, las células se lavaron, se fijaron durante 30 min con solucién amortiguadora BD
Cytofix (BD, Biosciences, San José, CA), y luego se permeabilizaron durante 30 min sobre hielo usando solucién
amortiguadora BD Perm Il (BD Biosciences, San José, CA). La permeabilizacién completa de las células se
determind con el DAPI. Las células se analizaron por citometria de flujo como se menciona en lo anterior. Para las
pruebas de competicion, las muestras de AML primarias en la densidad de 2x10° células/ml se trataron con 1 UM de
PU-H71 no conjugado durante 4 horas seguido por el tratamiento de 1 yM de PU-H71-FITC2 durante 1 hora. Las
células se recolectaron, se lavaron dos veces, se tifieron para CD45 para distinguir los blastocitos de los linfocitos
normales e incubados durante 30 min a 4°C, se lavaron y se tifieron con 7-AAD en solucién amortiguadora FACS
para ser analizados por la citometria de flujo.

6.3.2. Citometria de flujo. Aislamiento de CD34

El aislamiento de células CD34+ se llevé a cabo usando el kit MicroBead CD34 y el autoMACS clasificador de
células magnético automatizado de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Miltenyi Biotech, Auburn, CA).
Ensayo de Viabilidad — lineas de células CML se colocaron en placas de 48 pocillos en la densidad de 5x10°
células/ml, y se trataron con dosis indicadas de PU-H71. Las células se recolectaron cada 24 horas, se tifieron con
Anexina V-V450 (BD Biosciences) y 7-AAD (Invitrogen) en solucién amortiguadora de Anexina V (HEPES
10mM/NaOH, NaCl 0.14, CaCl, 2.5 mM). La viabilidad celular se analiz6 por citometria de flujo (BD Biosciences).
Para las muestras de pacientes, células CML de crisis de blastocitos primaria se colocaron en placas de 48 pocillos
a 2x10° células/ml, y se trataron con dosis indicadas de PU-H71 por hasta 96 horas. Las células se tifieron con
anticuerpos CD34-APC, CD38-PE-CY7 y CD45-APC-H7 (BD Biosciences) en solucion amortiguadora FACS (PBS,
0.05% de FBS) a 4°C durante 30 minutos antes de la tincion con Anexina V/7-AAD. Ensayo de ligacion de PU-H71 —
lineas de células CML se colocaron en placas de 48 pocillos en la densidad de 5x10° células/ml, y se trataron con 1
MM de PU-H71-FITC. A 4 horas postratamiento las células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora FACS.
Para medir la ligacion de PU-H71-FITC en células vivas, las células se tifieron con 7-AAD con solucion
amortiguadora FACS a temperatura ambiente durante 10 min, y se analizaron por citometria de flujo (BD
Biosciences). A las 48 horas, y 96 horas postratamiento de PU-H71-FITC, las células se tifieron con Anexina V-V450
(BD Biosciences) y 7-AAD en solucion amortiguadora de Anexina V, y se sometieron a citometria de flujo para medir
la viabilidad determinada por las acumulaciones negativas dobles de Anexina V/7AAD. Para evaluar la ligacion de
PU-H71-FITC a las muestras de pacientes con leucemia, células bp o cpCML primarias se colocaron en placas de
48 pocillos a 2x10° células/ml, y se trataron con 1 yM PU-H71-FITC. A las 24 horas postratamiento, las células se
lavaron dos veces y se tifieron con anticuerpos CD34-APC (o CD34-PECy7), CD38-PE-CY7 (o CD38-PE) y CD45-
APC-H7 en solucion amortiguadora FACS a 4°C durante 30 min antes de la tincion con 7-AAD. A las 48 horas, y 96
horas después del tratamiento, las células se tifieron con anticuerpos CD34-APC (o CD34-PECy7), CD38-PE-CY7 (o
CD38-PE) y CD45-APC-H7 seguido por la tincion con Anexina V-V450 y 7-AAD para medir la viabilidad celular en
los blastocitos, los Iinfocitosg/ las poblaciones de células CD34+. Para la prueba de competicién, lineas de células
CML en la densidad de 5%10° células/ml o muestras de CML primarias en la densidad de 2x10° células/ml se trataron
con 1 uM de PU-H71 no conjugados durante 4 h seguido por el tratamiento de 1 yM PU-H71-FITC durante 1 h. Las
células se recolectaron, se lavaron dos veces, se tifieron para 7-AAD en solucion amortiguadora FACS, y se
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analizaron por citometria de flujo. Tincion de HSP90 — Las células se dejaron con solucion amortiguadora de fijacion
(BD Biosciences) a 4°C durante 30 min, y se permeabilizaron en Solucién Amortiguadora Perm Ill (BD Biosciences)
sobre hielo durante 30 min. Las células se tifieron con conjugado de ficoeritrina anti-HSP90 (PE) (clon F-8, Santa
Cruz Biotechnologies; CA) durante 60 minutos. Las células se lavaron y luego se analizaron por citometria de flujo.
Se us6 IgG2a-PE de raton normal como control de isotipo.

6.3.3. Analisis de microscopia fluorescente de la ligacion de PU-H71-FITC2 (9)

Las células MV4-11 se colocaron en placas de 48 pocillos en la densidad de 5 x 10° células/ml, y se trataron con 1
UM de PU-H71-FITC2 o PU-H71-NBD1. A las 24 horas después del tratamiento, las células se bloquearon con 3%
de solucién amortiguadora BSA/FACS a temperatura ambiente durante 30 min y se incubaron con anticuerpo
Na'/K*-ATPase a 1 (Novus Biologicals) 3% de solucién amortiguadora de BSA/FACS a temperatura ambiente
durante 30 min. Las células se lavaron tres veces con solucion amortiguadora FACS y se incubaron con Alexa Fluor
568 anti-conejo de cabra (Invitrogen) en 3% de solucién amortiguadora BSA/FACS a temperatura ambiente durante
20 min. Las células luego se lavaron tres veces con solucion amortiguadora FACS, se incubaron con 1 pg/ml de
DAPI en solucién amortiguadora FACS durante 10 min, se montaron sobre portaobjetos, y se observaron bajo un
microscopio confocal (Zeiss).

Analisis de Western Blotting: Las células se trataron ya sea con los derivados de PU-H71 fluorescente, TEG-FITC
o DMSO (vehiculo) durante 24 horas y se lisaron en Tris 50 mM, pH 7.4, NaCl 150 mM y 1% de solucion
amortiguadora de lisis NP40 complementada con leupeptina (Sigma Aldrich) y aprotinina (Sigma Aldrich). Las
concentraciones de proteina se determinaron usando el kit BCA (Pierce) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los lisados de proteina (50 pg) se resolvieron electroforéticamente por SDS/PAGE, se transfectaron a la
membrana nitrocelulosa y se sondearon con los siguientes anticuerpos primarios contra: Raf-1 (1:300, Sc-133; Santa
Cruz), FLT3 (1:1000, sc-480; Santa Cruz) y B-actina (1:2000, A1978; Sigma). Las membranas luego se incubaron
con una dilucion de 1:3000 de un anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa de rabano picante
correspondiente. La deteccion se llevé a cabo usando el Sistema de Deteccién de Quimioluminiscencia Mejorado
con ECL (Amersham Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

6.3.4. Ensayo de células madre tumorales

Ensayo de ligacion de PU-H71 — Las muestras primarias se colocaron en placas de 48 pocillos a 2x10° células/ml,
y se trataron con 1 yM de PU-H71-FITC2 o TEG-FITC. A las 4 horas postratamiento las células se lavaron una vez
con solucién amortiguadora FACS (PBS, 0.05% de FBS), y se tifieron con anticuerpos CD34-APC, CD38-PE-CY7 y
CD45-APC-H7 (BD Biosciences) en solucion amortiguadora FACS (PBS + 0.5% de FBS) a 4°C durante 30 min antes
de la tincidn con 7-AAD (Invitrogen). El MFI del PU-H71-FITC2 ligado se evalud en el citometro de flujo BD-LSR Il) y
se normalizé a TEG-FITC. Los valores se representaron como la relacion de ligacion de PUH71-FITC en LSCs
(ventana CD45dim, CD34+, CD38-) en relacion con los linfocitos (ventana CD45hi vs SSC).

Ensayo de viabilidad de células madre — Células primarias se colocaron en placas de 48 pocillos a 2x10°
células/ml, y se trataron con 1 uM de PU-H71 durante 48 horas. Las células se tifieron con anticuerpos CD34-APC,
CD38-PE-CY7 y CD45-APC-H7 (BD Biosciences) en solucion amortiguadora FACS (PBS, 0.05% de FBS) a 4°C
durante 30 min antes de la tincién con Anexina V-V450 (BD Biosciences) y 7-AAD en solucidon amortiguadora de
Anexina V (HEPES/NaOH, NaCl 10 mM, CaCl, 2.5 mM). La vialidad celular se determiné como el porcentaje de
células de Anexina V-/7AAD normalizadas a las células no tratadas.

Analisis Estadistico. A menos que se indique de otra manera, los datos se analizaron por pruebas t de 2 colas no
emparejadas como se implementa en GraphPad Prism (version 4; GraphPad Software). Un valor P menor que 0.05
se considerd significativo. A menos de que se establezca de otra manera, los datos se representan como la
mediatSD o mediatSEM de replicados en duplicado o triplicado. Las barras de error representan la SD o el SEM de
la media. Si un panel individual se presenta, los datos son representativos de 2 o 3 experimentos individuales.

6.3.5. Evaluacion de la ligacion de PU-FITC en muestras de leucemia primarias y en lineas de células de
leucemia y de tumor sélido

Procedimiento: Células mononucleares de sangre periférica (PB) o medula ésea (BM) de pacientes con leucemia
se aislan ya sea de muestras recientes usando gradientes de densidad Ficoll o de alicuotas viablemente
congeladas. Las células se trataron con 1 yM de PU-FITC y 4h postratamiento las células se lavaron y se tifieron
con anticuerpos para distinguir las subpoblaciones diferentes (CD45-APC-H7 para identificar los blastocitos (ventana
CD45 dim contra SSC) y los linfocitos (ventana CD45hi contra SSC)) y la tincion con 7-AAD para discriminar las
células muertas. La ligacion de PU-FITC se evalué usando un instrumento BD LSR-II. El instrumento se ajusta
usando perlas CST antes del experimento. Una curva de calibracién que usa perlas comercialmente disponibles
etiquetadas con diferentes intensidades fluorescentes (kit Quantum Alexa Fluor 488) se usé para la cuantificacion de
las intensidades de fluorescencia AF488/FITC para la ligacion de PU-FITC. La ligacién a los linfocitos se usa para
determinar la ligacion de fondo de PU-FITC para cada muestra del paciente. La ligacion PU-FITC se evalué como la
diferencia de plegamiento en la intensidad de fluorescencia media (MFI) de los blastocitos en relacion con los
linfocitos. Se usé un control no especifico (TEG-FITC) para determinar la ligacién no especifica. Los inventores
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proponen evaluar por lo menos 100 muestras de leucemia primaria. Para cada ensayo los inventores usan un
minimo de 900.000 células mononucleares totales. Los inventores recolectan por lo menos 50.000 eventos para el
analisis. El analisis se lleva a cabo usando el software FlowJo. La ligacion de PU-FITC en un panel mas grande de
linea de células comercialmente disponibles (linfomas, mieloma multiple, cancer de mama, prostata, lineas de
células cancerosas pancreatico y de pulmoén) se puede evaluar. Debido a que las lineas de células no tienen su
propio control interno, los inventores usan el MFI delta calculado para el TEG-FITC sustraido de PU-FITC
(cuantificado usando las curvas de calibracion llevadas a cabo con las perlas fluorescentes) o la ligacion a las
células HL-60 como se describe en lo anterior.

Evaluacién de la sensibilidad para los inhibidores de HSP90: Para determinar la sensibilidad de todas las
muestras evaluadas para la ligacién de PU-FITC, las células se colocaron en placas de 96 pocillos y se trataron con
dosis cada vez mayores de PU-H71. En las lineas de células y un subconjunto de seleccion de muestras primarias,
donde el material suficiente esta disponible, su sensibilidad también se someti® a prueba a otra Hsp90i
quimicamente distinta (17-AAG, NVP-AUY922 y STA9090 u otra Hsp90i actualmente en evaluacion clinica) (5). Las
células se recolectaron 48h después y se tifieron con CD45-APC-H7 para distinguir los blastocitos y los linfocitos
normales (para las células primarias). Las células luego se lavaron y se tifieron con Anexina V-V450 y 7-AAD en
solucion amortiguadora de Anexina V (10 mM HEPES/NaOH, NaCl 0.14 M, CaCl2 2.5 mM). La viabilidad celular se
analizo por citometria de flujo.

Consideraciones estadisticas: El objetivo primario de los inventores es evaluar el ensayo para plegar la ligacion de
PU de modo que distingue mejor los respondedores de Hsp90i contra no respondedores. Estos experimentos se
hicieron in vitro, usando 150 muestras, incluyendo muestras primarias y lineas de células. La respuesta se defini6 si
mas del 50% de las células estaban vivas. El area bajo la curva caracteristica de operacién receptora (ROC) se
calculd para evaluar la capacidad de la ligacion de PU de plegamiento en la distincion de la respuesta contra no
respuesta. Para los propdsitos de los inventores, los inventores definieron una AUC de .87 o mas alta (comparada
con una AUC nula de .75) para indicar que la ligacion de PU de plegamiento puede distinguir a los respondedores
Hsp90i de los no respondedores. Para una muestra de 150, y asumiendo un 30% de tasa de respuesta, los
inventores tendran 80% de potencia para detectar una diferencia de la AUC de .75 a .87 con error de tipo | de 5%.
Conforme la tasa de respuesta disminuye, la potencia también disminuye. Como un ejemplo, si se asumié un 20%
de tasa de respuesta, los inventores tendran 80% de potencia para detectar una diferencia en la AUC de .75 a .89
con un error de tipo | de 5%.

6.3.6. Medicion de la ligacion de PU-FITC en lineas de células Tumorales Vivas en presencia o ausencia de
inhibidores de pgp

Lineas de células cancerosas adherentes se colocaron en placas y se las dejé adherir durante la noche a 37°C, 5%
de CO.. Las células ya sea se trataron previamente (5uM) con los inhibidores de pgp (PSC 833, Tocris Biosciences
o Reversan, Tocris Biosciences) o vehiculo de DMSO durante 2hrs antes de la adicion del medio que contiene 1TuM
de DMSO, PU-FITC9 (un control de PU-FITC negativo) y PU-FITC2 (farmaco PU-H71 etiquetado con FITC). Las
células se incubaron con el farmaco FITC o conjugados de control durante 4hrs adicionales, a 37°C, CO2 al 5%. Las
células luego se tripsinizaron, se lavaron dos veces con 1X de solucion amortiguadora FACS (1X de PBS+0.5% de
FBS) y el peletizado se volvid a suspender en 500ul de 1X de solucién amortiguadora FACS que contiene un tinte de
viabilidad celular (1ug/ml de DAPI). Las muestras se corrieron sobre el citdmetro de flujo BD LSRIl y se recolectaron
10-20.000 eventos, antes de cada corrida experimental, se normalizaron los laseres en el LSRII con perlas de CST
(BD Biosciences). La ligacion del PU-FITC en las células tumorales se determiné en las células vivas con DAPI-ve al
medir la intensidad de fluorescencia media FITC (MFI). La sefial FITC no especifica de los controles FITC9 y DMSO
se sustrajo de la sefial PU-FITC.

6.3.7 Células Tumorales Disociadas y Células Tumorales Circulantes

Disociacion de Células Tumorales y medicion la ligacion de PU-FITC — Tumores EGFR+ obtenidos de ratones
se disasociaron de acuerdo con el protocolo del fabricante (kit de disociacion de tejido, Millipore). Brevemente, 1 g
de tejido reciente se cortd en piezas pequefias (por ejemplo, ~10-20 piezas por g de tejidos) usando un escalpelo. El
tejido cortado se lavé dos veces en PBS y se transfirié en la solucion de disociacion durante 50mins a 37°C con
agitacion leve. Después de la disociacion, las células se lavaron, se tifieron usando una criba y los fragmentos de
tejido no disociados se eliminaron. El tejido disociado se transfirié a un tubo reciente que contiene 1X de Solucién
Amortiguadora de Disociacion con Inhibidores de Proteasa. Las células se lavaron dos veces en la solucion
amortiguadora de disociacion que contiene inhibidores de proteasa. Las células se volvieron a suspender a 1 x 10°
células/ml en el medio. Las muestras se dividieron igualmente en 3 tubos de células y se trataron con 1uM (por 1 x
10° células/ml) de DMSO, PU-FITC9 (control FITC negativo) y PU-FITC2 (farmaco PU-H71 etiquetado con FITC)
durante 4hrs a 37°C, 5% de COs. Lineas de células EGFR+ de control [Aspcl (Baja ligacion); BxPc3 (alta ligacion))]
enriquecidas con PBMC descongeladas obtenidas del banco de sangre se tifieron concurrentemente con las células
tumorales disociadas como se menciona en lo anterior. Las células se lavaron dos veces con solucién amortiguadora
1XFACS (1XPBS+0.5% de FBS) y se tifieron durante 30mins sobre hielo con EGFR-PE antihumano (BD
Biosciences), CD14-APC-Cy7 antihumano (ebiosciences) o CD14- PE-Rojo Texas (invitrogen) y CD45-APC
antihumano (ebiosciences). Las células luego se lavaron dos veces con solucion amortiguadora 1XFACS
(1XPBS+0.5% de FBS) y el peletizado se volvié a suspender en 500ul de solucion amortiguadora 1X FACS que
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contiene un tinte de viabilidad celular (1ug/ml de DAPI). Las muestras se corrieron en el citometro de flujo BD LSRII
y se recolectaron 100-200.000 eventos. Los laseres se normalizaron en LSRII con perlas de CST (BD Biosciences)
antes de cada corrida experimental. La acumulacioén del farmaco de PU-FITC en las células tumorales se determiné
por la Medicién de la Intensidad de la Fluorescencia Media FITC (MFI) en células EGFR+ (EGFR+CD45-) y células
EGFR- (EGFR-CD45+CD14-). La sefal de FITC no especifica de los controles PU-FITC9 y de DMSO se sustrajo.
Los valores se calcularon como una relacion del MFI de Tumor (EGFR+CD45-CD14-); MFI de células EGFR-
CD45+CD14-. Para normalizar los valores MFI a través de las perlas de estandarizaciones Quantum FITC de
paciente (Bangs laboratories) se ejecutaron con cada muestra y se generd una curva estandar. Esto permite la
cuantificacion de la intensidad de fluorescencia de FITC en las moléculas de fluorocromo soluble equivalente
(unidades MESF). La acumulacion de PU-FITC2 en cada muestra se puede cuantificar a través de las muestras al
extrapolar los valores generados de la curva estandar.

Medicion de la ligacion de PU-FITC a las células tumorales circulantes EpCAM+ en PBMC: Todos los
procedimientos de muestreo de sangre experimentales se llevaron a cabo bajo los Protocolos Aprobados por la
Junta de Revision Institucional en Memorial Sloan Kettering Cancer Center. 8mls de sangre periférica se retiraron en
tubos de EDTA anticoagulantes de pacientes con cancer enrolados en ensayos clinicos de PU-H71. Las PBMC se
aislaron en gradientes ficol, las células se contaron y la viabilidad se determiné por el ensayo de exclusion de tinte
Azul Tripan. Las PBMC se centrifugaron y se volvieron a suspender a 2 x 10° células/ml. Las muestras se dividieron
igualmente en 3 tubos y se trataron con 1uM (por 2 x 10° células/ml) de DMSO, PU-FITC9 (control FITC negativo) y
PU-FITC2 (farmaco PU-H71 etiquetado con FITC) durante 4hrs a 37°C, 5% de CO.. Las lineas de células EpCAM+
de control [Aspcl (Baja ligacion); BxPc3 (alta ligacién)] se enriquecieron con PBMC recientemente descongeladas
obtenidas del banco de sangre y se tifieron concurrentemente con las PBMC de pacientes como se menciona en lo
anterior. Las células se lavaron dos veces con solucion amortiguadora 1XFACS (1XPBS+0.5% de FBS) y se tifieron
durante 30mins sobre hielo con EpCAM-PE antihumano (miltenyi biotech), CD14-APC-Cy7 antihumano
(ebiosciences) o CD14- PE-Rojo Texas (invitrogen) y CD45-APC antihumano (ebiosciences). Las células luego se
lavaron dos veces con solucion amortiguadora 1XFACS (1XPBS+0.5% de FBS) el peletizado se volvié a suspender
en 500ul de solucidon amortiguadora 1X FACS que contiene un tinte de viabilidad celular (1ug/ml de DAPI). Las
muestras se corrieron sobre el citometro de flujo BD LSRIl y se recolectaron 100-200.000 eventos. Los laseres se
normalizaron en el LSRII con perlas de CST (BD Biosciences) antes de cada corrida experimental. La ligacion de
PU-FITC en las células tumorales se determiné al medir la Intensidad de Fluorescencia Media FITC (MFI) en células
EpCAM+ (EpCAM+CD45-) y celulas EpCAM- (EpCAM-CD45+CD14-). La sefial de FITC no especifica de los
controles FITC9 y DMSO se sustrajo. Los valores se calcularon como una relacion del MFI de Tumor
(EpCAM+CDA45-CD14-): MFI de células EpCAM-CD45+CD14-. Para normalizar los valores de MFI a través de las
perlas de estandarizaciones de FITC Quantum de paciente (Bangs laboratories) se ejecutaron con cada muestra de
paciente y se generd una curva estandar. Esto permite la cuantificacion de la intensidad de fluorescencia FITC en las
moléculas de fluorocromo soluble equivalente (unidades MESF). La ligacion de PU-FITC2 en cada muestra se puede
cuantificar a través de las muestras al extrapolar los valores generados de la curva estandar.

Modificaciones al protocolo: Las PBMC obtenidas de pacientes se dividiran en dos tubos. Ambas se tefiran con
PU-FITC como se menciond en lo anterior, y se tefiiran con EpCAM-PE o el control isotipico y CD14-PE-rojo Texas y
CD45-APC. Las muestras se procesaran como se menciona en lo anterior. Los valores de relacion de umbral se
determinaran usando las lineas de células de acumulacion baja y alta PU-FITC enriquecidas con PBMC.

6.3.8. Analisis de la ligacion de PU-H71 en los tejidos

Examen de la sensibilidad de muestras de tumor gastrico de paciente a inhibidores de HSP90 usando
recursos de tejido de tumor ex vivo y correlacionandose con la tincion de PU-H71-FITC: Inmediatamente
después de la remocién quirirgica de la muestra de gastrectomia el tejido se transporté al area de Servicios de
Recuperacion de Tejido (TPS) de la sala de Patologia. Una vez que la lesion se localizo, el tejido se recolecté bajo
condiciones estériles. El tamafo de la muestra removida para evaluacién es tipicamente de 5-10mm x 5-10 mm. Se
hizo todo lo posible para muestrear el area mas viable. Lejos de la lesidon, una muestra de tamafo equivalente se
removio representativa del tejido epitelial gastrico normal. Ambas muestra se colocaron en un medio esencial
minimo (MEM) con 1% de penicilina/estreptomicina. Una pequefia porcion de la lesion y la pieza completa del tejido
epitelial gastrico normal se sometié a una congelacion “instantanea” para evaluaciéon molecular adicional por WB. La
porcién restante de la lesidon (gastrectomia) se proces6 para evaluacion patoldgica. Para cada lesion, la patologia
proporcioné IHC para los marcadores de proliferacion, marcadores epiteliales y una porcion tefiida con
hematoxilina/eosina (H&E) acompafiada por 10 no tefiidas que se evaluaron adicionalmente para tincion con PU-
H71 etiquetado con fluoresceina (PU-FITC). Las secciones incrustadas en parafina fijadas en formalina o secciones
congeladas se analizaron para la tincion de PUH71-FITC2. En paralelo, se prepard una porcion del tejido para el
analisis ex vivo de la sensibilidad del tumor a PU-H71. De los analisis preliminares los inventores han aprendido que
la porcién de tejido reciente conserva las células cancerosas en el entorno endégeno del tejido circundante. En este
método, el tejido (es decir la lesion) se colocé en un molde de plastico y se incrusté en 6% de agarosa. El tejido
incrustado en agarosa luego se monto en la etapa del Vibratome que se sumergié en un depdsito enfriado (para la
conservacion del tejido) que contiene MEM con 1% de penicilina/ estreptomicina. El tejido luego se cort6 en rodajas
usando cuchillas de metal que producen secciones en serie de la lesién que son de 200 ym de espesor. Cada
seccion (menos los medios incrustados en agarosa circundante) se colocaron inmediatamente en una placa de
cultivo de tejido de 24 pocillos que contiene MEM con 1% de penicilina/estreptomicina. De una pieza de 5mm x 5mm
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de tejido aproximadamente se produjeron 25 secciones. Esto permite replicar los analisis de las secciones de tejido
tratadas con un minimo de 4 dosis del inhibidor de HSP90 y una con vehiculo solamente. Los replicados se
sometieron a ensayo por tanto IHC asi como ensayos de viabilidad (lector de placas automatico o preparacion de
citospina) una vez que la seccion de tejido se sometio a la disociacion enzimatica por breve exposicion a la dispasa.
El grado de apoptosis inducida por PU-H71 en las porciones de tumor gastrico luego se correlacionaron con la
tincion de PU-H71-FITC. La captacion de PU-H71 (como es medida por el registro IHC de la tincion de PU-H71-
FITC) se correlaciona con la sensibilidad de estos tumores a la inhibicion de Hsp90. Se han desarrollado protocolos
similares para el cancer de mama y pancreatico.

6.4. Sondas etiquetadas con ANCA en ensayos celulares

Tratamiento de sondas fluorescentes: Las células adherentes se trataron cuando tuvieron una confluencia del
70% con PUH71-ANCA 5uM durante 1 hora bajo condiciones de cultivo de tejido estandares. Después del
tratamiento el medio se aspiro, las porciones se lavaron 3 veces con PBS y luego se reabastecieron con medio
completo.

Espectro de Emision de Fluorescencia: La emision de fluorescencia se determiné usando un microscopio confocal
fluorescente invertido (Leica SPs) y explorando las células cancerosas y no cancerosas en las porciones de la
camara en incrementos de 5nm de 400nm a 600nm.

Microscopia Confocal: Después del tratamiento, la florescencia de las células se observd usando un microscopio
confocal fluorescente invertido (Leica SPs). Las imagenes confocales se adquirieron en el pico de emision de
fluorescencia apropiado de las especies de alta afinidad ligadas (~530nm). Las imagenes se cargaron el software
NIH ImageJ. La intensidad de fluorescencia de las células individuales de varios campos aleatorios se midio y se
corrigioé para antecedentes.

Modelacion de Respuesta: Una curva estandar de ICsg vs. integridad de densidad de fluorescencia se establecio
para 12 lineas de células cancerosas de mama y 2 lineas de células de mama normales. Las lineas de células se
desarrollaron sobre placas de multiples pocillos donde cinco pocillos se analizaron para la respuesta (vehiculo
solamente, 0.25uM, 0.50 uM, 1.0 yM y 2.5 uM de PUH71-tratado) y uno se analiz6 para intensidad de fluorescencia
del ligado (PUH71-ANCA-tratado). La ICso de todas las lineas de células se grafico en el eje Y y la integridad de la
densidad (intensidad de fluorescencia) se grafico en el eje x. La curva estandar se us6 para modelar y predecir la
respuesta de las muestras de cancer de mama, tales como aquellas obtenidas de la biopsia, cirugia o aspirados con
aguja fina, a la terapia de HSP90.

Medicion de Respuesta en Biopsias de Cancer: Las biopsias de pacientes, una vez recuperadas se colocaron en
solucion salina estéril y se enviaron inmediatamente al area de recuperacion de tejido del Departamento de
Patologia. Una porcion de la lesién se tomo para el seccionamiento de tejido reciente llevado a cabo en un
Vibratome (Leica VT1000). Las Secciones de 200pm de grueso se cortaron y se colocaron inmediatamente en
placas de muiltiples pocillos en un medio esencial minimo con factores de crecimiento y antibidticos y se colocaron a
37°C en una atmdsfera de aire-CO- al 5% en humedad constante. Las secciones luego se trataron con el PUH71-
ANCA durante 45 minutos a 1 hora. Después del tratamiento, la seccion se lavd 2X con PBS y luego se incrusté en
OCT (congelada reciente). La muestra incrustada en OCT luego se cortd en varias secciones de 4 ym de grueso y
se transfirieron a portaobjetos cargados. La contra-tincion nuclear, DAPI luego se aplicé al portaobjetos. Los
portaobjetos luego se observaron en un microscopio confocal (Leica SPs) y se analizaron a 530nm de pico de
emision fluorescente para determinar el porcentaje de la sonda ligada a las especies HSP90 oncogénicas.

6.5. Estudios con inhibidores de HSP90 radioetiquetados
Reactivos. [131I]-PU-H71 y [124I]-PU-H71 se sintetizaron y se purificaron como se reportd previamente 132

Lineas de Células. La linea de células cancerosas de mama MDA-MB-468 se obtuvo de la Recoleccion de Cultivo
de Tipo Americano. Las células se cultivaron rutinariamente en DME-HG complementado con 10% de FBS, 1% de L-
glutamina, 1% de penicilina y estreptomicina.

Estudios In Vivo. Todos los estudios animales se condujeron de conformidad con las directrices del Comité de
Cuidado y Uso de Animales Institucional (IACUC) del MSKCC. Ratones nu/nu atimicos hembras (NCRNU-M, 20 — 25
g, de 6 semanas de edad) se obtuvieron de Harlan Laboratories y se les permitid aclimatarse en el vivero del
MSKCC durante 1 semana antes de implantar los tumores. A los ratones se les proporcioné alimento y agua ad
libitum. Los xenoinjertos de tumor MDA-MB-468 se establecieron en las extremidades delanteras de los ratones por
inyeccién subcutanea (s.c.) de 1x10” células en 200 pL de una suspension celular de una mezcla v/v 1:1 de PBS
con membrana basal reconstituida (BD MatrigelTM, Collaborative Biomedical Products Inc., Bedford, MA). Antes de
la administracién, una solucién de PU-H71 se formul6 en PBS (pH 7.4).

Estudios de Biodistribucion In vivo. Para los estudios de biodistribucion in vivo agudos, ratones (n=5) con
xenoinjertos de tumor de mama MDA-MB-468 en las extremidades delanteras se inyectaron intravenosamente en la
vena de la cola con 0.93-1.1 de MBq (25 - 50 uCi) de ["*I]-PU-H71 o [*"I]-PU-H71 en 200 uL de solucion salina.
Para los experimentos de estimacion de dosis los grupos de ratones (n=5) se inyectaron con [124I]-PU-H71 o) [131I]-
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PU-H71 diluidos en una solucion estéril que contiene PU-H71 que corresponde a 5, 25, 50 o 75 mg/kg de peso
corporal de los ratones. La actividad en la jeringa antes y después de la administracion se sometid a ensayo en un
calibrador de dosis (CRC-15R; Capintec) para determinar la actividad administrada a cada animal. Los animales
(n=4 por grupo) se sacrificaron por asfixia de CO, en diferentes puntos de tiempo posteriores a la administracion del
trazador y los 6rganos incluyendo los tumores se reconectaron y se pesaron. Parte del tejido tumoral se congeld
inmediatamente después de la recoleccion para los analisis bioquimicos e histologicos adicionales. 24| se midio en
un contador y de centelleo (Perkin Elmer 1480 Wizard 3 Auto Gamma counter, Waltham, MA) usando una ventana
de energia de 400-600 keV. Los datos de conteo fueron de fondo y la descomposicién se corrigié en el momento de
la inyeccion, y el porcentaje de la dosis inyectada por gramo (%ID/g) para cada muestra de tejido se calculd al usar
un factor de calibracion medido para convertir la velocidad de conteo para la actividad y la actividad se normalizd
respecto a la actividad inyectada para producir la concentracion de actividad en % de ID/g.

Formacion de Imagenes de PET de Animales Pequefios. Para los estudios de formacién de imagenes de
animales pequefios se usaron ratones con xenoinjertos de cancer de mama MDA-MB-468 en las extremidades
delanteras. La formacion de imagen se llevé a cabo con un escaner de PET de animal pequefio dedicado (Focus
120 microPET; Concorde Microsystems, Knoxville, TN). Los ratones se mantuvieron bajo 2% de anestesia de
isofluorano (Baxter Healthcare, Deerfield, IL) en oxigeno a 2 L/min durante el periodo de exploracién completo. En
casos adecuados, para reducir la captacion de la tiroides de yodo libre que surge del metabolismo del trazador, los
ratones recibieron 0.01% de solucion de yodo de potasio en su agua para beber comenzando 48 horas antes de la
administracion del trazador. Para la formacion de imagenes de PET, a cada raton se le administré 9.25 de MBq (250
pCi) de [124I]-PU-H71 a través de la vena de la cola. Las adquisiciones de modo de lista secuenciales (10-30 min) se
obtuvieron para cada animal en varios puntos de tiempo posteriores a la administracién del trazador. Se usaron una
ventana de energia de 420-580 keV y una ventana de tiempo de coincidencia de 6 ns. Los datos del modo de lista
resultantes se clasificaron en histogramas bidimensionales por el reformateo de Fourier; imagenes transversas se
reconstruyeron por la proyeccion posterior zesfiltrada (FBP). Los datos de imagenes se corrigieron para no
uniformidad de las respuestas del escaner, pérdidas de conteo de tiempo muerto, y descomposicion fisica al tiempo
de la inyeccién. No hubo correccion aplicada para la atenuacion, dispersion o promedio de volumen parcial. La
resolucion espacial reconstruida medida del Foco 120 es 1.6-mm FWHM en el centro del campo de observacion. El
analisis ROI de las imagenes reconstruidas se llevo a cabo usando el software ASIPro (Concorde Microsystems,
Knoxville, TN), y el valor de pixeles maximo se registrd para cada ROI de tejido/6rgano. Un factor de calibracion del
sistema (es decir, pCi/mL/cps/voxelg que se derivo de imagenes reconstruidas de un cilindro rellenado con agua de
tamano de raton que contiene *F y se us6 para convertir las velocidades de conteo voxel 124) para las
concentraciones de actividad (después del ajuste para la relacion de ramificacion de positrones '2l). Los datos de
imagenes resultantes luego se normalizaron a la actividad administrada para formar en parametros las imagenes
microPET en términos de % de ID/g (corregida para la descomposicion al tiempo de la inyeccién).

Analisis LC-MS/MS. El tejido congelado se seco y se peso antes de la homogenizacién en acetonitrilo/H20 (3:7). El
PU-H71 se extrajo en cloruro de metileno, y la capa organica se separd y se seco bajo vacio. Las muestras se
reconstituyeron en fase movil. Las concentraciones de PU-H71 en el te!ido o plasma se determinaron por LC-MS/MS
de alto desempefio. El PU-H71-ds se agregd como el estandar interno ™. El analisis compuesto se llevé a cabo en el
sistema 6410 LC-MS/MS (Agilent Technologies) en el modo de supervision de reaccion multiple (MRM) usando
ionizacion de electrorocio de i6n positivo. Para las muestra de tejido, se usé una columna Zorbax Eclipse XDB-C18
(2.1 x 50 mm, 3.5 pm) para la separacién LC, y el analito se eluyd bajo una condicion isocratica (80% de H.0+0.1%
de HCOOH: 20% de CH3CN) durante 3 minutos en una velocidad de flujo de 0.4 mL/min. Para las muestras de
plasma, se us6 una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 x 50 mm, 5 ym) para la separacion LC, y el analito se
eluy6 bajo una condicién gradiente (H.0+0.1% de HCOOH:CH3CN, 95:5 a 70:30) en una velocidad de flujo de 0.35
ml/min.

Andlisis Farmacodinamicos. Para el analisis de proteina, los tumores se homogenizaron en solucion
amortiguadora de lisis SDS (Tris 50 mM, pH 7.4, 2% de SDS) y se sometieron a analisis Western blot. Las
concentraciones de proteina se determinaron usando el kit BCA (Pierce) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Los lisados de proteinas (20—-100 ug) se resolvieron electroforéticamente por SDS/PAGE, se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa, y se sondearon con anticuerpos primarios indicados: Anti-Hsp90 de ratén (1:500,
SPA-830; Stressgen), anti-Akt de conejo (1:500, 9272; Cell Signaling), anti-fosfo-Akt (Ser 473) de conejo (1:500,
9271S; Cell Signaling), anti-PARP (fragmento p85) de conejo (1:250, G7341; Promega). Las membranas luego se
incubaron con una dilucion de 1:5000 de un anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa. Una
carga igual de las muestras de proteina se confirmé por los analisis de Western blots paralelos para B-actina
(1:5000, ab8227-50; Abcam). La deteccion se llevd a cabo usando el Sistema de Deteccion de Quimioluminiscencia
Mejorado con ECL (Amersham Biosciences) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Densitometria. Los geles se escanearon en Adobe Photoshop y se llevd a cabo el anadlisis densitométrico
cuantitativo usando el Un-Scan-It 5.1.

Estudios de Eficacia. Ratones (n=5) que llevan tumores MDA-MB-468 que alcanzan un volumen de 100—-150 mm?®
se trataron i.p. (i.p.) usando diferentes dosis y programas, como se indico. El volumen total se determind por la
medicion con los calibradores Vernier, y el volumen del tumor se calculéd como el producto de su longitud x ancho? x
0.4. El volumen del tumor se expresé en lo dias indicados como el volumen de tumor medio + SD indicado para los
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grupos de ratones. El porcentaje (%) de los valores de inhibicién del crecimiento del tumor se midieron en el dia final
del estudio para los ratones tratados con farmaco comparados con los tratados con vehiculo y se calcularon como
100 x {1 —[(Tratadogia fina— Tratadopia 1)/(Controlpia fina—Controlpia 1)]}. Los valores de regresiéon del tumor se
determinaron al calcular la relacion de los volumenes del tumor medios en el tiempo cuando el tratamiento se inicié
respecto del volumen de tumor medio en el dia final del estudio para un grupo de tratamiento dado. El porcentaje (%)
de la regresion del tumor es 100 x [1 — (Tratadopia final Tratadopia 1)].

Ensayo de Viabilidad Celular con Anaranjado Acridina/Bromuro de Etidio. Se us6 el kit Easycount ViaSure
(Immunocon) en conjuncién con el sistema Easycount para contar las células muertas y vivas automaticamente. El
Reactivo de Tincion ViaSure usa una mezcla de tintes de acido nucleico listos para usar, anaranjado acridina y
bromuro de etidio, para identificar las células vivas y muertas, respectivamente, en una sola prueba. El anaranjado
acridina es captado por las células tanto viables como no viables y emite una fluorescencia verde si se intercala en el
acido nucleico de doble hebra (DNA) o fluorescencia roja si se liga al acido nucleico de hebra individual (RNA). El
bromuro de etidio se captd solamente por las células no viables y emitié una fluorescencia roja por la intercalacion
en DNA. Las células viables tienen nucleos verdes uniformes con estructura organizada. Las células apoptdticas
tempranas (que aun tienen las membranas intactas pero han comenzado a someterse a la escisiéon de DNA) tienen
nucleos verdes, pero la condensacion de cromatina perinuclear es visible como los parches verdes brillantes o
fragmentos. Las células apoptéticas tardias tienen nucleos anaranjados a rojos con cromatina condensada o
fragmentada. Las células necroticas tienen nucleos uniformemente anaranjados a rojos con estructura organizada.
Se contd un total de por lo menos 200 células por condicion.

Simulaciones. Una funcién exponencial doble x(f) = a1 exp(-B81f) + a2 exp(-Baf) se ajustd a las mediciones. En
general, la suma de los exponenciales se ha usado para analizar los datos farmacocinéticos'®. El paquete
Generalized Nonlinear Model (http://cran.rproject.org/web/packages/gnm/index.html) en el lenguaje estadistico R
(www.r-project.org) se ha usado para ajustar el modelo a los datos. Varios ajustes se buscaron inicialmente, y el
mejor se empled para las simulaciones adicionales de diferentes escenarios de administracion de farmacos. Se
habia desarrollado una secuencia de comandos en R.

Analisis Estadistico. A menos que se indique de otra manera, los datos se analizaron por pruebas t de 2 colas no
pareadas como es implementado en GraphPad Prism (version 4; Software GraphPad). Un valor P menor que 0.05
se considero significativo. A menos que se indicara de otra manera, los datos se representan como la desviacion
media + estandar (SD) o error media + estandar de la media (SEM) de los replicados en duplicado o triplicado. Las
barras de error representan el SD o SEM de la media. Si se presenta un panel individual, los datos son
representativos de 2 o 3 experimentos individuales.

Estudios Humanos. Una dosis una vez al dia de una solucion de yodo de potasio (SSKI) se administré durante 14
dias comenzando en el dia antes de la inyeccion. Una sola inyeccion de trazador (4-11.0 mCi; <100 pg) se
administré por bolo IV periférico lento. Los pacientes se sometieron a ensayos basados en PET no invasivos a Oh
(escaneo dinamico), 3-4h, 24h y 40-80 h y/o 160-200 h (escaneo estatico). En el ensayo piloto PU-PET, un programa
mas demandante se habia tolerado bien por los pacientes sin dificultades en el reclutamiento de pacientes o
“desercion”. Los puntos de tiempo se seleccionaron basados en los datos '2%|_PUH71 PK humanos:

(1) "*1-PUH71 se elimina rapidamente de la circulacion de la sangre, en una manera biexponencial, una
eliminacién rapida (sangre t12=20 min.), seguido por la eliminacion lenta en los niveles de sangre
insignificantemente bajos;

(2) las concentraciones de trazador PUH71 tumoral por la formacion de imagenes PET, ha sido variable,
siendo ya sea cuantitativamente mayor que o equivalente a los niveles de trazador de tejido de fondo,
con captacion y/o retencién diferencial del trazador que es evidente de 4 a 24 0 48 y mas alla de 72
horas después de la inyeccion del trazador;

(3) las concentraciones tumorales avidas de PUH71 ya sea se han sostenido o han mostrado una
eliminacion de tipo monoexponencial, durante un periodo de dias.

Los inventores han optimizado su protocolo de adquisicion de imagenes de PET de 124_PUHT1 para asegurar las

estadisticas de conteo solidas. Un escaner de PET/CT de busqueda dedicada (GE Discovery DSTE) obtiene las
imagenes de biodistribucién cuantitativas con correcciones de atenuacion, descomposicion y dispersion y ajuste para
la sensibilidad del sistema. Los escaneos CT para la correccion de atenuacion y el corregistro anatémico se llevaron
a cabo antes de la inyeccion del trazador, escalado al peso corporal (hasta 85 mA para 281 kg). El protocolo CT se
disefo para satisfacer la localizacion anatémica de la sefial del trazador y para la correccidon de atenuacion, mientras
que minimiza la exposicion a la radiacion. No se administra un contraste radiografico intravenoso u oral. Los datos
de PET se reconstruyeron usando un algoritmo iterativo de maximizacion esperado de subconjunto ordenado
estandar. Los datos de emision se corrigieron para dispersion, atenuacion y descomposicion.

La avidez de tumor de PU es un resultado binario definido en la inspeccion visual de la formacion de imagenes de
PET, ya que la sefial del trazador tumoral se evalué como distintamente mayor que la acumulaciéon de sangre de
referencia o el fondo del 6rgano, en cualquier punto de tiempo. Las concentraciones de PU-H71 tumoral se
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evaluaron cuantitativamente de los datos PET por (1) Valor de Captacion Estandarizado de tumor mas alto (SUV) en
cualquier punto de tiempo; y (2) la integral del SUV tumoral como una funcién de tiempo posterior a la inyeccion de
PU-H71 entre el primer y el ultimo punto de tiempo de PET (es decir lecturas PU-PET SUVmax o concentraciones
molares calculadas de las lecturas SUV segun se grafican como una funcién de tiempo posterior a la administracion
de PU y valores AUC y las concentraciones tumorales promedio del inhibidor de HSP90 calculado como se muestra
en la Figura 27).

Estos parametros (u otros como se definen) luego, se correlacionaron con la respuesta en los ensayos terapéuticos
con los inhibidores de HSP90. En estos estudios, la respuesta tumoral se evalGa por tumor y por paciente. Los
momentos de las evaluaciones de la respuesta del tumor se determinaron de conformidad con el protocolo del
ensayo de la terapia. La evaluacion de la respuesta del tumor es de la formacion de imagenes clinica llevada a cabo
mas cercana al final del 1 ciclo (un ciclo tipicamente que es de 3-5 semanas). La respuesta tumoral se define por
RECIST 1.1, para CT o MRI, y/o PERCIST 1.0 para FDG PET-CT (36,37). Si es discordante, la respuesta mas
favorable se usara. La respuesta clinica se evaluara de acuerdo con los criterios de respuesta de ensayo de terapia
especifica para el cancer.

Los datos de avidez de PUH71 tumoral en la formacion de imagenes de PET se dicotomizan en dos formas:

(1) al usar un resultado binario de evaluacion cualitativa/visual de los tumores que son “avidos” o “no
avidos” (planteado en lo anterior);

(2) al usar curvas ROC calculados para los datos agrupados, se calculara un punto de corte para la avidez
de tumor que tiene las mejores caracteristicas de operacion en la discriminaciéon entre respuesta de
tumor contra no respuesta (40).

Para ambas dicotomizaciones, la sensibilidad, especificidad y otras mediciones de la clasificacion se calcularon
usando la respuesta del paciente como cierta. Si cada paciente tiene un tumor individual, un tamafio de muestra de
40 pacientes producira un intervalo de confianza de dos lados con un ancho maximo de .324. Conforme el nimero
de tumores por paciente se incrementa, el ancho del intervalo de confianza disminuira generalmente en total. Un
analisis exploratorio disefiado para encontrar una estadistica de resumen de nivel de paciente para la avidez de
tumor que se correlaciona mejor con la respuesta de nivel de paciente RECIST general se lleva a cabo. La
estadistica de resumen de nivel de paciente para la avidez que se investigé incluye 1) el SUV de tumor mas alto y/o
AUC y 2) el promedio de todos los SUV de tumor y/o AUCs. Estos datos de nivel de paciente se usaron para
construir una curva ROC y se calculara un corte para la avidez de tumor resumida del paciente que se basa en el
indice Youden y el punto mas cercano a (0,1).

En los estudios preclinicos, la captacion y retencion en ciertos puntos de tiempo o durante un periodo de tiempo se
correlacionan mejor con la respuesta observada. Los datos preliminares sugieren que tanto la retenciéon de tumor
prolongada (durante aproximadamente 24-48h) asi como la exposicion del tumor como es medida por AUC son
parametros pertinentes para predecir la respuesta tumoral a la terapia de inhibicién de Hsp90. Especificamente, en
las investigaciones preliminares en los tumores MDA-MB-468, varios parametros se calcularon tal como el area bajo
la curva de tumor (AUC), las concentraciones tumorales promedio y minimas de PU-H71, la ocupacion objetivo
medida como el promedio % de los sitios Hsp90 ocupados y reconocidos por PU-H71 ((% de sitios de Hsp90
ocupados)prom) durante el tiempo de tratamiento. Los inventores descubrieron que la concentracion tumoral promedio
de PU-H71 registrada durante el tiempo de tratamiento, la AUC de tumor y el % de la ocupacion de la “HSP90
oncogénica” se correlacioné significativamente bien con la magnitud del efecto antitumoral observado (r*= 0.8162,
0.8188 y 0.7559, respectivamente) (Figura 37). Estos sugieren que los parametros mas apropiados para predecir la
respuesta a Hsp90i son aquellos que miden la exposicion dependiente del tiempo, es decir captacion y retencion.

6.6. Estudios para identificar los marcadores predictivos de la sensibilidad apoptética a HSP90 en cancer de
mama y AML

Células: Kasumi-1, SKNO-1, MOLM-13, M0-91, HEL, HL-60, THP-1, MV4-11 se desarrollaron en medio RPMI
complementado con HEPES 10mM, 4.5¢g/L de glucosa, 1.5 g/L de bicarbonato de sodio, piruvato de sodio 1mM, 10%
de FBS, y 1% de penicilina/estreptomicina. Los transfectantes estables de FL5.12 se describieron previamente (18-
Karnauskas 2003). En resumen, para la generacion de FL5.mAKT la AKT miristilada se cloné en el vector inducible
de doxiciclina pRevTRE (Clontech) (este clon se designd mAKT). Como un control, la célula se transfectd con el
vector solo (este clon se designé Vector). Par la generacion de FL5.mAkt.Bcl-xL, el Bcl-xL cDNA humano se cloné
en el sitio EcoRI del vector pBabePuro, y se transfectd en FL5.mAkt3 como se describe (18) (este clon se designé
mAKT.Bcl-xL). Estas lineas se cultivaron como se describe previamente usando el medio DME-HG complementado
con HEPES 10mM, 10% de medio FBS que contiene 1 mg/ml de Geneticina (G418) (Sigma #G9516) y 1 o0 2 ng/mL
de IL-3 (RD Systems#403 ML).

Los PBL (leucocitos de sangre periférica humana) se aislaron de sangre de paciente adquirida de New York Blood
Center. Treinta y cinco ml de la suspension celular se colocd en capas sobre 15 ml de Ficoll-Paque plus (GE
Healthcare). Las muestras se centrifugaron a 2000 rpm durante 40 minutos a 4°C, y se recolecto la interfaz de
leucocitos. Las células se colocaron en placas en medio RPMI con 10% de FBS y se trataron al siguiente dia con
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concentraciones apropiadas de PU-H71 para los tiempos indicados.

Reactivos: Los inhibidores de HSP90 se sintetizaron como se reportd previamente. Los inventores adquirieron de
Calbiochem el inhibidor Akt VIII, Isozima-Selectiva, Akti-1/2 (#124018), el inhibidor PD98059 MEK (#513000) y el
inhibidor | pan-JAK (#420099). Estos compuestos se usaron en concentraciones como se indica por el vendedor
para dar por resultado la inhibicion de sus vias objetivo. Todos los compuestos, excepto para los estudios in vivo, se
usaron como soluciones madre de DMSO.

Inhibiciéon de Crecimiento: Se llevaron a cabo estudios de inhibicion de crecimiento usando el ensayo de azul
Alamar. Este reactivo ofrece una medicidon objetivo rapida de viabilidad celular en el cultivo celular, y usa el tinte
indicador resazurina para medir la capacidad metabdlica de las células, un indicador de la viabilidad celular.
Brevemente, las lineas de células AML exponencialmente en desarrollo se colocaron en una proporcion 2x10*
células/pocillo en placas de microtitulacion (Corning # 3650) y se incubaron para los tiempos indicados a 37°C. Los
farmacos se agregaron por triplicado en las concentraciones indicadas, y la placa se incubé durante 72 horas. Se
agrego resazurina (55 pM), y la placa se leyo 6 horas después usando el GT (Modo de intensidad de fluorescencia,
excitacion 530nm, emisién 580nm, con 560nm de espejo dicroico). Los resultados se analizaron usando el software
Softmax Pro. El porcentaje de la inhibicion de crecimiento celular se calculd al comparar las lecturas de fluorescencia
obtenidas de las células tratadas contra las de control, que totalizan la poblaciéon de células iniciales (tiempo cero).
La ICsp se calculd como la concentracion de farmaco que inhibe el crecimiento celular un 50%.

Ensayo de Apoptosis: Las células se trataron durante 24, 48 o 72 horas con vehiculo (DMSQO) o inhibidores como
se indica. Después de la tincion con Anaranjado Acridina y Bromuro de Etidio (mezcla de 1:1 de 100 mg/ml), las
células se visualizaron con un microscopio fluorescente (Zeiss Axiovert 40 CFL) y se contaron. El porcentaje de las
células apoptoéticas se determin6é de 200-300 células contadas en cada grupo. El porcentaje de células apoptéticas
se calculé como: % de Células apoptéticas = (numero total de células con nucleos apoptoticos/nimero total de
células contadas) x 100. El anaranjado acridina se captd por tanto las células viables como no viables y emite una
fluorescencia verde si se intercal6 en el acido nucleico de doble hebra (DNA) o fluorescencia roja si se ligd al acido
nucleico de hebra individual (RNA). El bromuro de etidio se captd solamente por las células no viables y emitié una
fluorescencia roja por la intercalacion en el DNA. Las células viables tienen nucleos verdes uniformes con estructura
organizada. Las células apoptéticas tempranas (que aun tienen membranas intactas pero que han comenzado a
experimentar la escision de DNA) tienen nucleos verdes pero la condensacion de cromatina perinuclear es visible
como parches o fragmentos verdes brillantes. Las células apoptéticas tardias tienen nucleos anaranjados a rojos con
cromatina condensada o fragmentada. Las células necréticas tienen nicleos anaranjados a rojos uniformes con
estructura organizada.

Ensayo de la Activacion de la caspasa 3,7: Las células se colocaron en placas y se trataron como se describe en
la seccion de ensayo de inhibicion de crecimiento. Después de una exposicion de 24h o 48h de las células a los
inhibidores de HSP90, 100 pL de solucion amortiguadora que contiene Hepes 10 mM, pH 7.5, EDTA 2 mM, 0.1% de
CHAPS, 0.1 mg/mL de PMSF, mezcla Inhibidora de Proteasa Completa (#1697498; Roche), y el sustrato de caspasa
Z-DEVD-R110 (#R22120; Molecular Probes) a 25 uyM se agregaron a cada pocillo. Las placas se colocaron en un
agitador orbital para promover la lisis celular y la reaccion. La sefal de fluorescencia de cada pocillo se midié en un
lector de microplacas Analyst GT (Molecular Devices) (excitacion de 485 nm; emisiéon a 530 nm). El porcentaje de
incremento en la actividad de la caspasa-3,7 se calculd por comparacion de la lectura de fluorescencia obtenida de
las células tratadas contra control. Todos los datos experimentales se analizaron usando el SOFTmax Pro 4.3.1 y se
graficaron usando Prism 4.0 (Graphpad Software Inc., San Diego, CA).

Analisis de Western blot: Las células se desarrollaron a una confluencia de 60-70% y se trataron con inhibidor o
vehiculo para los tiempos indicados. Los lisados de proteina se prepararon en Tris 50 mM pH 7.4, NaCl 150 mM y
1% de solucion amortiguadora de lisis NP-40. Las concentraciones de proteinas se midieron usando el kit de BCA
(Pierce) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los lisados de proteinas (10-100 pg) se resolvieron por
SDS-PAGE, se transfectaron sobre una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con los anticuerpos primarios
indicados. Para activar la AKT, se pretrataron lineas de células derivadas de FL5.12 con un 1 ug/ml Dox durante 18h
antes del tratamiento con inhibidores.

Anticuerpos: Anti-AKT de conejo (1:500, 9272; Cell Signaling), anti-fosfo-AKT (Ser 473) de conejo (1:500, 9271S;
Cell Signaling), anti-RAF-1 de conejo (1:300, sc-133; Santa Cruz Biotechnology), anti-PARP (fragmento p85) de
conejo (1:250, G7341; Promega), anti-Bcl-xL de conejo (1:1000, 2762; Cell Signaling), anti-JAK2 de conejo (1:500,
3773; Cell Signaling), anti-c-KIT de ratén (1:1000, 3308; Cell Signaling), anti-AML1 de conejo (1:500, 4334; Cell
Signaling), anti-FLT3 de conejo (1:1000, 3462; Cell Signaling), anti-TRKC de conejo (1:1000, ab43078; Abcam),
STATS5, p-STATS5, p-ERK y anti-B-Actina de raton (1:3000, ab8227-50; Abcam). Las membranas luego se incubaron
con una dilucién de 1:3000 de un anticuerpo secundario correspondiente conjugado con peroxidasa y las proteinas
se detectaron a través del Sistema de Deteccion de Quimioluminiscencia mejorado con ECL (Amersham
Biosciences).

Estudio Farmacodinamico: Los ratones hembras atimicos nu/un de 6 semanas de edad se obtuvieron de Taconic
Farms. Los experimentos se llevaron a cabo bajo un protocolo aprobado por el Comité Institucional de Cuidado y
Uso de Animales, y se siguieron las directrices para el uso apropiado y humano de animales en la investigacion.
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Células HEL y M0-91 se implantaron subcutaneamente en el flanco derecho de los ratones usando una aguja de
calibre 20 y se dejaron desarrollar. Antes de la administracién, una solucién de PU-H71HCI se formulé en PBS
estéril. Para este ensayo, los tumores se dejaron que alcanzaran 6-8 mm en diametro antes del tratamiento. A los
ratones que llevan tumores M0-91 y HEL se les administraron intraperitonealmente (i.p.) 75mg/kg de PU-H71. Los
animales se sacrificaron por eutanasia con CO; 12, 24, 48, 72, y 96h después de la administracion de PU-H71. Los
tumores se homogeneizaron y las proteinas se analizaron por western blot como se describe en lo anterior.

Densitometria. Los geles se escanearon en Adobe Photoshop 7.0.1 y el analisis densitométrico cuantitativo se llevo
a cabo usando Un-Scan-It 5.1.

Estadistica. Los inventores llevaron a cabo los analisis estadisticos y el diagrama de grafica con Prism 4.0
(GraphPad Software). Los inventores presentaron todos los datos como media + s.d. Un valor P menor que 0.05 se
considero significativo.

Fosfoflujo Stat5.— Las células primarias se tifieron con anticuerpos CD34-APC, CD38-PE-CY7 y CD45-APC-H7 (BD
Biosciences) en solucién amortiguadora FACS a 4°C durante 30 min. Las células se lavaron una vez, se fijaron con
4% de paraformaldehido a temperatura ambiente durante 30 min, y se permeabilizaron con PBS/0.1% de Triton X-
100 sobre hielo durante 10 min. Las células se tifieron con p-Stat5-PE o control de isotipo (BD Biosciences) a 4°C
durante la noche. Las células luego se lavaron una vez con PBS, y se sometieron al andlisis de citometria de flujo
usando el citometro de flujo BD-LSR Il (BD Biosciences). La MFI de la tincién de p-Stat5 se normalizé al control de
isotipo.

Ensayo de la viabilidad de células madre — Las células primarias se colocaron en placas de 48 pocillos a 2x10°
células/ml, y se trataron con PU-H71 1 pM durante 48 h. Las células se tifieron con anticuerpos CD34-APC, CD38-
PE-CY7 y CD45-APC-H7 (BD Biosciences) en solucion amortiguadora FACS (PBS, 0.05% de FBS) a 4 °C durante
30 min antes de la tincion de Anexina V-V450 (BD Biosciences) y 7-AAD en solucién amortiguadora de Anexina V
(10 mM HEPES/NaOH, NaCl 0.14 M, CaCl, 2.5 mM). La viabilidad celular se normalizé a las células tratadas.

6.7. Estudios para identificar los pacientes neurodegenerativos susceptibles a la terapia de inhibiciéon de
HSP90

El modelo transgénico de AD (3xTg-AD), que expresa la APPswe humana, PS1M146V y tauP301L, desarrolla
progresivamente tanto la patologia Abeta y tau en una manera dependiente de la edad en las regiones del cerebro
relevantes de enfermedad (Billings y colaboradores, 2005; Oddo y colaboradores, 2005; Oddo y colaboradores,
2003). Este modelo de raton se establecid mediante la conyeccion de los constructos de cDNA de App y tau en
embriones de ratén deficientes de PS1M146. Estos ratones desarrollaron AR intracelular que precede la deposicion
de placa amiloide, consistente con las observaciones en pacientes con el deterioro cognitivo leve (MCI) y pacientes
con sindrome de Down. También desarrollaron depdsito Abeta extracelular antes de la formacion de ovillos,
permitiéndoles a los inventores estudiar los eventos implicados en estas dos etapas de desarrollo de AD. La
patologia de tau primero es evidente en las células piramidales de la region CA1 del hipocampo y progreso en la
corteza, imitando el patrén de distribucion en el cerebro AD humano (Mesulam, 2000). Por lo tanto, el modelo de
raton AD 3x-tg muestra muchas similitudes al AD humano y proporciona la oportunidad de estudiar el efecto y la
retencion de los Inhibidores de HSP90 en las regiones del cerebro patogénicamente afectadas y normales.

Determinacion de las concentraciones de farmaco en el cerebro y en plasma. La solucion acuosa del
compuesto PU-HZ151 como la sal de HCI se administro i.p. a ratones 3xTg AD (35 g de peso corporal promedio) en
las dosis indicadas. Los ratones se sacrificaron por eutanasia con CO; en diferentes puntos de tiempo después del
tratamiento de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del
MSKCC. Los hemicerebros se separaron en regiones corticolimbicas y subcorticales, se congelaron rapidamente en
nitrogeno liquido y se almacenaron a -80 °C. El plasma se obtuvo de la sangre que se recolectd en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL enfriado en hielo y se sometié a centrifugacion. El tejido cerebral congelado se secé y se pesé
antes de la homogeneizacién en acetonitrilo/H>O (3:7). La mezcla se extrajo con cloruro de metileno, la capa
organica se separo y se seco bajo vacio. El plasma (50 uL) se mezcld con acetonitrilo (0.25 mL) y se centrifugo. Los
sobrenadantes resultantes se secaron bajo vacio. Las muestras se reconstituyeron en fase movil. Las
concentraciones de compuesto en el cerebro y en el plasma se determinaron por LC-MS/MS de alto desempefio. Se
agregd Haloperidol como el estandar interno. El analisis compuesto se llevo a cabo en el sistema 6410 LC-MS/MS
(Agilent Technologies) en un modo de supervision de reaccion multiple (MRM) usando la ionizacién de
electropulverizacion de iones positivos. Una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (2.1 x 50 mm, 3.5 ym) se usé para la
separacion de LC, y el analito se eluyé bajo una condicion isocratica (65% de H>0+0.1% de HCOOH: 35% de
CH3CN) durante 5 minutos a una velocidad de flujo de 0.35 ml/min.

Analisis Farmacodinamicos. Para el analisis de proteinas, la regiéon del cerebro seleccionada (hipocampo) se
homogeneizé en solucién amortiguadora de lisis SDS (Tris 50 mM pH 7.4, 2% de SDS) y se someti6 al analisis de
Western blot. Los niveles de proteina se analizaron por inmunotinciéon con anticuerpos anti-Hsp70 y Hsp90.

7. MODALIDADES DE LA DIVULGACION

La invencion proporciona las siguientes modalidades enumeradas en los parrafos numerados a continuacion:
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1. Un método para determinar si un tumor probablemente respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que
comprende las siguientes etapas:

(a) poner en contacto el tumor o una muestra que contiene células del tumor con un inhibidor de HSP90
detectablemente etiquetado que se enlaza preferiblemente a una forma especifica de tumor de HSP90
presente en un tumor o células tumorales;

(b) medir la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o las células tumorales en la
muestra; y

(c) comparar la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o las células tumorales en la
muestra medida en la etapa (b) con una cantidad de referencia del inhibidor de HSP90 etiquetado
enlazado a células normales;

en donde una cantidad mayor de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado al tumor o las células tumorales medida
en la etapa (b) en comparacion con la cantidad de referencia indica que el tumor probablemente respondera al
inhibidor de HSP90.

2. Un método de la modalidad 1, en donde cuanto mayor sea la relaciéon de la cantidad de inhibidor de HSP90
etiqguetado enlazado al tumor o las células tumorales medida en la etapa (b) en comparacion con la cantidad de
referencia, mayor sera la magnitud de la respuesta posible a la terapia con inhibidor de HSP90.

3. Un método de la modalidad 1, en donde cuanto mayor sea la cantidad de inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado
al tumor o las células tumorales medida en la etapa (a), mayor sera la magnitud de la respuesta posible a la terapia
con inhibidor de HSP9O0.

4. Un método de la modalidad 1, en donde la cantidad de referencia del inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a
células normales es la cantidad del inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a células normales en la muestra que
contiene las células del tumor.

5. Un método de la modalidad 1, en donde la cantidad de referencia del inhibidor de HSP9O0 etiquetado enlazado a
células normales es una cantidad predeterminada del inhibidor de HSP90 etiquetado enlazado a células normales en
una muestra de referencia.

6. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado esta etiquetado
fluorescentemente.

7. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado esta etiquetado con
biotina.

8. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP9O0 detectablemente etiquetado esta etiquetado
radioactivamente.

9. Un método de la modalidad 1, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, una leucemia que incluye leucemia mieloide
aguda, leucemia linfoblastica aguda y leucemia mieloide crénica, mieloma muiltiple, carcinoma de célula basal,
melanoma, carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de préstata, un cancer de pulmon incluyendo cancer
de pulmoén de célula pequefa y cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma,
trastornos mieloproliferativos, canceres gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer
del esdfago, cancer del estdbmago, cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales
incluyendo gliomas, linfomas incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres
ginecoldgicos incluyendo canceres de ovarios, cervicouterino, y endometrial.

10. Un método de la modalidad 9, en donde el cancer es cancer de mama.

11. Un método de la modalidad 9, en donde el cancer es una leucemia.

12. Un método de la modalidad 11, en donde la leucemia es leucemia mieloide crénica.

13. Un método de la modalidad 9, en donde el cancer es cancer gastrico.

14. Un método de la modalidad 9, en donde el cancer es cancer pancreatico.

15. Un método de la modalidad 1, en donde la célula tumoral es una célula madre de tumor.

16. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) el tumor se contacta, y esta presente, en un sujeto.

17. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra que contiene células tumorales y
es una muestra de tejido.
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18. Un método de la modalidad 1, donde la muestra de tejido es una muestra que se obtiene durante una biopsia,
una aspiracion de aguja fina o un procedimiento quirurgico.

19. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende un fluido
bioldgico.

20. Un método de la modalidad 19, en donde el fluido bioldgico es sangre o médula ésea.

21. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende células
tumorales alteradas.

22. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende células vivas.

23. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende células
congeladas.

24. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende células fijadas
y permeabilizadas.

25. Un método de la modalidad 1, en donde en la etapa (a) se contacta la muestra y esta comprende células
incrustadas en parafina, fijadas con formalina.

26. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es una forma
etiquetada del inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia.

27. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homdlogo o derivado de PU-H71.

28. Un método de la modalidad 27, en donde el inhibidor de HSP90 es PU-H71.

29. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es una forma de PU-
H71 o de un analogo, homdlogo, o derivado de PU-H71.

30. Un método de la modalidad 1, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es una forma de PU-
H71.

31. Un método de la modalidad 30, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es [124I]-PU-H7‘I.

32. Un método de la modalidad 30, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es PU-H71-FITC2 o
PU-H71-NBD1.

33. Un método de la modalidad 30, en donde el inhibidor de HSP90 detectablemente etiquetado es un analogo
biotinilado de PU-H71.

34. Un método de la modalidad 33, en donde el analogo biotinilado de PU-H71 es PU-H71-biotina-5, PU-H71-biotina-
6, PU-H71-biotina-8 o PU-H71-biotina-9.

35. Un método para determinar si un paciente con cancer con un tumor que se visualiza en imagenes probablemente
respondera a la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes etapas:

(a) administrar al paciente un inhibidor de HSP90 radioetiquetado que se enlaza preferiblemente a una
forma especifica de tumor de HSP9O0 presente en el tumor o en células tumorales del tumor;

(b) medir la absorcién del inhibidor de HSP9O0 radioetiquetado por el tumor del paciente en una pluralidad
de puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(c) medir la absorcion del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por un tejido saludable predeterminado del
paciente en la misma pluralidad de puntos de tiempo después de la administracién en la etapa (a);

(d) computar la relaciéon de la absorcion medida en mudltiples puntos de tiempo en la etapa (b) con la
absorcién medida en los mismos puntos de tiempo en la etapa (c); y

(e) determinar la probabilidad de que el paciente con cancer respondera a la terapia con el inhibidor de
HSP90, en donde una relacion mayor a 2 computada en la etapa (d) en multiples puntos de tiempo
indica que el paciente probablemente respondera.

36. Un método de la modalidad 35, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de prostata, un cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén
de célula pequefa y cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
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gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer del esoéfago, cancer del estdomago,
cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas
incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres ginecoldgicos incluyendo canceres de
ovarios, cervicouterino, y endometrial.

37. Un método de la modalidad 36, en donde el cancer es cancer de mama, linfoma, neuroblastoma, cancer gastrico,
0 cancer pancreatico.

38. Un método de la modalidad 35, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada
del inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia.

39. Un método de la modalidad 36, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homdlogo, o derivado de PU-H71.

40. Un método de la modalidad 35, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada de
PU-H71.

41. Un método de la modalidad 40, en donde la forma radioetiquetada de PU-H71 es [124I]-PU-H71.

42. Un método para determinar si un paciente con cancer con un tumor que se visualiza en imagenes probablemente
respondera a la terapia con una dosis predeterminada de un inhibidor de HSP90 que comprende las siguientes
etapas:

(a) administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
preferiblemente a una forma especifica de tumor de HSP90 presente en el tumor o en células
tumorales del tumor;

(b) medir la absorcion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del paciente en una
pluralidad de puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a);

(c) calcular para la dosis predeterminada del inhibidor de HSP9O0, las concentraciones del inhibidor de
HSP90 que estarian presentes en el tumor del paciente en cada una de tal pluralidad de puntos de
tiempo, con base en la absorcidon medida en tal pluralidad de puntos de tiempo en la etapa (b); y

(d) comparar las concentraciones del inhibidor de HSP90 calculadas en la etapa (c) con referencia a
concentraciones del inhibidor de HSP90 que necesitarian estar presentes en el tumor en tal pluralidad
de puntos de tiempo para que el inhibidor de HSP90 sea efectivo en el tratamiento del tumor

en donde el paciente probablemente respondera a la terapia con la dosis predeterminada del inhibidor de HSP9O0 si
las concentraciones del inhibidor de HSP90 calculadas en la etapa (c) igualarian o excederian las concentraciones
del inhibidor de HSP90 necesarias para tratar efectivamente el tumor y no serian tdxicas para el paciente.

43. Un método de la modalidad 40, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de prostata, un cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmoén
de célula pequefia y cancer de pulmoén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer del esoéfago, cancer del estdomago,
cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas
incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres ginecoldgicos incluyendo canceres de
ovarios, cervicouterino, y endometrial.

44. Un método de la modalidad 43, en donde el cancer es cancer de mama, linfoma, neuroblastoma, cancer gastrico,
0 cancer pancreatico.

45. Un método de la modalidad 42, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homdlogo, o derivado de PU-H71.

46. Un método de la modalidad 42, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada de
PU-H71.

47. Un método de la modalidad 46, en donde la forma radioetiquetada de PU-H71 es [124I]-PU-H71.

48. Un método para determinar, para un paciente con cancer especifico con un tumor que se visualiza en imagenes,
una dosis y frecuencia de administracion efectivas para la terapia con un inhibidor de HSP90 que comprende las
siguientes etapas:

(a) administrar al paciente una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza
preferiblemente a una forma especifica de tumor de HSP9O0 presente en un tumor o células tumorales;
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(b) medir la absorcion de la forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 por el tumor del paciente en una
pluralidad de puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a); y

(c) calcular la dosis y frecuencia de administracion necesarias para mantener en el tumor en cada una de
tal pluralidad de puntos de tiempo una concentracion del inhibidor de HSP efectiva para tratar el tumor,
con base en la absorcion medida en tales puntos de tiempo en la etapa (b), determinando por ello, para
el paciente con cancer, la dosis y frecuencia de administracion efectivas para la terapia con el inhibidor
de HSP90.

49. Un método de la modalidad 48, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de prostata, un cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmén
de célula pequefia y cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer del esoéfago, cancer del estdomago,
cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas
incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres ginecoldgicos incluyendo canceres de
ovarios, cervicouterino, y endometrial.

50. Un método de la modalidad 49, en donde el cancer es cancer de mama, linfoma, neuroblastoma, cancer gastrico,
0 cancer pancreatico.

51. Un método de la modalidad 48, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada
del inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia.

52. Un método de la modalidad 48, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homdlogo, o derivado de PU-H71.

53. Un método de la modalidad 48, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada de
PU-H71.

54. Un método de la modalidad 53, en donde la forma radioetiquetada de PU-H71 es [124I]-PU-H71.

55. Un método para determinar la concentracion de un inhibidor de HSP90 presente en un tumor que se visualiza en
imagenes en un paciente con cancer que comprende las siguientes etapas:

(a) coadministrar al paciente una cantidad predeterminada del inhibidor de HSP90 y una cantidad
predeterminada de una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza preferiblemente a
una forma especifica de tumor de HSP90 presente en un tumor o células tumorales;

(b) medir periédicamente la absorcién del inhibidor de HSP90 radioetiquetado por el tumor del paciente en
uno o mas puntos de tiempo predefinidos después de la coadministracion en la etapa (a); y

(c) determinar la concentracion del inhibidor de HSP90 presente en el tumor en cualquiera de tales puntos
de tiempo con base en las mediciones de la absorcién del inhibidor de HSP90 radioetiquetado en la
etapa (b).

56. Un método de la modalidad 54, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de prostata, un cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmoén
de célula pequefia y cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer del esoéfago, cancer del estdomago,
cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas
incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres ginecolégicos incluyendo canceres de
ovarios, cervicouterino, y endometrial.

57. Un método de la modalidad 56, en donde el cancer es cancer de mama, linfoma, neuroblastoma, cancer gastrico,
0 cancer pancreatico.

58. Un método de la modalidad 55, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada
del inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia.

59. Un método de la modalidad 55, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homodlogo, o derivado de PU-H71.

60. Un método de la modalidad 55, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada de
PU-H71.

61. Un método de la modalidad 60, en donde la forma radioetiquetada de PU-H71 es [124I]-PU-H71.
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62. Un método para determinar la capacidad de respuesta a la terapia con un inhibidor de HSP90 de un tumor que
se visualiza en imagenes en un paciente con cancer que comprende las siguientes etapas:

(a) administrar una forma radioetiquetada del inhibidor de HSP90 que se enlaza preferiblemente a una
forma especifica de tumor de HSP90 presente en un tumor o células tumorales, al paciente en
multiples puntos de tiempo dentro del periodo durante el cual el paciente recibe el inhibidor de HSP90
como terapia; y

(b) medir la concentracion del inhibidor de HSP90 radioetiquetado en el tumor del paciente en tales
multiples puntos de tiempo después de la administracion en la etapa (a); y

(c) comparar las concentraciones del inhibidor de HSP90 radioetiquetado medida en la etapa (b) con las
concentraciones minimas del inhibidor de HSP90 necesarias para tratar efectivamente el tumor, en
donde las concentraciones medidas mayores que el minimo necesario para tratar el tumor indican que
el paciente probablemente responda a la terapia con el inhibidor de HSP90.

63. Un método de la modalidad 62, en donde el tumor esta asociado con un cancer seleccionado del grupo que
consiste en cancer colorrectal, cancer pancreatico, cancer de tiroides, carcinoma de célula basal, melanoma,
carcinoma de célula renal, cancer de vejiga, cancer de prostata, un cancer de pulmén incluyendo cancer de pulmoén
de célula pequefia y cancer de pulmén de célula no pequefia, cancer de mama, neuroblastoma, canceres
gastrointestinales incluyendo tumores estromales gastrointestinales, cancer del esoéfago, cancer del estdomago,
cancer del higado, cancer de vesicula biliar, cancer anal, tumores cerebrales incluyendo gliomas, linfomas
incluyendo linfoma folicular y linfoma de célula B grande difuso, y canceres ginecolégicos incluyendo canceres de
ovarios, cervicouterino, y endometrial.

64. Un método de la modalidad 63, en donde el cancer es cancer de mama, linfoma, neuroblastoma, cancer gastrico,
0 cancer pancreatico.

65. Un método de la modalidad 62, en donde el inhibidor de HSP9O0 radioetiquetado es una forma radioetiquetada
del inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia.

66. Un método de la modalidad 62, en donde el inhibidor de HSP90 a administrarse como terapia es PU-H71 o un
analogo, homdlogo, o derivado de PU-H71.

67. Un método de la modalidad 62, en donde el inhibidor de HSP90 radioetiquetado es una forma radioetiquetada de
PU-H71.

68. Un método de la modalidad 67, en donde la forma radioetiquetada de PU-H71 es [124I]-PU-H71.

69. Un método para determinar si un cancer humano presente en un paciente probablemente respondera a la terapia
con un inhibidor de HSP90 que comprende:

(a) obtener una muestra que contiene células del cancer del paciente, cuyas células expresan la proteina
HSP90 sola o junto con la proteina HSP70;

(b) evaluar en las células presentes en la muestra obtenida en la etapa (a) la presencia de al menos uno
de los siguientes parametros: una via AKT activada, un defecto en la funcién o expresion supresora del
tumor PTEN, una via STATS5 activada, o expresion de proteina Bcl-xL; y

(c) comparar la evaluacion obtenida en la etapa (b) con una evaluacion de referencia predeterminada del
mismo parametro o parametros evaluados en la etapa (b) para células cancerosas humano de uno o
mas pacientes con cancer quienes responden a la terapia con el inhibidor de HSP90 de manera que
por ello se determine si el cancer del paciente probablemente respondera a la terapia con el inhibidor
de HSP90.

70. Un método de la modalidad 69, en donde el cancer humano es cancer de mama.

71. Un método de la modalidad 69, en donde las células cancerosas estan asociadas con leucemia mieloide aguda.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar si un paciente con un cancer de la sangre probablemente respondera a la terapia
con un inhibidor de HSP90, que comprende:

(a) poner en contacto una muestra que contiene células cancerosas y células no cancerosas del paciente
con un PU-H71 fluorescentemente etiquetado permeable a las células que se enlaza preferiblemente a
una forma de HSP90 especifica de tumor presente en las células cancerosas del paciente;

(b) medir la cantidad de PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas y células
no cancerosas en la muestra; y

(c) comparar la cantidad del PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas con
la cantidad del PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas,

en donde una cantidad mayor de PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células cancerosas que a las
células no cancerosas indica que el tumor probablemente respondera a un inhibidor de HSP90, preferiblemente
donde las células no cancerosas son linfocitos, y mas preferiblemente donde dicha mediciéon se lleva a cabo
mediante citometria de flujo.

2. El método de la reivindicacion 1, donde cuanto mayor sea la relacion de la cantidad de PU-H71
fluorescentemente etiquetado enlazado al tumor o a las células tumorals medida en la etapa (b) en comparacién con
el PU-H71 fluorescentemente etiquetado enlazado a las células no cancerosas, mayor sera la magnitud de la
respuesta posible a la terapia con inhibidor de HSP90.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, donde el cancer de sangre es una leucemia, preferiblemente es leucemia
mieloide cronica.

4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde la muestra comprende células vivas.

5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-4, donde la muestra comprende un fluido biolégico,
preferiblemente sangre o médula 6sea, mas preferiblemente sangre.

6. EI método de la reivindicacién 1, donde la muestra comprende células tumorales alteradas.

7. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra comprende células congeladas.

8. El método de la reivindicacion 1, donde la muestra comprende células fijadas y permeabilizadas.

9. El método de la reivindicacion 1, donde el inhibidor de HSP90 que se administrara como terapia es PU-H71.

10. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado
es PU-H71-FITC2.

11. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1-9, donde el inhibidor de HSP90 fluorescentemente etiquetado
es PU-H71-NBD1.

12. El método de la reivindicacion 1, donde el cancer de sanger es una malignidad hematolégica.
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PET-CT de '*1-PUH71 de un paciente con linfoma de células del manto

AR,
£y

AN
&
-ba;k-_ﬂ.
§ -

s

RS
Wi

oy

Y -

gy, g(m— £

%\W\
L3

&
{\\\(-'c

ior izquierda

.

Lesion yugular super

ES 2 624 982 T3

139

FIGURA 26



ES 2 624 982 T3

Y-

1:d O04d

LZ VdNoOId
1id LiHNd

13

&4 a0nv
{wrly [L2H-ndl

—_—

0eo 6l ¥ig
8c 0 sel g%
65 Q oy 90
k80 g¢cl  ¥0
60t ol 1D

opJainbzi opJainbzi ?_v
NIVV.L N1Vl odwai]

(y) uoioensiulwpe e| ap sendssep odwal|
3

e}

ol

Lg

904 zapire osad eleq Nd zapiay

opJainbzi [einbuoigosnbeu;
Jousue ojnbue ap N1 #

e

opJaINDZI [BINDUOIGOSNDE.}
ojnBug ep N7

oAljebau g4 ol4ad ejje Nd ZopIAY

W) [ aHendl

140



ES 2 624 982 T3

a-v8e vdnoid

13d uoideio|dx3y

19 uoidelojdxy

141



ES 2 624 982 T3

6¢ YiNold

(y) uoiooaAul e] ap sandsap odwal |

09 0G oy ()3 0c

0l 0

SW/SIN-O1- ewseid us [L/H-Nd]— ¥
13d VH-Nd-l,5, ] —

LZHNd A LZHNd Ly, ]

8P U0I008AUI0D B| 8p sendsep | Jd ==

(YN™) Y8Y 0oy _eoes0  08Zz  €64Z

-1000°0

-100°0

-10°0

-1°0

|ejo] ealy

ewse|d | 9se} 0 ese}

-10000°0

tumor [PU-H71] (M)

142



ES 2 624 982 T3

M i Ly
o ] —
a [ =
, g -
Musculo fe, | = A3
Rifiones = S . E -
. §5* | /m 2E
Intestino grueso i : {" -
g 1/ P o g
= Intestino delgado £ L/ s A
Ec }'. i) 8. !
. | | =
Estémago s " .S HE -
- o F | £
Bazo (& = o
RN W E.
Higado
Pulmones o0 @
> o '
Corazon c £ E
S22
d
Sangre o
) @ o
Relacién 'I-PU-HT1 de tumor a o2 K 8 % 3
argano — - e R

EsTabey T muedes  ERESIE s ekesuelj e

a b

143

FIGURA 30a-d



Tiempo (h)
H

L

Sitios Hsp90 de tumor
ocupadaos por

o=

10"

o
¥

PU-HT (noisig

ES 2 624 982 T3

Dosis administrada
(markg) ;
i 28 Bt i Dosis administrada
PU-H71 (mg/kg)

& i

[PRIMTI] o (WA

6 bt g7 (] 89 tus
3 b A5 18 3.4 Gis
PR 145 ©om D% con

Biodistribuciéon de PU-H71
& N omoko
| 70 mghg

’ i & 75 kg
P h - - gty
L Y

in vivo
Bt

s
-

]
=

58 & A8
LGP eslimackel FUT 1) gy S0

Concentracion de
‘tumor estimada (pM)

53 104 154

Tiempo (h)

1PET después de la coinyeccion de £

i £
PNEPLRT Y FUEHTY >
S £
=1 ““}Biodistibucion de " "PU-HT1 0 s : P
PET des.'_'tli PU HTY o LA i
| ﬂ%r
i ! 3 T -
25h +HH i LU
f
125 3
% 102
10 m Lt
I-g 75 "'
75 o , o )
&0 e 28 =
/7 BMAX=180.7 g &
a5 S5 25 7
1] ¥ 1 1 ‘8 Ql'( - T 1 ]
o 25 50 75 100 = ) 25 50 5 1060
Desis administrada de PU-H71 (mgrkg) Dosis administrada de PU-H71 (mg/kg)

FIGURA 31a-f

144



ES 2 624 982 T3

B ET A, I

= T kil e ikl
'_ B mgrkg iR G4 ai17
§ — Myl S18 24de A% M A-SE35E 4k
= - TR R 5§70 - '
& —Thmgky 2483 | Tab 234 : .
E : jLun Antes de la nueva dosis § i ""'
¢ w9 2 308 adn x {
Tiempo (h) ) ! e it
In ultre A58 Ta
c G627 s 7% Iie
- s - Comie FHE
g | —H—Stm*sg_ . -
2 & 25 mykg [T oo
ig= B S
[ E ' ——TE m;ikg L
g = I 2 an dnd - 5yt
5 R f; Fd ) K 6P T T T oy y
K] i S kN o Vak 40 4.8 7 AEY
= ;l#-i ; ‘i ______ % e : H Tab & S Bl
: M 2 SRV 00% de regresion
£ Z:": ® -’-h 0
T|empo de tratamiento (dias)
d e
e 8 g S, TGE - i Me. Lun Ml:s \'fler
5 - 75 mgrkg 100% de regresion . | S ilun i ] R
: SrEng
5 y ! F i ’ | ?
T !
G E b i Jue, 24 h después ds la
£ YW \ ™ administracion
S ‘ \ \ ."‘\. LT O
C l S

"rﬂ‘
Tiempo de tratamiento (dias)

“Ratones sacrifi cados eI
Jue, 24 hdespués dela
administracién

Bamggibeg PLAHTS

’F‘-’c-?l“!:‘!f‘-@ﬁ
cRaRP —1—
gromeduns .
o1 .
e din o i
i Ead
34 PR A
RS
Oomenlraum del  tumor A
mecdido por LCMSIMS (M)

FIGURA 32a-g

145



ES 2 624 982 T3

9-egt vaNold

———
S
RIS IR

OSUSOSOP 9D RLE r&w

(y) epensiunupe

SIsop ewnn e op sendsap odwal | o

il

%]

1k

?

g5
vd
L. B

S e ST e

oyolpaid 134

(u) odwsai
Oy X L0l 3k i BN g o

: Y] wipse B
ojoadsal opez|ewiou Py

G

ar g

%

[seip] osiweles ap odwal |

wossasbes g gl g T

3 med L0 g _Hpi - ww I
;712 SEUBLISS 78— =17 y ]
P3045 ; BUBLUSS | 4— .-

DAL - HH,HI

I
b
&
Volumen del tumor (mm3)

Ligk

gy o=k ns ouoipeud o
o e o s le s ndlon soed
vt ¢ 2= i zsndl
L L S

B4 =W

) Bl gl

5 oL
BT
&

BueLWwas | > SEeUBlWES 7

e s T
" RS R T ;ﬁi-
S

1
m

) )

H

Py
(i

(y) odwei .

L

5z

Vet s e i il

Wt Sy i = EndE nLlM

VA R = U0

) g el

146



ES 2 624 982 T3

¥¢ vaNoOld

m b ewse|d —&%—
e opsainbz) sejiyuad ZNT ——
N.ww opseinbz sejyued |NT—%—
WMM : opJainbz| [einbuoigosnbe.y ojnbuy —H—
608 oyoalsp Jousyul [esnbenered N7 —gp—
979 opJainbz| ope| N7 “°'d ‘e BUBJUS\ —i—
\“\}m b oyoauap oljiH ——
mwm 4 opueib sew oyoauep uowind [8p ONPON —¥—
L'es apuelb sew opiainbz uowind [ap ojnpoN — I

() oY

(4) uoessiuWpPE B| ap sondsap odwal ]
Q001 ool

at
i

LG
1

RARY
DO

T

(W) {LiHNdl

147



ES 2 624 982 T3

g¢ vaNnold

(y) ugoensiuipe ap odwal |
oor cﬁ_ﬁ e Q..: o]

52 .M

UHlhoe w

ewse|d-e- =

oyoalap olliy op NT-o- Lz

apueib sew opianbz oo £
uowind [8p OINPON —%~

ZW/BW 0g Us SBUBISS XZ UQIOEINWIS

Wileo  0g9 ez "MLHnd

YW L6z 866) 819 ygepodNY

(y) uoioensiuiwpe ap odwal
ook noe 00z a0k
| . r r ]

(4) uowensiuipe ap odwsal |
oor 00 00Z 00t 0

5
¢ c
e L
ewse|d —e- 1 ind
oydalep oIy 8p NT-o 72
gpuelb sew opieinbz °z

uoLnd [ap ONPON —x— £

8

,W/Bw g Us SEUBWSS XZ UQIDBINWIS
Wiyzo €Ly gz “elzHndl

Yl gLz serlL €1VIS  LgepONY

ewseld oy op N7 uowind [p OJNPON

1

Iy]

Y

ewse|d %

oydai8p oy 8p N1 &~
apuelb sew opiainbz

uowind [P ONPON ——

40

ol

Noédulo del

Ganglio linfatico |

148



ES 2 624 982 T3

3-V9¢ ViNoOIl4d

+00

() o=mfy 2 H-nd]

149

(u) oyusiwEles] [9p UglEINg (4) cyusIWElR) [9p UoIEIN(
oot nog 0oc ool 0 ooF 00g o[i4 0oL 0
L L 1 1 DD L 1 1 1
e W L0=""L/H-Nd]
e . (50 T YT G pS = ONY
Wil Lg 0=""*[LiH-NdI =
=
u-wrl g g8l = oNv . 8
= 0l = ury un
=
-G L m
(y) cwusiwele] |9p ugoeINg
o@v Q@m oﬁ.um o@. m_ﬁ .
SISOp E| 8P Sejue unT 0o
Wi L o=""[LH-nd] M
W 120=""LZHNd] oz
YW 8oKL = NV mﬂ.'
L2
=
un- 2
s SRINETT g XPIN ) D
(y) owaiweley [op ugoRINQ (y) uoioahul e op sendsep adwist |
0or 00€g 002 001 0 08 0L 09 08 OF OE OZ OL @
L 1 1 1 1 O.o L 1 1 1 1 1 1 1 Y
W 60°0=""1LiHNd
Wt 65'0="""[L/H-Nd] &
50 I
U-wr €0l = onvy 3
ol 2
Z
JBIN un  JaIA un =
Loy Lez

o

(ANs) 4™ [LeH-nd- (15,1

<



ES 2 624 982 T3

2-eLg VINOId

& £ &="= (0pednoo 0BdSH o %)

woud A
ol b 4H T3]
EYa s A Y
. - , 5 F o~
b
_ £
LD 10,
corgnd o a2
ZUiEY E - - Am
.
. .. @®
L YT g
e 5}
e U
n e 4~
- o)
o
—

= (sopednoo 0BSH SONS 8p %)

Q3 Sd 35
1

157 (0pedno0 DBJSH 8P %)

a0F [5:0 ERIEnS 0%
L 1

(W) odwal

seuewss ¢
EyBuigy

G-I QST = TNy

SIN

(4) odwa L

seuewss g
Pogsfieiag 1

Hnerg JEBRS =Ty

() odwial L

e o0z

b 198 0oé

BUBWSS |
Sw g,
-4 (opednioo 06dSH 9P %)

£ geEYH eETOL = Y

b
SISOp BASNU B 8p Sejue Un

WL | By 5 —
pracr il kP
CiigE [Edesg—

5T Eg s foeieones

057 o
PRcen
o
e ook
. - S
. o M
c
ey o
FH2'E O
8
N
525 L
(@)]
S
25T
e
BEFT
L8r
0 Lok
= (opednoo
06dSH

ap %)

(opednoo
06dSH 9P %) OaV

c.:._
() oawai |

200 o3

i

7

% de sitios Hsp90 ocupados

150



ES 2 624 982 T3

Imagenes de PET en distintos puntos
e MREURTY . detiempo % ID/g

enrs
e
w
R

MLEET Ll @ PN b
i S

RSN R

a. retencion del tumor de 124IPUH71
. ib.concentracion del tumor efectiva

que se logra con dosis < MTD
|c. Dosis del tumor saturable’ < MTD_|

Disefiar una dosis optima yz
i programar el régimen
: basado en 1241-PU-H71 PET:

i
»

Imagenes de PET en distintos puntos
\ 1 0, N
e Hio " S8 ompo % 1D/g

e
" tiempo de tratamiento

Volumen del tumor

Volumen del tum

F T
fiempo de fratamiento fetsist

FIGURA 38a-b

151



ES 2 624 982 T3

98¢ vdNoOIld

(Bx/Bw) | ZH-Nd @p epessiulpe sisoq

# 3 % o

! 3 : 9
& o
i 2 m ke
erousiod edlgIs!s eoR0ya 9P XL 9P o8
PEPIOIX0} BP SISOP 8p O|eAI8lU| SISOp 8P OEAB| = 3
: ; L5
e ; oy
BWIXEL BPEIS|0) SISO " o] m
BLUIXELU JOLWN) [9p SISO % s m 3
R T T lr-!!llt\PMer !?w}:lukrsﬂiPil.« .a a
,i‘_..\f E | i L T

, i ©

. : s——

Jowin) |ap oABlqo ugioelnes °©

h‘_._\.”-\”x...r!\.b

ojusiwelel) ap Qmmsaoa ouo:ma e oEmSv
0Analqo ooeuwe) |ap uoednao B Jeulusa( g
| /H-Nd Jown) [9p UQIDENUaoUOD B JIPSj\ & |

R

m_mouuk&m T4 w mh.y")m}mrﬂ _Qw

-

A e A e

T ",

SISOp Sajualalp

Borjiee <= UpZ Ue | 3d cmmmE_ us ol + sjusied L /H-Nd

152




ES 2 624 982 T3

% de intensidad MIP

o

e
£

T

N

£

o

153

Figura 39



ES 2 624 982 T3

9IN'I
GINT
OLN
g8¢ld
Gdld
Zlld
clld
0cld
olld
Glld
Olld

H « > ¢ & B » 4 ¢ © 8

WO TR0 D=0
MO 0722 0=09D)
INTIQ0 0FE6 0=5D|

VO eanbid

WY [L 2ZH-Nd]
€ ¢ L
1 | |
- cd3aH/dd/d3 Odl
_ 658800 ZZEP00
9LNT GINT
00520 62520  OF8L'O _ 6vre0 98610
OLNT  8Zld Gzld  Zild Zlld
LO¥60__ 01S80 _ 800°L _ zeee0 | a
0€.1d 9l1d GLid oLld |

% de apoptosis
154



% de apoptosis % de apoptosis

% de apoptosis

HER2+ en 24h Tx

¢ =

»

[PU-H71] M

IDC ERPRHER2 —en 24h TX

0.450
s PT19
1.00uM
LN37 [ER/PR] 0.9uM

PTHA [ER/PR++; HER2++]

1004
]
50
®
B3
0 e ‘ I
0 1 2 3
[PU-H71] uM
ER+en24hTh
100+
50
0 T . .
0 1 2 3
[PU-H71] uM

ES 2 624 982 T3

§ PT13[ER/PR] 0.40uM
« PT18 [ER/PR<<;HER2++

M
[ER++, PR; HER2+

0.7uM
P35 [ERPRHER2t] 1.26uM
PT37 0.67uM

PT16 3.6uM

PT30 5.13uM
PT17 0.73uM
PT25 0.55uM
PT28 8. 55uM
LN15 0.76uM
PT14 >5uM

LN16 0.36uM

PT26 3.27uM
LN24 2.16uM
PT38 6.18uM
PT39 3.49uM
PT40 2.87uM

1004

% de apoptosis

HER2+ en 48h Tx

PT13 [ER/PR-] 0.12uM
PT18 [ER/PR<<;HER2++] 0.07uM
PT19 [ER++, PR-; HER2+] 0.53uM
LN37 [ER/PR-] 0.35uM

IDCER/PRHER2-en48h TX =

% de apoptosis

2 3
[PU-H71] uM

PT10 0.93uM
& PT150.34uM
¥ PT16 0.6TuM
PT30 3.13uM
® PT12 0.13uM
s PT17 0.39uM
s PT25 0.18uM
« PT28 0.29uM
¢ LN10 0.25uM
% LN15 0.05uM
PT14 >5um

1004

% de apoptosis

2
[PL-HT1] 1M

== MDA-MB-468 0.9uM

w

ER+en48hTh

PT26 3.55uM
& PT110.19uM
PT28 0.19ulM
PT8 1.28uM
LNS 0.06uM
LN24 0.37umM
PT38 4.73ulM
PT38 2.00ulM
¢ PT40 1.52uM

% & ’ 4

Figura 40B

155

[PU-HT1] uM



ES 2 624 982 T3

LZH-Nd seangidode senjgo ap %,
m.ww mw m_m @.,m w_m

-

e
Dl O g
Wiy m

T, e )
LA -\\ \,nh. e EgHi
\n,\

HorR Fransg

EAVERC ¥ SEET T

ZIABYT FLTNA

o
% de cél

Sticas

lulas apopt

OV Ly ViaNOId

“AZT

e

5 2HT S Vvt LB
Erﬁasﬁmﬂ_

de células apoptoticas

%

gzl
Snte @

Rt

ay e

i8 e

saz.m
=gy B

.
2
]
.

.

wRETE

=420

o

156



ES 2 624 982 T3

g8-vivy vanoid

al control no tratado

Porcentaje viable relativo respecto

“OIrE

LZH-Nd Ojusiwelel |

G1V1S-04s04

-

&

157



ES 2 624 982 T3

O-VEY VANOId

(y) uoessiuipe | ap sandssep odwal |

¥

o X

B o

AL AR

&

O[903J9D) K
mEmm_& S
XSUOO[

(6%/6W) L51ZH-Nd
g4 4% oL Y

o]
s
c3%}4
(7
o i
8
W
P

(N1d) 02dsH

T o -0

Lo o a=g

04dsH

b0

WIED

(NM) [LG1LZH]

LGLZH

Nivel Hsp90 normalizado a

Hsp90 (RLU)

158



ES 2 624 982 T3

Marcador

Perlas PU

Perlas de control

Perlas SNX

Perlas NVP

Perlas GM

i
ss

S

i

Perlas PU

Ak
3 o
AR A

Lisado

e
7
7
i

Marcador

2

.
vz

Z
72075

159

N
A

(0]
©
[0) ©
= I=s)
o9 o
T O ®
(o=
532
a%%
e
©
S
@®
c QO
.O_
'5%
>
(_3<D
(/)-O
o O
38
S a
('U3
> .2
(O =
-1 O
e
@©

sal alta (NaCl 1M)

FIGURA 44A



ES 2 624 982 T3

160

Porcentaje de
control

FIGURA 44b



	Primera Página
	Descripción
	Reivindicaciones
	Dibujos

