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DESCRIPCION

Combinaciones de inhibidores de MEK, EGFR y ERBB2 en el tratamiento del cancer de pulmén causado por un
mutante de KRAS

Campo de la invencion

La presente divulgacion se refiere a combinaciones farmacéuticas y composiciones Utiles en el tratamiento de ciertos
tipos de cancer. La divulgacién también se relaciona con el procedimiento de tratamiento de estos ciertos tipos de
canceres. En particular, la divulgacion se refiere al uso combinado de inhibidores de MEK, EGFR y ERBB2 en el
tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS y del cancer de colon causado por un mutante
de KRAS. La invencion se refiere a la combinacion de un inhibidor de MEK y un inhibidor dual de EGFR/ERBB2 para
uso en el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS, como se define en las
reivindicaciones.

Estado de la técnica

El cancer es una de las principales causas de muerte en Europa y los Estados Unidos. A pesar de los avances
recientes en la comprension de los mecanismos involucrados en el cancer y en el diagndstico y tratamiento, las
terapias con medicamentos para la enfermedad metastasica a menudo son de naturaleza paliativa. Las terapias
farmacolégicas rara vez ofrecen una cura a largo plazo. Existe una necesidad constante de nuevos procedimientos
de tratamiento, ya sea en forma de monoterapia o en forma de tratamiento de combinacién, combinando diferentes
medicamentos nuevos o conocidos como terapia de primera linea y como terapias de segunda linea en el
tratamiento de tumores resistentes.

Las células cancerosas son heterogéneas por definicion. Por ejemplo, multiples mecanismos de mutacion pueden
conducir al desarrollo de cancer y los mecanismos de mutaciéon asociados con algunos tipos de cancer pueden
diferir entre un tipo de tejido y otro; por lo tanto, a menudo es dificil predecir si un cancer especifico respondera a un
compuesto quimioterapéutico especifico (Cancer Medicine, 52 edicion, Bast et al., B. C. Decker Inc., Hamilton,
Ontario).

El tratamiento del cancer esta cambiando gradualmente de un enfoque centrado en el 6rgano a un enfoque centrado
en la ruta. Las células cancerosas a menudo tienen una adiccién a las sefiales que son generadas por los genes
causantes de cancer. En consecuencia, los medicamentos dirigidos contra el cancer que inhiben selectivamente los
productos de los oncogenes activados pueden tener efectos dramaticos en la viabilidad de las células cancerosas.
Este enfoque ha producido resultados clinicos significativos para el cancer de pulmén de células no pequefias
(NSCLC) que tiene mutaciones activadoras en EGFR o translocaciones de la quinasa ALK y para pacientes con
melanoma que tienen un tumor causado por un mutante de BRAF. Sin embargo, este enfoque no ha tenido éxito en
todo tipo de canceres, en particular en los canceres caracterizados por mutaciones oncogénicas en uno de los
miembros de la familia de genes RAS, en particular KRAS.

Por otra parte, se ha informado que mientras que los pacientes con melanoma con una mutacidon activadora
especifica en BRaf (V600E) se benefician del tratamiento con Vemurafenib, un inhibidor que fue disefiado
especificamente contra esta forma mutante de BRaf, un subconjunto significativo de pacientes con carcinoma
colorrectal que tienen el mismo mutante no responden al tratamiento con ese mismo medicamento. El motivo es que
en las células de cancer colorrectal esta presente un mecanismo de retroalimentaciéon a través del cual se puede
sortear un bloqueo de sefalizacion a nivel de BRaf. Este mecanismo de retroalimentaciéon no esta presente en las
células de melanoma (Prahallad A, et al., Nature. 26 de enero de 2012; 483 (7387): 100-3). Esto sugiere que en el
tratamiento del cancer, la informacion de la ruta de un tipo de 6rgano no se puede transferir directamente a ninguin
otro érgano. H. C. Gong et al. divulga en Int. J. Proteomics, 2011, 1-13, la combinacion de BIBW-2992 (afatinib) y el
inhibidor de MEK PD-0325901 para uso en el tratamiento del NSCLC.

Un objetivo de la presente invencién es proporcionar tratamientos nuevos y mejorados para el cancer de pulmoén
causado por un mutante de KRAS, asi como proporcionar productos y combinaciones terapéuticamente
farmacéuticas para su uso en estos canceres causados por mutantes de KRAS.

Descripcion de los dibujos.

Figura 1. La supresion de ERBB3 por ARNhp mejora la respuesta al inhibidor de MEK. Las células H358 con
mutante de KRAS (cancer de pulmoén de células no pequefias (NSCLC)) se infectaron con dos ARNhp
independientes dirigidos a ERBB3 como se indica. El vector pLKO sirve como un vector de control. Después de la
seleccién con puromicina, las células se cultivaron en ausencia o presencia de selumetinib 1 uM durante 20 dias.

Figura 2. Se cultivaron células de cancer de pulmon H358 con una concentracién creciente de selumetinib inhibidor
de MEK solamente, gefitinib inhibidor de EGFR solamente, CP724714 inhibidor de ERBB2 solamente, afatinib
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inhibidor dual de EGFR/ERBB2, dacomitinib inhibidor dual de EGFR/ERBB2 solamente o sus combinaciones como
se indica. Las células se recogieron, se fijaron y se tifieron después de 21 dias.

Figura 3. Las células colorrectales SW837 se cultivaron en concentraciones crecientes de selumetinib inhibidor de
MEK solamente, gefitinib inhibidor de EGFR solamente, CP724714 inhibidor de ERBB2 solamente, afatinib inhibidor
dual de EGFR/ERBB2, dacomitinib inhibidor dual de EGFR/ERBB2 solamente o las combinaciones indicadas.

Descripcion
Definiciones

A menos que se defina lo contrario, los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen el
mismo significado que entiende cominmente un experto en la técnica a la que pertenece esta descripcion.

Para los fines de la presente invencion, los siguientes términos se definen a continuacion.

Como se usa en el presente documento, las formas singulares "un”, "uno, una" y "el, 1a" incluyen referentes plurales,
a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, un procedimiento para administrar un
medicamento incluye la administracion de una pluralidad de moléculas (por ejemplo, 10, 100, 1000, 10 de miles, 100
de miles, millones 0 mas moléculas).

Como se usa en este documento, el término "y/o0" indica que uno o mas de los casos declarados pueden ocurrir,
solos 0 en combinacién con al menos uno de los casos declarados, hasta con todos los casos declarados.

Como se usa en este documento, con "al menos" un valor particular significa ese valor particular o mas. Por ejemplo,
"al menos 2" se entiende que es lo mismo que "2 o mas", es decir, 2, 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, ..., etc.

Como se usa en el presente documento "cancer" y "canceroso", se refiere o describe la condicion fisiolégica en
mamiferos que se caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen,
entre otros, cancer de colon y cancer de pulmon. El cancer también se conoce como neoplasia maligna.

Como se usa en el presente documento, "en combinacién con" pretende referirse a todas las formas de
administracidon que proporcionan un primer medicamento junto con un medicamento adicional (segundo, tercero).
Los medicamentos pueden administrarse de forma simultanea, separada o secuencial y en cualquier orden. Los
medicamentos administrados en combinacién tienen actividad bioldgica en el sujeto al que se administran los
medicamentos.

Como se usa en este documento, "cancer de colon" o "cancer colorrectal" se refiere a un cancer de crecimiento
celular descontrolado en el colon o el recto, o en el apéndice.

Como se usa en el presente documento, "comprender" y sus conjugaciones se usan en su sentido no limitativo para
indicar que se incluyen los elementos que siguen a la palabra, pero no se excluyen los elementos que no se
mencionan especificamente. También abarca el mas limitante "consistir en".

Como se usa en el presente documento las "composiciones", "productos” o "combinaciones" U(tiles en los
procedimientos de la presente divulgacion incluyen aquellas adecuadas para diversas vias de administracién, que
incluyen, pero no se limitan a, aplicacion intravenosa, subcutanea, intradérmica, subdérmica, intranodal, intratumoral,
intramuscular, intraperitoneal, oral, nasal, tépica (incluso bucal y sublingual), rectal, vaginal, en aerosol y/o parenteral
o0 a través de mucosas. Las composiciones, formulaciones y productos de acuerdo con la invencién de la divulgacion
normalmente comprenden los medicamentos (solos 0 en combinacion) y uno o0 mas excipientes farmacéuticamente
aceptables adecuados.

Como se usa en el presente documento, "una cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de un agente requerido para
mejorar los sintomas de una enfermedad en relacién con un paciente no tratado. La cantidad efectiva de agente o
agentes activos utilizada para practicar la presente invencién para el tratamiento terapéutico de un cancer varia
dependiendo de la forma de administracion, la edad, el peso corporal y la salud general del sujeto. En ultima
instancia, el médico o veterinario encargado decidird la cantidad y el régimen de dosificacién apropiados. Dicha
cantidad se conoce como una cantidad "efectiva”. Por lo tanto, en relacion con la administracion de un medicamento
que, en el contexto de la divulgaciéon actual, es "efectiva contra” una enfermedad o afeccién, indica que la
administraciéon de una manera clinicamente apropiada produce un efecto beneficioso para al menos una fraccion
estadisticamente significativa de pacientes, como una mejoria de los sintomas, una cura, una reduccién de al menos
un signo o sintoma de la enfermedad, una prolongacién de la vida, una mejora de la calidad de vida u otro efecto
generalmente reconocido como positivo por los médicos familiarizados con el tratamiento del tipo particular de
enfermedad o condicion.

Como se usa en el presente documento, "cancer de pulmén" es un cancer que representa casi un tercio de las
muertes por cancer, y se clasifica en general en dos tipos: cancer de pulmén de células no pequefias y cancer de
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pulmén de células pequefias. El cancer de pulmén de células no pequefias (NSCLC) comprende el 80-85% de los
casos de cancer de pulmon y los diferentes tipos de NSCLC se nombran segun los tipos de células que se
encuentran en el cancer y como se ven las células bajo un microscopio. El NSCLC comprende carcinoma de células
escamosas, carcinoma de células grandes, que comienza en varios tipos de células de pulmén grandes y
adenocarcinoma, que comienza en las células que recubren los alvéolos del pulmén y producen sustancias como el
moco. El cancer de pulmoén de células pequefias es una forma de cancer de pulmén altamente maligno que se
compone de células ovoides pequefias. En una realizacion de la invencion, el cancer de pulmén es cancer de
pulmén de células no pequefias; en otra realizacién de la invencion, el cancer de pulmén es un cancer de pulmén de
células pequeiias.

Descripcion detallada

El alcance de la invencion se define en las reivindicaciones. La materia que no esta abarcada por el alcance de las
reivindicaciones no forma parte de la presente invencion reivindicada. Cualquier referencia en la descripcién a
procedimientos de tratamiento se refiere a los compuestos, composiciones farmacéuticas y medicamentos de la
presente invencion para uso en un procedimiento para el tratamiento del cuerpo humano (o animal) mediante
terapia.

La presente divulgacién se basa en el sorprendente descubrimiento de que una combinacién de inhibidores de las
proteinas (enzimas) MEK, EGFR y ERBB2 es altamente sinérgica para inhibir la proliferacion o inducir apoptosis en
canceres causados por mutacion de KRAS, en particular células con cancer de pulmén causado por mutante de
KRAS y en células de cancer de colon causado por mutante de KRAS. Ademas, la combinacion reivindicada
funciona particularmente bien en aquellas células que son relativamente insensibles a la inhibicion por los
inhibidores de MEK solamente.

Los inventores de la presente invencién han demostrado a través de experimentos que la combinacion de un
inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2 manifiesta un efecto terapéutico sinérgico,
inesperado y fuerte en el tratamiento del cancer de pulmoén causado por un mutante de KRAS y cancer de colon
causado por mutante de KRAS. Con base en datos experimentales, los presentes inventores creen (sin estar
limitados por la teoria) que especificamente en el cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS y el cancer
de colon causado por un mutante de KRAS, la inhibicion de MEK conduce a la formacién dependiente de MYC de
complejos heterodiméricos EGFR-ERBB3 y ERBB2-ERBB3 activados por quinasa que pueden inhibirse para permitir
que las células de cancer de colon o de cancer de pulmén respondan a la inhibicién de MEK.

La combinacion reivindicada en el presente documento presenta una sinergia terapéutica. La sinergia terapéutica se
puede demostrar mostrando que la combinacion es superior a uno u otro de los constituyentes utilizados en su dosis
optima.

En un primer aspecto de la divulgacion, se proporciona un inhibidor de MEK para uso en el tratamiento del cancer de
pulmén causado por un mutante de KRAS o cancer de colon causado por un mutante de KRAS, en el que el
inhibidor de MEK se administra simultanea, separada o secuencialmente con un inhibidor de EGFR y simultanea,
separada o secuencialmente con un inhibidor de ERBB2. En tal realizacion, el inhibidor de MEK es para uso en el
tratamiento de pacientes, a los cuales, durante el tratamiento, también se proporciona un inhibidor de EGFR y un
inhibidor de ERBB2, opcionalmente en el que el inhibidor es tanto un inhibidor de EGFR como un inhibidor ERBB2.
El experto en la materia entenderad que cualquiera de, el inhibidores de MEK, el inhibidor de ERGF y el inhibidor de
ERBB2 pueden administrarse al paciente de forma simultanea, separada o secuencialmente de los otros
medicamentos.

El inhibidor de MEK puede administrarse a los pacientes ya sea de forma simultanea, separada o secuencial con el
otro u otros medicamentos. Por ejemplo, en la practica, el folleto del producto del inhibidor de MEK puede sugerir el
uso simultaneo, separado o secuencial del inhibidor de MEK con el inhibidor de EGFR y el uso simultaneo, separado
0 secuencial con el inhibidor de ERBB2, o simultanea, separada o secuencialmente el inhibidor de EGFR y de
ERBB2.

En un segundo aspecto, se proporciona un inhibidor de EGFR para uso en el tratamiento del cancer de pulmoén
causado por un mutante de KRAS o cancer de colon causado por un mutante de KRAS, en el que el inhibidor de
EGFR se administra simultanea, separada o secuencialmente con un inhibidor de ERBB2 y simultanea, separada o
secuencialmente con un inhibidor de MEK.

El inhibidor de EGFR puede administrarse a los pacientes simultanea, separada o secuencialmente con el otro u
otros medicamentos. Por ejemplo, en la practica, el folleto del producto del inhibidor de EGFR puede sugerir el uso
simultaneo, separado o secuencial del inhibidor de EGFR con el inhibidor de MEK y el uso simultaneo, separado o
secuencial con el inhibidor de ERBB3, o el inhibidor de MEK y de ERBB2.

En un tercer aspecto, se proporciona un inhibidor de ERBB2 para uso en el tratamiento del cancer de pulmon
causado por un mutante de KRAS o cancer de colon causado por un mutante de KRAS, en el que el inhibidor de
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ERBB2 se administra simultanea, separada o secuencialmente con un inhibidor de EGFR y simultanea, separada o
secuencialmente con un inhibidor de MEK.

El inhibidor de ERBB2 se puede administrar a los pacientes simultanea, separada o secuencialmente con el otro u
otros medicamentos. Por ejemplo, en la préctica, el folleto del producto del inhibidor de ERBB2 puede sugerir el uso
simultaneo, separado o secuencial del inhibidor de ERBB2 con el inhibidor de EGFR y el uso simultaneo, separado o
secuencial con el inhibidor de MEK, o el inhibidor de EGFR y de MEK.

Como se explico anteriormente, el nuevo uso del inhibidor de MEK, o el inhibidor de EGFR o el inhibidor de ERBB2
no se limita a combinaciones administradas por separado, sino que también incluye las composiciones obtenidas por
asociacion fisica de los medicamentos y en cualquier caso se puede obtener un efecto sinérgico.

Como se usa en este documento, la administracion "simultanea" se refiere a la administracion de mas de un
medicamento al mismo tiempo, pero no necesariamente a través de la misma via de administracion o en forma de
una formulaciéon combinada. Por ejemplo, un medicamento puede proporcionarse por via oral, mientras que el otro
puede administrarse por via intravenosa durante la visita de un paciente a un hospital. Separado incluye la
administracion de los medicamentos en forma separada y/o en momentos separados en el tiempo, pero
nuevamente, no necesariamente a través de la misma via de administracién. Secuencialmente indica que la
administracion de un primer medicamento es seguida, inmediatamente en el tiempo, por la administracion del
segundo medicamento.

La combinacion de medicamentos descritos en el presente documento se administrara preferiblemente al paciente
en una forma que sea adecuada para la administracion al paciente y en una dosis que sea eficaz, por ejemplo, en el
tratamiento con los inhibidores de MEK, EGFR y ERBB2. .

La presente divulgacion se relaciona asi, en estos aspectos, con una terapia de combinacion, en la que durante la
terapia el paciente se trata con medicamentos que son inhibidores de MEK, EGFR y ERBB2. El experto en la
materia entendera que el tratamiento puede comprender el uso de medicamentos que, por si solos, pueden inhibir
MEK, EGFR y ERBB2, o medicamentos que inhiben uno o dos de MEK, EGFR y ERBB2. En realizaciones preferidas
descritas en toda la solicitud, el medicamento que inhibe EGFR y el medicamento que inhibe ERBB2 es el mismo, es
decir, tiene la misma fraccion activa, por ejemplo, afatinib o dacometinib. En otras palabras, dicho medicamento
puede ser un inhibidor de pan-ERBB, que inhibe mas de un ERBB al mismo tiempo, por ejemplo, inhibiendo las
tirosina quinasas tanto de ERBB1 (EGFR), ERBB2 (HER2) como de ERBB4. Otros ejemplos son los inhibidores
duales de ERBB, por ejemplo, que inhiben ERBB1 (EGFR) y ERBB2 (HER2).

La terapia es adecuada para su uso en pacientes con cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS, en
particular NSCLC, o un cancer de colon causado por un mutante de KRAS. El término "cancer causado por mutante
de KRAS", y por lo tanto cancer de pulmon causado por mutante de KRAS o cancer de colon causado por mutante
de KRAS, es bien conocido por los expertos. Una visién general de las mutaciones de RAS en el cancer fue
reportada por Prior et al (2012) Cancer Res; 2457-67. Las células con mutante de KRAS promueven la oncogénesis
debido a que se activan mutacionalmente, en la mayoria de los casos, en los codones 12, 13y 61. En total, se han
caracterizado cuarenta y cuatro mutaciones puntuales separadas en isoformas de RAS, con 99,2% en los codones
12,13y 61.

La GTPasa KRas, también conocida como homélogo del oncogén viral del sarcoma de rata Kirsten V-Ki-ras2 o
KRAS, es una proteina que en humanos esta codificada por el gen KRAS. KRAS actlla como un interruptor de
encendido/apagado molecular. Una vez que se enciende, recluta y activa las proteinas necesarias para la
propagacion del factor de crecimiento y la sefial de otros receptores, tal como la c-Raff y Pl 3-quinasa.

El producto proteico del gen KRAS normal desempefia una funcién esencial en la sefializacién del tejido normal, y la
mutacion de un gen KRAS es un paso esencial en el desarrollo de muchos canceres. Al igual que otros miembros de
la familia Ras, la proteina KRAS es una GTPasa y es un jugador temprano en muchas vias de transduccion de
sefales.

MEK comprende tanto MEK1 como MEK2: MAP/ERK quinasa 1, MEK1, PRKMK1, MAPKK1, MAP2K1, MKK1 son la
misma enzima, conocida como MEK1, MAP/ERK quinasa 2, MEK2, PRKMK2, MAPKK2, MAP2K2, MKK2 son la
misma enzima, conocida como MEK2. MEK1 y MEK2, junto con MEK, pueden fosforilar los residuos de serina,
treonina y tirosina en sustratos de proteinas o péptidos. Hasta la fecha, se han identificado pocos sustratos celulares
de isoformas de MEK.

Los procedimientos para determinar los inhibidores de MEK (inhibidores de MEK1, MEK2 o ambas) son conocidos
en la técnica, por ejemplo, como se describe en detalle en el documento EP2496575.

Los ejemplos de medicamentos que inhiben MEK incluyen sorafenib, PD-0325901 (Pfizer), AZD-8330 (AstraZeneca),

RG-7167 (Roche/Chugai), RG-7304 (Roche), CIP-137401 (Cheminpharma), WX-554 (Wilex; UCB), SF-2626
(Semafore Pharmaceuticals Inc), RO-5068760 (F Hoffmann-La Roche AG), RO0-4920506 (Roche), G-573
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(Genentech) y G-894 (Genentech), profarmaco N-acil sulfonamida GSK-2091976A (GlaxoSmithKline), BI-847325
(Boehringer Ingelheim), WYE-130600 (Wyeth/Pfizer), ERK1-624, ERK1-2067, ERK1-23211, AD-GL0001 (ActinoDrug
Pharmaceuticals GmbH) selumetinib (AZD6244), trametinib, TAK-733, Honokiol, MEK-162, derivados y sales de los
mismos. Uno o mas de los inhibidores de MEK anteriores pueden usarse preferentemente en las composiciones,
combinaciones, productos y procedimientos de acuerdo con la presente divulgacion, por ejemplo sorafenib, PD-
0325901, AZD-8330, RG-7167, RG-7304, CIP-137401, WX-554, SF-2626, RO-5068760, RO-4920506, G-573 y G-
894, profarmaco de N-acil-sulfonamida, GSK-20919762, BI-847325, WYE-130600, ERK1-624, ERK1-2067, ERK1-
23211, AD-GL0001, selumetinib (AZD6244), trametinib, TAK-733, Honokiol, MEK-162, o derivados o sales de los
mismos.

De acuerdo con la invencion, el inhibidor de MEK es selumetinib o trametinib.

El EGFR, o receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) es un miembro de la familia de tirosina quinasas
tipo 1 de receptores del factor de crecimiento. EGFR juega un papel critico en el crecimiento celular, la diferenciacion
y la supervivencia. La activacion de estos receptores ocurre tipicamente a través de la union especifica de ligandos,
lo que resulta en hetero u homodimerizacién entre los miembros de la familia del receptor, con la subsiguiente
autofosforilacion del dominio tirosina quinasa. Esta activacién desencadena una cascada de vias de sefalizacion
intracelular involucradas tanto en la proliferacién celular como en la supervivencia. Los miembros de esta familia,
incluidos EGFR y HER2, han sido implicados directamente en la transformacion celular.

Los procedimientos para determinar los inhibidores de EGFR son conocidos en la técnica, por ejemplo, tal como se
describe en detalle en el documento EP1877398.

Los ejemplos de medicamentos que inhiben el EGFR incluyen TarcevaMR (también conocido como erlotinib; OSI-
774). Es un inhibidor selectivo de la tirosina quinasa EGFR. Erlotinib inhibe la tirosina quinasa EGFR humana con
una CI50 de 2 nM (0,786 mg/mL) en un ensayo enzimatico in vitro. Otros ejemplos de inhibidores de EGFR incluyen
erlotinib, panitumumab (Abgenix), vandetanib (AstraZeneca), icotinib (clorhidrato; Beta Pharma), CO-1686 (Avila
Therapeutics), AZD-4769, poziotinib (Hanmi Pharmaceutical Co Ltd), CUDC-101 (Curis), Exelixis, S-222611
(Shioogi), AC-480 (Ambit), imgatuzumab (Glycart Biotechnology AG), sapitinib, TAS-2913 (Taiho Pharmaceutical Co
Ltd), theliatinib (Hutchison Medipharma Enterprises Ltd), XGFR-2421 ( Glycart), HM-61713B (Hanmi Pharmaceutical
Co Ltd), epitinib (Hutchison Medipharma Enterprises Ltd), NRC-2694 (Natco), MLBS-42 (ProQinase GmbH), JRP-
890 (Prous Institute For Biomedical Research Sa), cetuximab, AL-6802 (Advenchen Laboratories LLC), TAK-285
(Takeda), BGB-102 (Johnson & Johnson), AEE-788 (Novartis), gefitinib, DMS-3008 (Domantis Ltd), TX-2036
(Universidad de Tokushima) , KI-6783, KI-6896 (Kirin Brewery Co Ltd), derivados y sales de los mismos. Uno 0 mas
de los inhibidores de EGFR anteriores se pueden usar preferiblemente en las composiciones, combinaciones,
productos y procedimientos de acuerdo con la presente divulgacion, por ejemplo, erlotinib, panitumumab (Abgenix),
vandetanib (AstraZeneca), icotinib (clorhidrato; Beta Pharma), CO-1686 (Avila Therapeutics), AZD-4769, poziotinib
(Hanmi Pharmaceutical Co Ltd), CUDC-101 (Curis), Exelixis, S-222611 (Shioogi), AC-480 (Ambit), imgatuzumab
(Glycart) Biotechnology AG), sapitinib, TAS-2913 (Taiho Pharmaceutical Co Ltd), theliatinib (Hutchison Medipharma
Enterprises Ltd), XGFR-2421 (Glycart), HM-61713B (Hanmi Pharmaceutical Co Ltd), epitinib (Hutchison Medipharma
Enterprises Ltd), NRC -2694 (Natco), MLBS-42 (ProQinase GmbH), JRP-890 (Prous Institute For Biomedical
Research Sa), cetuximab, AL-6802 (Advenchen Laboratories LLC), TAK-285 (Takeda), BGB-102 (Johnson &
Johnson), AEE-788 (Novartis), gefitinib, DMS-3008 (Domantis Ltd), TX-2036 (Universidad de Tokushima), KI-6783,
KI-6896 (Kirin Brewery Co Ltd), afatinib, dacometinib, derivados o sales de los mismos. De acuerdo con la invencion,
el inhibidor de EGFR es afatinib o dacomitinib.

ERBB2 es un receptor de tirosina quinasa que pertenece a la familia de receptores ErbB, que comprende cuatro
miembros estrechamente relacionados: receptor de EGF (EGFR), ErbB2/Neu/HER2, ErbB3 y ErbB4. Los receptores
de ErbB se expresan en una variedad de tejidos de origen epitelial, mesenquimal y neuronal, en los que
desempefian funciones fundamentales en el desarrollo, proliferacion, diferenciacién y angiogénesis. Estos
receptores son activados por numerosos ligandos especificos de ErbB que se unen a los dominios extracelulares y
conducen a la formacion de homo y heterodimeros.

Los procedimientos para determinar los inhibidores de ERBB2 son conocidos en la técnica, por ejemplo, tal como se
describe en detalle en el documento EP1877398.

Los ejemplos de medicamentos que inhiben ERBB2 incluyen los anticuerpos Herceptin, pertuzumab, trastuzumab,
dacomitinib, (ERBB2) como se describe en el documento WO-2012162561, neratinib, tosilato de alitinib, poziotinib,
CUDC-101 (Curis), BT-2111 (biOsasis) margetuximab, Exelixis, NT-004 o NT-113 (Jiangsu Kanion Pharmaceutical
Co Ltd), S-222611 (Shionogi & Co Ltd), AG879, Mubritinib, AC-480 (Bristol-Myers Squibb Co), sapitinib, MM-111 (
Merrimack Pharmaceuticals Inc), PR-610 (Universidad de Auckland), cipatinib trastuzumab-duocarmycin, Prolanta,
varlitinib, kahalalide F, TrasGEX, masoprocol, ARRY-380 (Array BioPharma), erbicinumab, HuMax-Her2, CP-7714
(CP), COVA-208 (Covagen), lapatinib y pazopanib, AEE-788 (Novartis), canertinib, pelitinib, BMS-690514 (Bristol-
Meyers Squibb), afatinib, dacometinib, derivados y sales de los mismos. Uno o mas de los inhibidores de EGFR
anteriores pueden usarse preferiblemente en las composiciones, combinaciones, productos y procedimientos de
acuerdo con la presente invencion, por ejemplo pertuzumab, trastuzumab, dacomitinib, anticuerpos como se
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describe en el documento WO-2012162561, neratinib, tosilato de allitinib, poziotinib, CUDC-101 (Curis), BT-2111
(biOsasis), margetuximab, Exelixis, NT-004 o NT-113 (Jiangsu Kanion Pharmaceutical Co Ltd), S-222611 (Shionogi
& Co Ltd), AG879, Mubritinib, AC-480 (Bristol-Myers Squibb Co), sapitinib, MM-111 (Merrimack Pharmaceuticals
Inc), PR-610 (Universidad de Auckland), cipatinib trastuzumab-duocarmycin, Prolanta, varlitinib, kahalalide F,
TrasGEX, masoprocol, ARRY-380 (Array-380) BioPharma), erbicinumab, HuMax-Her2, CP-724714 (Pfizer), COVA-
208 (Covagen), lapatinib y pazopanib, AEE-788 (Novartis), canertinib, pelitinib, BMS-690514 (Bristol-Meyers Squibb),
afatinib, dacometinib, derivados y sales de los mismos.

De acuerdo con la invencién, el inhibidor de ERBB2 es afatinib o dacomitinib.

En una realizacion preferida de los aspectos anteriores, el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo
inhibidor. En esta realizacién, el tratamiento puede comprender, por lo tanto, el uso de un inhibidor de MEK en
combinacion con el denominado inhibidor dual tanto de EGFR como de ERBBZ2. Los procedimientos para determinar
inhibidores duales pertenecen al conocimiento del experto en la materia y, por ejemplo, como se describe en el
documento EP1877398. Los ejemplos preferidos de dicho medicamento incluyen afatinib o dacometinib.

En otra realizacion preferida, el inhibidor de MEK se selecciona del grupo que consiste en sorafenib, PD-0325901
(Pfizer), AZD-8330 (AstraZeneca), RG-7167 (Roche/Chugai), RG-7304 (Roche) , CIP-137401 (Cheminpharma), WX-
554 (Wilex; UCB), SF-2626 (Semafore Pharmaceuticals Inc), RO-5068760 (F Hoffmann-La Roche AG), RO-4920506
(Roche), G-573 (Genentech) y G-894 (Genentech), profarmaco N-acil sulfonamida GSK-2091976A
(GlaxoSmithKline), BI-847325 (Boehringer Ingelheim), WYE-130600 (Wyeth/Pfizer), ERK1-624, ERK1-2067, ERK1-
267, AD-GLO0001 (ActinoDrug Pharmaceuticals GmbH), selumetinib (AZD6244), trametinib, TAK-733, Honokiol, MEK-
162, derivados y sales de los mismos.

En otra realizacion preferida, el inhibidor de EGFR se selecciona del grupo que consiste en erlotinib, panitumumab
(Abgenix), vandetanib (AstraZeneca), icotinib (clorhidrato; Beta Pharma), CO-1686 (Avila Therapeutics), AZD-4769 ,
poziotinib (Hanmi Pharmaceutical Co Ltd), CUDC-101 (Curis), Exelixis, S-222611 (Shioogi), AC-480 (Ambit),
imgatuzumab (Glycart Biotechnology AG), sapitinib, TAS-2913 (Taiho Pharmaceutical Co Ltd) , theliatinib (Hutchison
Medipharma Enterprises Ltd), XGFR-2421 (Glycart), HM-61713B (Hanmi Pharmaceutical Co Ltd), epitinib (Hutchison
Medipharma Enterprises Ltd), NRC-2694 (Natco), MLBS-42 (ProQinase GmbH), JRP -890 (Prous Institute For
Biomedical Research Sa), cetuximab, AL-6802 (Advenchen Laboratories LLC), TAK-285 (Takeda), BGB-102
(Johnson & Johnson), AEE-788 (Novartis), gefitinib, DMS-3008 (Domantis Ltd), TX-2036 (Universidad de
Tokushima), KI-6783, KI-6896 (Kirin Brewery Co Ltd), afatinib, dacometinib y derivados y sus sales.

En otra realizaciéon preferida, el inhibidor de ERBB2 se selecciona del grupo que consiste en anticuerpos de
pertuzumab, trastuzumab, dacomitinib, (ERBB2) como se describe en el documento WO-2012162561, neratinib,
tosilato de alitinib, poziotinib, CUDC-101 (Curis), BT-2111 (biOsasis), margetuximab, Exelixis, NT-004 o NT-113
(Jiangsu Kanion Pharmaceutical Co Ltd), S-222611 (Shionogi & Co Ltd), AG879, Mubritinib, AC-480 (Bristol-Myers
Squibb Co), sapitinib, MM-111 (Merrimack Pharmaceuticals Inc), PR-610 (Universidad de Auckland), cipatinib
trastuzumab-duocarmycin, Prolanta, varlitinib, kahalalide F, TrasGEX, masoprocol, ARRY-380 (Array BioPharma),
erbicinumab, HuMax-Her, CP-724714 (Pfizer), COVA-208 (Covagen), lapatinib y pazopanib, AEE-788 (Novartis),
canertinib, pelitinib, BMS-690514 (Bristol-Meyers Squibb), afatinib, dacometinib, derivados y sales de los mismos.

En otra realizacion preferida, el inhibidor de MEK es selumetinib o PD-0325901 (N-[(2R)-2,3-dihidroxipropoxi]-3,4-
difluoro-2-[(2-fluoro-4-yodofenil)amino]-benzamida), y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 es afatinib o
dacometinib. Mas preferiblemente, el inhibidor de MEK es PD-0325901, y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de
ERBB2 es dacometinib.

De acuerdo con la invencién, el inhibidor de MEK es selumetinib, y el inhibidor de EGFR vy el inhibidor de ERBB2 es
dacomitinib o afatinib, o el inhibidor de MEK es trametinib, y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 es
afatinib.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacion, se proporciona un producto que comprende un inhibidor de
MEK, un inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2 como una preparacion combinada para uso simultaneo,
separado o secuencial en el tratamiento de cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS o cancer de colon
causado por mutante de KRAS. Como se observa en los ejemplos a continuacion, la combinacion de dicho inhibidor
de MEK, inhibidor de EGFR o inhibidor de ERBB2 sorprendentemente inhibe de manera sinérgica la proliferacion y/o
induce la apoptosis de células de cancer de colon causado por mutante de KRAS o células de cancer de pulmén
causado por mutante de KRAS.

Como se detall6 anteriormente, el producto es para uso simultdneo, separado o secuencial y puede comprender la
misma combinacién de inhibidor de MEK, inhibidor de EGFR y/o inhibidor de ERBB2 como se describe en los
parrafos anteriores.

De acuerdo con otro aspecto de la presente divulgacién, se proporciona un producto farmacéutico terapéutico que
comprende un inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2. Preferiblemente, la preparacion
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combinada es para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de cancer de pulmén causado por un
mutante de KRAS o cancer de colon causado por un mutante de KRAS, como se detalla en este documento. Como
se detall6 anteriormente, también la combinacion puede comprender la misma combinacién de inhibidor de MEK,
inhibidor de EGFR y/o inhibidor de ERBB2 como se describe en los parrafos anteriores.

En otro aspecto se proporciona el uso de un inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y/o un inhibidor de ERBB2 en
la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS o
cancer de colon causado por un mutante de KRAS, en el que el tratamiento comprende la administracion
simultanea, separada o secuencial de un inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2. Como
se detall6 anteriormente, también la combinacién puede comprender la misma combinacién de inhibidor de MEK,
inhibidor de EGFR y/o inhibidor de ERBB2 como se describe en los parrafos anteriores.

En un Ultimo aspecto, se proporciona un procedimiento para el tratamiento del cancer de pulmén causado por un
mutante de KRAS o cancer de colon causado por un mutante de KRAS, en el que el procedimiento comprende la
administracion simultanea, separada o secuencial, en un paciente que lo necesite, de una Inhibidor de MEK, un
inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2. Como se detall6 anteriormente, también la combinacién puede
comprender la misma combinaciéon de inhibidor de MEK, inhibidor de EGFR y/o inhibidor de ERBB2 como se
describe en los parrafos anteriores.

El tratamiento del paciente incluye el tratamiento en la primera linea o la segunda linea, o la tercera linea. En
particular, la divulgacion en el presente documento puede usarse ventajosamente en pacientes que, por ejemplo, en
monoterapia, muestran una respuesta reducida al uso de un inhibidor de MEK, ya sea desde el principio o después
de un cierto periodo de tratamiento con el inhibidor de MEK, por ejemplo, los pacientes que son resistentes al
inhibidor de MEK.

En una realizacion preferida, el cancer causado por un mutante de KRAS se caracteriza por la expresion o expresion
aumentada de ERBB3 (o HER3), un receptor tirosina-proteina quinasa codificado por el gen ERBB3.

Las realizaciones descritas deben considerarse en todos los aspectos como ilustrativas solamente.
Ejemplos

Ejemplo 1

Introduccion

Procedimientos experimentales

Deteccién de ARNhp letalmente sintético

Se ensamblé una biblioteca de ARNhp centrada en el kinoma dirigida a 535 quinasas humanas y genes
relacionados con la quinasa a partir de la coleccion de ARNhp de todo el genoma humano The RNAIi Consortium
(TRC) (TRC-Hs1.0). La biblioteca de ARNhp kinoma se introdujo en células de pulmén H358 por transduccion
lentiviral. Las células que expresaban establemente el ARNhp se cultivaron en presencia o ausencia de selumetinib.
La abundancia de cada ARNhp en las muestras reunidas se determina mediante la secuenciacion profunda de
lllumina. Los ARNhp priorizados para analisis posteriores se seleccionaron por las veces en que se agoto la muestra
tratada con selumetinib (un inhibidor de MEK) comparada con aquella en la muestra sin tratar. Mas detalles se
describen en (Prahallad et al., 2012).

Experimentos de xenoinjerto tumoral

Todos los experimentos con ratones se realizaron de acuerdo con las directrices italianas y europeas para la
experimentacion con animales. Las células (5 millones/ratén) se inyectaron por via subcutanea en el flanco posterior
derecho de ratones desnudos hembra de 7 semanas de edad y se cultivaron como xenoinjertos tumorales. El
volumen del tumor con base en las mediciones del calibre se calculé mediante la férmula elipsoidal modificada
(volumen del tumor = 1/2 (longitud x ancho2)). El tratamiento con afatinib (un inhibidor dual de ERBB2/EGFR, 12,5
mg/kg), trametinib (un inhibidor de MEK, 1 mg/kg) o su combinacién (en la misma dosis que la monoterapia) se inicid
cuando el volumen del tumor alcanzé aproximadamente 250-300 mm3,

Muestras de pacientes con NSCLC causada por mutante de KRAS

El comité de ética médica de VUMC otorgd el permiso para tomar biopsias de un paciente con NSCLC causado por
un mutante de KRAS antes y después del tratamiento con trametinib durante 7 dias.
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Resultados

Lineas celulares de cancer de pulmén causado por mutante de KRAS vy de colon causado por mutante de KRAS no
responden a los inhibidores de MEK

Para estudiar como las células de cancer causado por mutante de KRAS responden in vitro a la inhibiciéon de MEK,
se determind la eficacia del inhibidor de MEK selumetinib (AZD6244) en 4 lineas celulares de NSCLC (pulmoén) y 4
de cancer de colon mediante un ensayo de proliferacion a largo plazo. Los datos muestran que todas las lineas
celulares de cancer de colon, excepto una, fueron relativamente insensibles al selumetinib. Consistente con esto, de
las lineas celulares de cancer causado por mutante de KRAS presentes en las enciclopedias de lineas celulares de
Sanger y CCLE (Barretina et al., 2012; Garnett et al., 2012), la gran mayoria tiene un CI50 para selumetinib de mas
de 1 uM. Juntos, estos datos de lineas celulares recapitulan los estudios preclinicos en animales y los datos de
ensayos clinicos de fase temprana que muestran solo una actividad modesta de la inhibicion de MEK en tumores
causados por mutante de KRAS (Adjei et al., 2008; Janne et al., 2013; Migliardi et al., 2012).

Una deteccién letal sintético con inhibidor de MEK.

Recientemente, se ha descrito el uso de un enfoque de deteccién letal sintética centrada en el kinoma, que permite
la identificacion de quinasas cuya inhibicién es fuertemente sinérgica con un medicamento contra el cancer de
interés (Prahallad et al., 2012). En resumen, en dicha deteccién genética, se introduce una coleccion de 3530
vectores de ARNhp que se dirigen colectivamente a todas las 518 quinasas humanas para la supresion a través de
la interferencia de ARN en las células cancerosas a través de una infeccion lentiviral. Cada uno de estos vectores de
inactivacion tiene un identificador de cédigo de barras molecular basado en ADN Unico, que permite la cuantificacion
de la abundancia relativa de cada uno de los vectores de ARNhp en presencia y ausencia del medicamento
(Prahallad et al., 2012). Para encontrar quinasas cuya supresion es sinérgica con el inhibidor de MEK selumetinib en
NSCLC (cancer de pulmon de células no pequefias), causado por mutante de KRAS, se infectaron células de
pulmén H358 resistentes a selumetinib con la biblioteca de ARNhp de kinoma y se células cultivadas tanto en
presencia como en ausencia de selumetinib. Después de 21 dias, se aisl6 ADN genémico de ambas células de las
poblaciones tratadas y no tratadas y los cédigos de barras contenidos en los casetes de ARNhp se recuperaron
mediante PCR y su abundancia se determiné mediante secuenciacion profunda. Para la seleccion de resultados,
solo se incluyeron los ARNhp para los cuales las frecuencias de lectura media total fueron superiores a 1.000. Para
minimizar la posibilidad de identificar los efectos fuera del objetivo, los aciertos se seleccionaron en funcién de la
presencia de al menos dos ARNhp individuales dirigidos al mismo gen en la lista superior. Dos vectores de ARNhp
independientes dirigidos a la quinasa ERBB3 relacionada con EGFR estaban entre los principales vectores de
ARNhp agotados en esta lista. Para validar este hallazgo, se infectaron células de pulmén H358 con estos dos
vectores de ARNhp ERBB3 (que redujeron los niveles de ERBB3) y se cultivaron estas células con o sin el inhibidor
de MEK selumetinib durante 21 dias. La inhibicion de ERBB3 no afecto significativamente la proliferacion de células
de pulmén H358, pero la supresién de ERBB3 en combinacion con el inhibidor de MEK selumetinib causé una
inhibicion marcada de la proliferacién en células de pulmén H358 (Figura 1). Se obtuvieron resultados similares en
células de cancer de colon SW480 y células de pulmén de NSCLC H2030 causados por mutante de KRAS.

Los inhibidores duales de EGFR/ERBB2 hacen sinergia con los inhibidores de MEK

El ERBB3 es el tnico miembro defectuoso de la quinasa de la familia de genes RTK de ERBB que consta de cuatro
miembros: ERBB1-4. Sin embargo, ERBB3 puede formar complejos heterodiméricos de quinasa activa con otros
miembros de la familia de ERBB que albergan actividad de tirosina quinasa (Sithanandam y Anderson, 2008). Se
encontré que el tratamiento con selumetinib inhibidor de MEK de células de pulm6nH358 causd un aumento
marcado tanto en la proteina ERBB3 como en la proteina ERBB2. Se obtuvieron resultados similares en células de
cancer de colon SW837 y células de pulmén de NSCLC H2030, lo que sugiere que esto es una respuesta comun a
la inhibicion de MEK en el cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS y cancer de colon causado por un
mutante de KRAS. Esto dio lugar a un aumento en los complejos heterodiméricos EGFR-ERBB3 y ERBB2-ERBB3,
de acuerdo con lo juzgado por la coinmunoprecipitacion. Para preguntar cudl de estos dos complejos
heterodiméricos podria ser responsable de la mala respuesta al selumetinib inhibidor de MEK, se trataron tanto las
células de pulmoén H358 como las células de colon SW837 con una combinacién de selumetinib y el inhibidor de
EGFR gefitinib o la combinacién del inhibidor de MEK selumetinib y el inhibidor de ERBB2 CP724714. Ninguna de
estas dos combinaciones mostré una fuerte sinergia en los ensayos de proliferacion a largo plazo, pero los
inhibidores duales de EGFR-ERBB2 afatinib y dacometinib mostraron cada uno una fuerte sinergia con la inhibicion
de MEK, tanto en células de pulmén H358 (de acuerdo con la invencién) como en las células de colon SW837
(referencia) (Figuras 2 y 3). Se observaron resultados similares en tres lineas de células adicionales con mutante de
KRAS: SW620 (colon), H2030 (pulmén) y H2122 (pulmdn). Ademas, un segundo inhibidor de MEK (SSK1120212,
trametinib) también mostré una fuerte sinergia con el inhibidor dual de EGFR/ERBB2 afatinib en cuatro lineas
celulares diferentes de cancer de colon (referencia) y de pulmén (de acuerdo con la invencién) con mutante de
KRAS. Se concluyé que la inhibicion de MEK conduce a la formacién de complejos heterodiméricos EGFR-ERBB3 y
ERBB2-ERBB3 activos en quinasa y que ambos deben ser inhibidos para permitir que las células de cancer de colon
y de cancer de pulmén respondan a la inhibicion de MEK. Esta conclusién esta respaldada por la nocién de que
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solamente la combinacion de vectores de ARNhp contra EGFR y ERBB2 sinergizan con el inhibidor de MEK
selumetinib, pero no con el vector de ARNhp solo.

La inhibicién de MEK causa una sobrerregulacién transcripcional dependiente de MYC de ERBB3

El inhibidor de MEK selumetinib causé un aumento tanto de ERBB3 total como de fosfo-ERBB3 activo (p-ERBB3)
tanto en células de pulmén H358 como en células de colon SW837 y se observaron efectos similares para ERBB2.
Se sabe que la sefalizacion MEK-ERK mejora la estabilidad de MYC a través de la fosforilacion del residuo de
Serina 62 (Sears et al., 1999; Sears et al., 2000). Ademas, se ha demostrado que MYC es un regulador negativo de
la transcripcién de ERBB2 (Suen y Hung, 1991). La inhibicién de MEK por selumetinib caus6 una disminucion en la
proteina MYC tanto en las células de pulmén de NSCLC como en las células de cancer de colon, y esto fue
acompafiado por un aumento en la expresion del ARNm tanto de ERBB2 como de ERBB3 en mudiltiples lineas
celulares con mutante de KRAS de pulmén y colon. Ademas, la inactivacion de MYC por dos ARNhp independientes
causo6 una reduccion en la proteina MYC y un aumento tanto en el ARNm como de ERBB2 y ERBB3 y de proteina.

Consistente con el papel de la fosforilacién de SER62 de MYC en la induccién de ERBB2 y ERBB3, se encontr6 que
la expresion de MYC mutante fosfomimético (SER62D) (Wang et al., 2010) bloqued efectivamente la induccion tanto
de ERBB2 como de ERBB3 por el inhibidor de MEK selumetinib. La induccion de ERBB2 y ERBB3 también se
observd en la mitad de 19 xenoinjertos derivados de pacientes independientes de canceres colorrectales con
mutante de KRAS que demostraron ser poco sensibles al selumetinib in vivo (Migliardi et al., 2012). Finalmente, se
pudo obtener una biopsia pareada de un paciente que tenia un adenocarcinoma de pulmén mutado con KRAS antes
y después de una semana de tratamiento con el inhibidor de MEK trametinib en el contexto de un ensayo clinico
aleatorio de fase Il. También en este caso, se observé la induccion tanto de ERBB2 como de ERBB3 mediante el
tratamiento con inhibidores de MEK, lo que sugiere que esta activacién transcripcional de RTK también puede limitar
potencialmente las respuestas a la inhibicion de MEK en la clinica.

La inhibicién sinérgica de ERK causa la apoptosis a través de la disminucién de la fosforilacién de BAD.

Para abordar el mecanismo mediante el cual el inhibidor de MEK selumetinib y el inhibidor dual de ERBB2/EGFR
afatinib sinergiza para reducir la viabilidad de las células de cancer de pulmén con mutante de KRAS y de colon con
mutante de KRAS se ensayo la induccién de apoptosis durante un periodo de 4 dias en tiempo real en presencia de
selumetinib, afatinib o la combinaciéon de ambos medicamentos. Tanto las células de pulmén H358 como las células
del colon SW837 mostraron Unicamente una evidencia modesta de apoptosis después de la monoterapia con
medicamentos, pero una induccién fuertemente sinérgica de apoptosis cuando se combinaron selumetinib y afatinib.
Consistentemente, ambos medicamentos también fueron altamente sinérgicos en la induccion de PARP escindida,
un sello distintivo de las células apoptéticas.

La cascada de sefializacion RAF-MEK-ERK inhibe la apoptosis en parte a través de la induccion de factores pro-
apoptoticos BAD y BIM (Zha et al., 1996) (Corcoran et al., 2013). La inhibicion de MEK-ERK induce BIM y disminuye
la fosforilacion inhibitoria de la BAD, que puede heterodimerizarse con BCL-XL y BCL-2, neutralizando su efecto
protector y promoviendo la muerte celular. Solo la BAD no fosforilada forma heterodimeros que promueven la muerte
celular (Zha et al., 1996). BAD puede ser fosforilada por las rutas de sefializacién PI3K-AKT y MEK-ERK en SER112
y SER136, respectivamente (Bonni et al., 1999; Datta et al., 1997; Scheid et al., 1999). Consistente con el hallazgo
de que el inhibidor dual de EGFR/ERBB2 afatinib y el inhibidor de MEK selumetinib se sinergizan para inhibir la
sefializacion de AKT y ERK, también se observd una clara inhibicién sinérgica de SER112 de p-BAD por estos dos
medicamentos y se suprimié la fosforilacion de SER136 de BAD agregando afatinib. Ademas, se observa la
induccion de BIM por inhibicion de MEK y disminucién de SER69 de p-BIM tras la inhibicion de ERK. Finalmente, se
probé si ambos medicamentos actuaron de forma sinérgica para inhibir el crecimiento de células de pulmén de
NSCLC con mutante de KRAS en un experimento de xenoinjerto de raton. Se observd una inhibicion moderada del
crecimiento tumoral por el inhibidor de MEK solo y el inhibidor dual de EGFR-ERBB2 afatinib y una inhibicién
completa del crecimiento tumoral durante un tiempo prolongado cuando los dos medicamentos se administraron
juntos. En conjunto, estos datos sugieren una nueva terapia de combinacion para el tratamiento de los canceres de
pulmén con mutante de KRAS y cancer de colon con mutante de KRAS.

Discusion

Se describe en el presente documento el uso de una deteccidon de letalidad sintética centrada en el kinoma para
identificar quinasas potenciales cuya inhibicién es sinérgica con la inhibicion de MEK para el tratamiento de canceres
de pulmén con mutante de KRAS, por ejemplo, NSCLC y de colon con mutante de KRAS. Estos datos identifican al
miembro de la familia del receptor tirosina quinasa ERBB3 como un "éxito" prominente en esta deteccion genética
con el inhibidor de MEK selumetinib. ERBB3 no es una quinasa activa en si, pero forma complejos heterodiméricos
activos con uno de los otros tres miembros de la familia de genes: ERBB1 (EGFR), ERBB2 (HER2) y ERBB4 (que se
expresa principalmente en el cerebro). Estos datos indican que la inhibicion de MEK en las células de cancer de
pulmén y de colon causado por un mutante de KRAS conduce a la degradacion de MYC, consistente con el papel
establecido para la sefializacion de MEK-ERK en la estabilizacion de MYC a través de la fosforilacion de la Serina 62
de MYC 62 (Sears et al., 1999; Sears et al. al., 2000). También se sabe que MYC actia como un represor
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transcripcional de ERBB2 (Suen y Hung, 1991). Se encontr6é en este documento que la supresién de MYC no solo
activa ERBB2, sino también ERBB3, lo que indica que MYC también actla como un represor de ERBB3. En
consecuencia, la inhibicion de MEK causa una sobrerregulacién transcripcional tanto de ERBB2 como de ERBB3 y
la formacién de complejos heterodiméricos ERBB1-ERBB3 y ERBB2-ERBB3 activos en quinasa que activan la
sefializacion PI3K-AKT y MEK-ERK en sentido descendente. Se encontré que la inhibicion de EGFR o ERBB2
solamente con medicamentos de moléculas pequefias no hizo sinergia con la inhibicion de MEK, mientras que los
inhibidores duales de EGFR y ERBB2, tales como afatinib y dacometinib, mostraron una fuerte sinergia con la
inhibicion de MEK. Esto explica por qué solo el asociado de dimerizacion comun de estos dos complejos activos se
identificé en la deteccion de letalidad sintética.

Debido al aumento de la sefializacion de los complejos de quinasa ERBB3 activos, los inhibidores de MEK solo
causaron una supresion parcial de la sefializacion de MEK-ERK en tumores de pulmén o colon con mutantes de
KRAS, mientras que la sefializacién de AKT aument6 incluso en presencia de inhibidores de MEK. Por el contrario,
en presencia del inhibidor de MEK selumetinib y del inhibidor dual de EGFR/ERBB?2 afatinib, la sefializacién de
MEK-ERK se inhibi6 mas completamente y la sefializacion de AKT también se suprimio6 fuertemente. Se observo una
induccién altamente sinérgica de apoptosis cuando se combinaron afatinib y selumetinib en células de cancer de
colon causado por un mutante de KRAS y de cancer de pulmoén causado por un mutante de KRAS. Se proporciona
una posible explicacion mecanica para esto al mostrar que la combinacién de afatinib y selumetinib conduce a una
inhibicion mas completa de la fosforilacion de dos residuos inhibidores clave en la proteina BAD y BIM solamente
proapoptéticos para BH3. Se ha demostrado anteriormente que la fosforilacién de BAD en los residuos de serina 112
y 136 secuestra BAD en complejos de proteinas 14-3-3 en la membrana plasmatica, inhibiendo asi su accion
proapoptética y un modelo similar de inhibicion por fosforilacion se ha propuesto para BIM (Datta et al., 1997;
Harada et al., 2004; Scheid et al., 1999; Zha et al., 1996). Estos datos sugieren un modelo en el que selumetinib y
afatinib se sinergizan para desencadenar la actividad proapoptética de BAD y BIM, lo que resulta en la muerte
celular.

Estos datos identifican la liberacién solamente de proteinas BH3 como eventos clave en la induccién de la muerte
celular junto con la inhibicion de MEK. En teoria, el uso de inhibidores en sentido ascendente, como afatinib, que
interrumpe las vias MEK-ERK y PI3K-AKT, deberia ser mas efectivo que una inhibicion mas hacia abajo de las
proteinas efectoras apoptéticas. De hecho, Corcoran presencié en su modelo de xenoinjerto que la mayoria de los
tumores residuales mostraron una recuperacion parcial de P-ERK, lo que indica que el fracaso para mantener la
supresion completa de la via MAPK puede contribuir al desarrollo de resistencia a la combinacién de selumetinib
mas ABT-263 (Corcoran et al., 2013). Sin embargo, el éxito clinico no solo esta determinado por la forma en que se
inhibe el objetivo, sino también por la forma en que los pacientes toleran una combinacion particular de
medicamentos.

Sumario

Actualmente no hay terapias dirigidas eficaces para el 30% de todas las neoplasias malignas humanas que tienen
mutaciones en los oncogenes RAS. Usando una deteccién de letalidad sintética centrada en el kinoma, se encontré
que la supresion del receptor tirosina quinasa de ERBB3 es fuertemente sinérgica con los inhibidores de MEK en
células de cancer de pulmén causado por un mutante KRAS y células de cancer de colon causado por un mutante
KRAS. Se mostro que la inhibicion de MEK da como resultado una sobrerregulacion transcripcional dependiente de
MYC de ERBB3, que es responsable de la resistencia a los medicamentos. Los inhibidores de molécula pequefia
gue se dirigen tanto a EGFR como a ERBB2, cada uno es capaz de formar heterodimeros activos con ERBB3,
pueden revertir esta resistencia intrinseca al disminuir la fosforilaciéon inhibidora de las proteinas BAD y BIM
Unicamente BH3 proapopt6ticas y la inducciéon de apoptosis. Estos datos sugieren una estrategia de combinacion
para tratar los canceres de pulmén causados por un mutante de KRAS y los canceres de colon causados por un
mutante de KRAS.

Las mutaciones oncogénicas en los genes RAS son frecuentes en tumores malignos humanos, pero adn no se han
identificado los inhibidores eficaces de RAS. Se han desarrollado medicamentos que inhiben las quinasas RAS en
sentido descendente RAF, MEK y ERK, lo que proporciona una posible estrategia para tratar los tumores causados
por mutantes de RAS. Sin embargo, los estudios preclinicos y clinicos indican que los canceres de pulmén causados
por mutantes de KRAS y los carcinomas de colon causados por mutantes de KRAS manifiestan resistencia
intrinseca a los inhibidores de las quinasas MEK. Se ha utilizado una deteccién genética de letalidad sintética para
encontrar quinasas cuya supresion es fuertemente sinérgica con la inhibicién de MEK en los canceres de pulmén
causados por mutantes de KRAS y los canceres de colon causados por mutante de KRAS. Estos datos identifican
una poderosa terapia de combinacion para el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS y
el cancer de colon causado por un mutante de KRAS.
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REIVINDICACIONES

1. Un inhibidor de MEK para su uso en el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS,
preferiblemente en el que el cancer se caracteriza por la expresion de HER3, en el que el inhibidor de MEK se
administra simultdnea, separada o secuencialmente con un inhibidor de EGFR y simultdnea, separada o
secuencialmente con un inhibidor de ERBB2, en el que:

a) el inhibidor de MEK es Selumetinib y el inhibidor de EGFR vy el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y se
compone de Dacomitinib o Afatinib o

b) el inhibidor de MEK es Trametinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consiste en Afatinib.

2. Un inhibidor de EGFR para su uso en el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS,
preferiblemente en el que el cancer se caracteriza por la expresién de HER3, en el que el inhibidor de EGFR se
administra simultanea, separada o secuencialmente con un inhibidor de ERBB2 y simultdnea, separada o
secuencialmente con un inhibidor de MEK, en el que:

a) el inhibidor de MEK es selumetinib y el inhibidor de EGFR vy el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consisten en Dacomitinib o Afatinib, o

b) el inhibidor de MEK es Trametinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consiste en Afatinib.

3. Un inhibidor de ERBB2 para su uso en el tratamiento del cancer de pulmén causado por un mutante de KRAS,
preferiblemente en el que el cancer se caracteriza por la expresion de HERS3, en el que el inhibidor de ERBB2 se
administra simultanea, separada o secuencialmente con un inhibidor de EGFR y simultdnea, separada o
secuencialmente con un inhibidor de MEK, en el que:

a) el inhibidor de MEK es Selumetinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consisten en Dacomitinib o Afatinib, o

b) el inhibidor de MEK es Trametinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consiste en Afatinib.

4. Un producto que comprende un inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y un inhibidor de ERBB2 como una
preparacion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento del cancer de pulmén causado
por un mutante de KRAS, preferiblemente en el que el cancer se caracteriza por la expresién de HERS, en el que

a) el inhibidor de MEK es Selumetinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consisten en Dacomitinib o Afatinib, o

b) el inhibidor de MEK es Trametinib y el inhibidor de EGFR vy el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consiste en Afatinib.

5. Una combinacién farmacéutica terapéutica que comprende un inhibidor de MEK, un inhibidor de EGFR y un
inhibidor de ERBB2, para uso simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento del cancer de pulmén causado
por un mutante de KRAS, preferiblemente en el que el cancer se caracteriza por la expresion de HERS3, en el que:

a) el inhibidor de MEK es Selumetinib y el inhibidor de EGFR y el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consisten en Dacomitinib o Afatinib, o

b) el inhibidor de MEK es Trametinib y el inhibidor de EGFR vy el inhibidor de ERBB2 son el mismo inhibidor y
consisteenAfatinib.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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