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DESCRIPCION
Método para tratar el cancer utilizando un agente anticanceroso combinado.
Campo Técnico

La presente invencion se refiere a un medicamento, especialmente a una composicion farmacéutica que comprende
bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io  como
ingrediente activo para el tratamiento del cancer en una terapia combinada con uno o mas agentes anticancerosos
distintos.

TECNICA ANTERIOR

La survivina es un miembro de la familia de proteinas IAP (Inhibidoras de la Apoptosis), y se expresa sumamente en
todos los tipos de tumores primarios. La survivina no es detectable en la mayor parte de los tejidos diferenciados
normales, pero esta presente en placenta normal, testiculo, y células que se dividen rdpidamente tales como células
pluripotenciales de médula 6sea CD34+. La expresion elevada de survivina en los tumores se corresponde con una
escasa supervivencia entre pacientes con cancer de pulmén de células no pequefias (CPCNP) [Ref. 1]. La supresién
de la survivina induce la muerte de las células tumorales y vuelve las células sensibles a la regulacion del ciclo
celular normal [Ref. 2 - Ref. 4]. Dada su expresion preferente en células tumorales, su capacidad para bloquear la
apoptosis y regular la proliferacion de las células cancerosas, y su correlacion con la escasa supervivencia, la
survivina destaca como una nueva diana putativa para la terapia del cancer. Se ha informado de que se ha
demostrado que la regulacién a la baja de la expresidn de la survivina por el ARN antisentido o ARNip de la survivina
sensibiliza las células tumorales frente a diferentes farmacos anticancerosos [Ref. 7 - Ref. 13].

Los derivados de imidazolio condensados fusionados que se espera que sean candidatos para agentes
antitumorales que tienen una buena actividad antitumoral, una baja toxicidad y amplios margenes de seguridad se
describen en Publicaciones Internacionales [Ref. 5 y Ref. 6]. Concretamente, el bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-
4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io (en adelante YM155), mostrado por la siguiente
férmula, es un compuesto que se espera que sea Util como agente antitumoral, debido a que tiene una buena
actividad inhibidora del crecimiento tumoral in vivo y una baja toxicidad.
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YM155 es el primer compuesto encontrado que suprime especificamente la survivina y tiene potentes actividades
antitumorales en modelos experimentales de xenoinjerto de cancer de prostata refractario a tratamiento hormonal
humano (CPRH) [Ref. 14], modelos de xenoinjerto de CPCNP humano [Ref. 15], y en pacientes con tumores sélidos
y linfoma no Hodgkin avanzados (LNH) [Ref. 16 y Ref. 17]. YM155 mostr6 una actividad antitumoral dependiente del
tiempo, y una infusidn continua de 7 dias de YM155 indujo una regresion tumoral en el modelo de xenoinjerto de
CPCNP [Ref. 15]. YM155 causé pocos efectos secundarios, p. €j., disminucion del peso corporal y toxicidades
hematolégicas que se observan frecuentemente en el tratamiento con paclitaxel, cisplatino y doxorrubicina [Ref. 16 y
Ref. 17]. Kita et al. (Annual Meeting of the Japan Cancer Association Kiji, Vol. 65, pagina 496, 2006) indican que
YM155 ejerce una elevada actividad anti-cancerosa en una linea celular de cancer de prostata resistente a
tratamiento hormonal humano (CPRH) PC-3. Nakahara et al. (Annual Meeting of the Japan Cancer Association Kiji,
Vol. 65, paginas 495-6, 2006) describen que YM155 suprime la expresion de la survivina en PC-3, sin ninguna
influencia sobre los otros miembros de IAP o la expresion de BD-2, e induce la muerte celular de una manera
dependiente de la dosis. Yamanaka et al. (Annual Meeting of the Japan Cancer Association Kiji, Vol. 65, pagina 496,
2006) describen que YM155 suprime la expresion de la survivina en un modelo tumoral, e induce una evidente
muerte celular. Kazuhiko Nakagawa, Report of Shared Scientific Research Subvencionado por el Ministerio de Salud
y Trabajo (para el Third General Anti-Cancer Strategic Research Project), 2006, Nen 4 Gatsu, paginas 29 a 30,
describen la evaluacion del tratamiento del cancer de pulmén. El documento describe dos estudios. El primero indica
gue cuando la expresién del gen de la survivina era suprimida utilizando ARNip de survivina, se suprimia el
crecimiento celular y se potenciaban la sensibilidad a la adriamicina y la sensibilidad a ultravioleta. El segundo
estudio es un estudio de fase clinica | para una Unica preparacion de YM155.

Clinical Science Symposio Slides: Dario C. Altieri, MD, Triggering Cell Death by Targeting TRAIL Receptor and
Survivin, 2006 ASCO Annual Meeting comenta una prueba clinica de Fase | de YM155 e indica que YM155 es el
primer antagonista de survivina de molécula pequefia.
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En el documento JP2003128548 se describen composiciones que incluyen 3-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-1-(2-
pirazinilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io para el tratamiento de tumores sélidos y linfomas,
concretamente cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de Utero, cancer de ovario, cancer de
prostata, cancer de pulmén, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer renal, cancer gastrico y similares.

En general, existe un limite para la eficacia de la quimioterapia para tumores, concretamente tumores malignos,
cuando un agente anticanceroso se administra solo, a la vista de las reacciones adversas, y es bastante raro lograr
un efecto anticanceroso suficiente. En la practica clinica, por consiguiente, se ha empleado una terapia combinada
de multiples farmacos en la que se utilizan 2 0 mas especies combinadas de farmacos que tienen diferentes
mecanismos de accién. Por medio de la terapia combinada, se pretende la reduccién de las reacciones adversas del
farmaco y la potenciacién de la actividad anticancerosa combinando agentes anticancerosos que tienen diferentes
mecanismos de accion, incluyendo 1) la reduccién de la poblacion de células no sensibles, 2) la prevencion o el
retraso de la aparicion de resistencia a los farmacos, y 3) la dispersion de la toxicidad por medio de una combinacion
de farmacos que tienen diferentes toxicidades. Con la terapia combinada, sin embargo, una combinacion al azar de
agentes anticancerosos que tienen diferentes mecanismos de accién no proporciona necesariamente un efecto de
potenciacion de las actividades anticancerosas. De este modo, se han llevado a cabo estudios para obtener una
combinacion de agentes anticancerosos que tienen una accion anticancerosa mucho mas elevada.

Los farmacos combinables representativos incluyen, por ejemplo, cisplatino y gemcitabina asi como carboplatino y
paclitaxel, que se conocen como una terapia combinada estandar para el cancer de pulmén [Ref. 18 y Ref. 19]. Un
estudio de fase |l aleatorizado de terapias combinadas, R-ICE (rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopdsido) y R-
DHAP (rituximab, cisplatino, Citarabina (ara-C) y dexametasona) estd en curso en pacientes con linfoma (LCBGD)
[Ref. 20, 21 y 22]. Sasaki et al., Ikaku no Ayami, vol. 164/No.5, péginas 251-254 (1993) describen una combinacion
de farmacos para intensificar el efecto del 5-FU (5-fluorouracilo) en el tratamiento del cancer. En el documento WO
2004/069274 se describe el uso de un antagonista de citoquina para la supresion de la expresion de proteinas
inhibidoras de la apoptosis (IAP), incluyendo la survivina. El antagonista de citoquina se puede utilizar combinado
con compuestos activos incluyendo cisplatino, paclitaxel, gemcitabina, Docetaxel o doxorrubicina. En el documento
WO 2005/042030 se describe que se puede administrar un oligbmero de nucleobases antisentido de IAP incluyendo
survivina combinado con diferentes agentes quimioterapéuticos, por ejemplo dacarbazina, cisplatino, gemcitabina,
irinotecan, doxorrubicina, paclitaxel, Docetaxel, rituximab y vinorelbina. En el documento JP 2003-521913 se
describe un antisentido dirigido a la survivina y las terapias combinadas de la misma con agentes anti-cancerosos
tales como dacarbazina, cisplatino, gemcitabina, irinotecan, doxorrubicina y paclitaxel.
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DESCRIPCION DE LA INVENCION
Problemas que va a Resolver la Invencion

Cuando los farmacos de la combinacion se utilizan juntos, existen muchos casos en los que aumentan los efectos
secundarios, asi como los efectos antitumorales. Por lo tanto, existen muchas dificultades al combinar dos o mas
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agentes antitumorales. Especialmente, se desea impacientemente una combinacién de agentes anticancerosos con
una accion anticancerosa sinérgica que de como resultado una marcada reduccién de las células cancerosas y
adicionalmente una completa eliminacion de las células cancerosas, que conduzca a una curacion completa del
cancer sin un incremento de los efectos secundarios.

Medios para Resolver los Problemas

Los autores de la presente invencién han encontrado que el uso combinado de bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-
4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io0 (YM155) con uno o varios agentes
anticancerosos existentes, concretamente, rituximab, potencia inesperadamente el efecto anticanceroso. De este
modo, se completd la presente invencion.

Esto es, la presente invencion se refiere a una composiciéon farmacéutica que comprende bromuro de 1-(2-
metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io como ingrediente activo para
su uso en el tratamiento del cancer en una terapia combinada que comprende el uso de

1.i) rituximab (RTX), o

2.ii) una terapia combinada que comprende rituximab seleccionada entre R-ICE (que consiste en rituximab,
ifosfamida (IFM), carboplatino y etoposido (ETP)), y R-DHAP (que consiste en rituximab, citarabina (ara-
C) y cisplatino como agentes anticancerosos).

Normalmente, R-DHAP contiene dexametasona como agente para el tratamiento de las nduseas y los vomitos
inducidos por la quimioterapia y ademas de los farmacos anticancerosos mencionados anteriormente.

En la invencion, las composiciones preferibles son las siguientes:

1. (1) La composicion para su uso como se ha descrito anteriormente, en donde la terapia combinada
comprende el uso de rituximab.

2.(2) La composicién para su uso como se ha descrito anteriormente, en donde la terapia combinada
comprende el uso de una terapia combinada seleccionada entre R-ICE y R-DHAP.

3. (3) La composicién para su uso como se describe en el apartado (2), en donde la terapia combinada
comprende el uso de una terapia combinada R-ICE.

4.(4) La composicion para su uso como se describe en el apartado (1) o (2), en donde la composicion es para
el tratamiento del linfoma.

5.(5) La composicién para su uso como se ha descrito anteriormente, en donde la composicion es una
formulacion para administrar bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-iimetil)-4,9-dihidro-
1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io intravenosamente mediante infusion a una dosis de 1 - 10 mg/m?/dia
continuamente durante un periodo de 4 - 14 dias.

6. (6) Una composicion para su uso como se describe en el apartado (5), en donde la formulacién es para la
administracion de bromuro de de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-
nafto[2,3-d]imidazol-3-io intravenosamente mediante infusion a una dosis de 3 - 8 mg/mzldl'a continuamente
durante 7 dias, seguido de un descanso del medicamento de 14 dias, dependiendo el ciclo de
administracion repetida mencionado de las condiciones.

La presente invencion también hace referencia a las siguientes invenciones:

(7) El uso de bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-
d]imidazol-3-io para la produccién de un medicamento para el tratamiento del cancer, en donde el
medicamento se utiliza en una terapia combinada que comprende el uso de i) rituximab, o ii) una terapia
combinada seleccionada entre R-ICE y R-DHAP.

(8) Un agente para su uso en el tratamiento del cancer que comprende como ingrediente activo bromuro de
1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-i0, en donde el
agente se utiliza en una terapia combinada que comprende el uso de i) rituximab, o ii) una terapia
combinada seleccionada entre R-ICE y R-DHAP.

(9) Un potenciador de un afecto anticanceroso de i) rituximab, o ii) una terapia combinada seleccionada
entre R-ICE y R-DHAP, en donde el potenciador comprende bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-
3-(pirazin-2 -ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io como ingrediente activo.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 contiene graficos que muestran los resultados de los Ejemplos Comparativos 1y 2 en los que
se administr6 YM155 combinado con Docetaxel. (a) - (c) son graficos que muestran el volumen tumoral
(mm?®) del Ejemplo Comparativo 1, Ejemplo Comparativo 2B) y Ejemplo Comparativo 2A); (d) - (f) son
graficos que muestran respectivamente el peso corporal (g) en el Ejemplo Comparativo 1, Ejemplo
Comparativo 2B) y Ejemplo Comparativo 2A).
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La Figura 2, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm3) a partir de la administracion simultanea de
YM155 y carboplatino (CBDCA) en el Ejemplo Comparativo 3, y (b) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente. (¢) muestra el volumen tumoral medio (mm3) a partir de la administracion simultanea de
YM155 vy cisplatino (CDDP) en el Ejemplo Comparativo 3, y (d) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

La Figura 3, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm ) a partir de la administracién simultanea de
YM155 y gemicitabina (GEM) en el Ejemplo Comparativo 3 y (b) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente. (¢) muestra el volumen tumoral medio (mm ) a partir de la administracion simultanea de
YM155 y vinorelbina (VIN) en el Ejemplo Comparativo 3, y (d) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

La Figura 4, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm3) a partir de la administracion simultanea de
YM155 y doxorrubicina (DXR) en el Ejemplo Comparativo 3 y (b) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente. (¢) muestra el volumen tumoral medio (mm ) a partir de la administracion simultanea de
YM155 e irinotecan (CPT-11) en el Ejemplo Comparativo 3, y (d) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

La Figura 5, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm°®) a partir de la administracion simultanea de
YM155 y paclitaxel (TXL) en el Ejemplo Comparativo 3, y (b) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

La Figura 6, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm°®) a partir de la administracion simultanea de
YM155 y Dacarbazina (DTIC) en el Ejemplo Comparativo 4, y (b) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

La Figura 7, (a) muestra el volumen tumoral medio (mm®) a partir de la administracién simultanea de
YM155 y R-ICE (RICE) en el Ejemplo de Ensayo 5, y (; muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente. Y (c) muestra el volumen tumoral medio (mm®~) a partir de la administraciéon simultanea
de YM155 y Rituximab (RTX) en el Ejemplo de Ensayo 5, y (d) muestra el peso corporal medio (g),
respectivamente.

MEJOR MODO DE LLEVAR A CABO LA INVENCION

A continuacion se describe la invencion con detalle.

El YM155 utilizado en la invencién es facilmente asequible de acuerdo con los procesos de produccion descritos en
la Publicacion Internacional 01/60803 y en la Publicacion Internacional 2004/092160.

El YM155 se puede administrar oralmente o parenteralmente, y preferiblemente intravenosamente. En este contexto,
la preparacion inyectable para la administracion intravenosa incluye aquellas que contienen soluciones,
suspensiones, y emulsiones acuosas 0 no acuosas estériles. El disolvente acuoso incluye, por ejemplo, agua
destilada para inyectables y solucion salina fisiologica. El disolvente no acuoso incluye, por ejemplo, propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva, alcoholes tales como etanol, polisorbato 80 (nombre
comercial), y similares. Tales composiciones pueden contener adicionalmente agentes para el ajuste de la tonicidad,
antisépticos, agentes humectantes, agentes emulsionantes, agentes dispersantes, estabilizadores, y agentes
solubilizantes. Estas se pueden esterilizar, por ejemplo, mediante filtracion a través de un filtro de bacterias,
combinacion de esterilizadores o irradiacion. Alternativamente, es posible preparar una composicion soélida libre de
gérmenes y disolverla o suspenderla en agua estéril o un disolvente estéril para inyectables inmediatamente antes
de su uso.

Enla admlnlstracmn intravenosa, se puede administrar YM155 normalmente a 0,1 - 20 mg/m ?Idia, preferiblemente a
1-10 mg/m /dia, una vez al dia o dividido en dosis plurales 0 continuamente mediante infusién (instilacion
continua). Preferiblemente, se puede infundir a 3 - 10 mg/m*dia continuamente durante un periodo de 4 dias a 20
dias, més preferiblemente 4 dias a 14 dias, o 5 dias, 7 dias, 10 dias o 14 dias, y aun més preferiblemente infundir
continuamente durante 7 dias. Cuando la administracién se prolonga mas, es preferible emplear un ciclo de
medicacién que comprenda un periodo de descanso del farmaco de 1 dia a 2 meses, preferiblemente 7 dias a 21
dias, mas preferiblemente 14 dias, después de la terminacion del periodo anterior de medicacion. En una reahzamon
particularmente preferida, se puede administrar continuamente mediante infusién a una dosis de 3 - 8 mg/m %/dia
durante 7 dias, seguido de un periodo de descanso del farmaco de 14 dias; este ciclo, como ciclo unitario, se repite
dependiendo de las condiciones. Cuando un agente anticanceroso utilizado combinado tiene un ciclo de medicacion
concreto, es preferible establecer un ciclo de medicacién para YM155 y dicho agente anticanceroso de manera que
se logre la potenciacion. Especificamente, la frecuencia de administracion, la dosificacion, el tiempo de infusion, el
ciclo de medicacion, y similares, se pueden determinar apropiadamente de acuerdo con los casos individuales
tomando en consideracion la clase de agente anticanceroso, el estado de los pacientes, la edad, el sexo, etc.

La siguiente tabla enumera los agentes anticancerosos existentes adecuados para su uso combinado con YM155,
junto con las principales indicaciones de cancer. Los canceres indicados para estos agentes anticancerosos en la
terapia combinada de la invencion no se limitan a estos canceres.
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[Tabla 1]

Indicaciones Principales
de Céancer

Agente Anticanceroso

cancer de colon, cancer

Carboplatino |CBDCA de pulmén

cancer de colon, cancer

Cisplatino CDDP .
de pulmén

cancer de pulmén, cancer

Paclitaxel TXL X
de ovario

Vinorelbina VNR cancer de pulmoén

cancer de pulmon, cancer
Gemcitabina | GEM de pancreas, cancer de
colon

Irinotecan |CPT-11 cancer de colon

céancer de prostata,

Docetaxel TXT . .
cancer de pulmon

Doxorrubicina | DXR céancer de vejiga

Dacarbazina | DTIC melanoma maligno

linfoma no Hodgkin de

Rituximab | RTX | 41 1as B CD20 positivas

Quimioterapia de tercera
linea de cancer testicular
de células germinales

Ifosfamida IFM cuando se utiliza
combinada con otros
ciertos agentes anti-

neoplasicos aprobados

Combinado con otros
agentes quimio-
terapéuticos aprobados
como tratamiento de
primera linea en
pacientes con cancer de
pulmon de células
pequefias.

Etoposido ETP

Citarabina ara-C Leucemia

Los agentes anticancerosos anteriormente mencionados ya han sido utilizados clinicamente, y su ruta de
administracion, ciclo de administracion, y dosis son evidentes para el experto en la técnica. La dosificacion y la
administracion apropiadas son diferentes dependiendo de la especie de cancer, las condiciones y los agentes de la
combinacion. Se encuentra disponible una informacion detallada en una variedad de bases de datos proporcionadas
por la FDA, por ejemplo, "Approved Oncology Drugs" (http://www.fda.gov/cder/cancer/approved.htm), "Orange Book"
(http://lwww.fda.gov/cder/orange/default.htm), o a partir de la informacion en paginas de Internet proporcionadas por
Pharmaceuticals and Medical Devices Agency of Japan (http://www.info.pmda.go.jp/). La informacion sobre los
agentes anticancerosos almacenada en estas bases de datos se incorpora como en la presente memoria en esta
invencion.

Por ejemplo, de acuerdo con las péaginas proporcionadas por Pharmaceuticals and Medical Devices Agency of
Japan, el prospecto de TAXOTERO inyectable (nombre comercial registrado; nombre comercial del Docetaxel)
describe la dosificacion y administraciéon de Docetaxel como sigue: "1. cancer de mama, cancer de pulmén de
células no pequefias, cancer gastrico, cancer de cabeza y cuello; dosificacion y administracién para cada indicacion;
1. normalmente, inyectado intravenosamente mediante infusion a una dosis de 60 mg/m2 como Docetaxel para un
adulto a lo largo de 1 hora una vez al dia a intervalos de 3 - 4 semanas. La dosificacion se puede incrementar o
disminuir dependiendo de la afeccidn, pero la dosis mas alta es de hasta 70 mg/m2 a de una vez". Y el prospecto de
RITUXAN Inyectable (nombre comercial registrado; nombre comercial de rituximab) describe lo siguiente:
"dosificacion y administracion: linfoma no Hodgkin de células B CD20 positivas; dosificacién y administracion 1. La
dosificacion recomendada para un adulto de rituximab (recombinacion genética) (JAN) es de 375 mg/m2 por dosis,

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2409 755 T3

administrados en forma de infusion IV una vez a la semana. Se supone que la frecuencia de administracién maxima
es de ocho veces".

Lo siguiente es un extracto parcial de la Dosificacion y Administracion referente a cada agente anticanceroso en
"Approved Oncology Drugs". Para la administracion practica, se apreciard naturalmente que se debe tomar en
consideracion la informacién completa.

Docetaxel: "Cancer de Mama: La dosis recomendada de TAXOTERO es de 60-100 mg/m administrados
intravenosamente a lo largo de 1 hora cada 3 semanas Cancer de Pulmén de Células No Pequefias: La dosis
recomendada de TAXOTERO es de 75 mg/m administrados intravenosamente a lo largo de 1 hora cada 3
semanas."

Carboplatino: "Terapia con agente solo: se ha demostrado que PARAPLATIN (nombre comercial de carboplatino),
en forma de un Unico agente, es eficaz en pacientes con carcinoma de ovario recurrente a una dosificacién de 360
mg/m I.V. el dia 1 cada 4 semanas".

Cisplatino: "Cancer de Vejlga Avanzado: PLATINOL-AQ (nombre comerC|aI de cisplatino inyectable) debe ser
administrado en forma de un Unico agente a una dosis de 50-70 mg/m I.V. por ciclo una vez cada 3 a 4 semanas
dependiendo del grado de exposicidn previa a terapia con radiacién y/o quimioterapia previa".

Paclitaxel: "En pacientes previamente tratados con qU|m|oterap|a para céancer de ovario, el régimen recomendado es
TAXOL (nombre comercial de paclitaxel) a 135 mg/m? o 175 mg/m? administrado intravenosamente a lo largo de 3
horas cada 3 semanas. Para pacientes con carcinoma de mama, se ha demostrado que TAXOL a una dosis de 175
mg/m® administrado intravenosamente a lo largo de 3 horas cada 3 semanas es eficaz tras el fracaso de la
quimioterapia para enfermedad metastasica o recaida en un plazo de 6 meses de qwmloterapla coadyuvante".
Vinorelbina: "La dosis inicial usual de NAVELBINA (nombre comercial de vinorelbina) es de 30 mg/m administrados
semanalmente. El método de administracion recomendado es una inyeccion intravenosa a lo largo de 6 a 10
minutos"”.

Gemcitabina: "GEMZAR (nombre comercial de gemcitabina) es solamente para uso intravenoso. Uso del Agente
Individual en Adultos: Cancer Pancreético — se debe administrar mediante infusion intravenosa a una dosis de 1000
mg/m? a lo largo de 30 minutos una vez a la semana hasta un maximo de 7 semanas (0 hasta que la toxicidad
requiere reducir o mantener una dosis), seguido de una semana de descanso del tratamiento. Los ciclos posteriores
deben consistir en infusiones una vez a la semana durante 3 semanas consecutivas cada 4 semanas". Irinotecan:
"Dosis de partida y Programa de Dosificacion Semanal para las Modificaciones de la Dosis: La dosis de partida usual
recomendada de CAMPTOSAR Inyectable (nombre comercial de Irinotecan inyectable) es de1l25 mg/m® En
pacientes con un historial combinado de irradiacion pélvica/abdominal previa y niveles de bilirrubina total en suero
modestamente elevados (1,0 a 2,0 mg/dL) antes del tratamiento con CAMPTOSAR, puede haber un aumento de la
probabilidad de neutropenia de grado 3 o 4. Todas las dosis se deben administrar en forma de una infusion
intravenosa a lo largo de 90 minutos. El régimen de tratamiento recomendado (en el transcurso de un tratamiento)
es un tratamiento una vez a la semanal durante 4 semanas, seguido de un periodo de descanso de 2 semanas".

Doxorrubicina: "En pacientes con Céncer de Ovario se debe administrar Doxil (nombre comercial de doxorrubicina
HCI inyectable con liposomas) se les debe administrar intravenosamente a una dosis de 50 mg/m (equivalente a
doxorrubicina HCI) a una velocidad inicial de 1 mg/min para minimizar el riesgo de reacciones a la infusion. Si no se
observan EA relacionados con la infusién, se puede incrementar la velocidad de infusion para completar la
administracion del farmaco a lo largo de una hora. Se debe administrar la dosis al paciente una vez cada 4 semanas,
mientras el paciente no progrese, muestre evidencia de cardiotoxicidad, y continie tolerando el tratamiento. Se
recomienda un minimo de 4 cursos debido a que el tiempo medio de respuesta en las pruebas clinicas fue de 4
meses".

Dacarbazina "Melanoma Maligno: La dosificacion recomendada es de 2 a 4,5 mg/kg/dia durante 10 dias. El
tratamiento se puede repetir a intervalos de 4 semanas. 2 Una dosificacion recomendada alterna es de 250
mg/metro cuadrado de superficie corporal/dia I.V. durante 5 dias. El tratamiento se puede repetir cada 3 semanas".
Rituximab: La dosificacion recomendad de RITUXAN (nombre comercial de rituximab) es de 375 mg/m suministrado
como infusion IV una vez a la semana durante cuatro dosis (dias 1, 8, 15, y 22).

Ifosfamida: IFEX (nombre comercial de ifosfamida) se debe administrar intravenosamente a una dosis de 1,2 g/m
por dia durante 5 dias consecutivos.

Etopésido: En cancer de pulmén de células pequefias, Ia dosis de VePesid Inyectable comblnado con otros
farmacos quimioterapéuticos aprobados oscila de 35 mg/m /dia durante 4 dias a 50 mg/m ?/dia durante 5 dias.
Citarabina: En la terapia de induccion de la Ieucemla no linfocitica aguda, la dosis de citarabina usual comblnada con
otros farmacos anticancerosos es de 100 mg/m /dia mediante infusioén IV continua (dias 1 a 7) o 100 mg/m IV cada
12 horas (dias 1 a 7). Con respecto a R-ICE y R-DHAP, se encuentra disponible informacién detallada en las
referencias de otras pruebas clinicas siguientes:

R-ICE (Blood. 2006 May 15; 103(10):3684-8): Rituximab (375 mg/mz) se administra el dia 1 de cada ciclo y 48 horas
antes del inicio del primer ciclo de ICE. La CL imioterapia con ICE se administra con hospitalizacién comenzando el
dia 3 de cada ciclo. El Etopésido (100 mg/m®) se administra en forma de embolada intravenosa diariamente durante
3 dias, los dias 3 a 5. El Carboplatino con CAP a 800 mg se administra en forma de infusién en embolada el dia 4.
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Ifosfamida (5000 mg/mz), mezclada con una cantidad igual de mesna, se administré en forma de infusién
intravenosa continua a lo largo de 24 horas comenzando el dia 4.

R-DHAP (Blood. 1988 Enero; 71:117-22, Leukemia & Lymphoma 2007 Mayo; 48(5):897-904): Rituximab (375
mg/mz) se administra el dia 1 de cada ciclo y 48 horas antes del inicio del primer ciclo de DHAP. EI Cisplatino (100
mg) se administra en forma de infusién intravenosa continua a lo largo de 24 horas comenzando el dia 1. La
Citarabina (2000 mg/mz) se administra en forma de embolada intravenosa dos veces al dia el dia 2. Adicionalmente,
con el fin de controlar las nauseas y vomitos inducidos por la quimioterapia, se administra dexametasona (40 mg/mz)
en forma de embolada intravenosa diariamente durante 3 dias, los dias 1 a 4.

Al utilizar la terapia combinada de la presente invencion, se puede proporcionar la misma dosis que se proporciona
habitualmente como agente individual o se puede proporcionar una dosis ligeramente reducida (por ejemplo, 0,10 —
0,99 veces la dosis maxima como agente individual) por medio de una ruta de administraciéon normal. En el caso de
un agente anticanceroso que se administra en un cierto ciclo de administracién, el ciclo se puede ajustar
apropiadamente con el fin de adecuarlo al uso combinado con YM155. Especificamente, la frecuencia de
administracion, dosificacién, tiempo de infusion, ciclo de medicacion, y similares se pueden determinar
apropiadamente de acuerdo con los casos individuales considerando el estado de los pacientes, la edad, el sexo,
etc.

El modo de la medicacién en la administracion combinada de YM155 y un agente anticanceroso no esta
particularmente limitado siempre que la se seleccionen apropiadamente una ruta de administracion, una frecuencia
de administracion y una dosificacion adecuadas. Por ejemplo, (1) la administracién de una composicién que contiene
YM155 y un agente anticanceroso, esto es, en forma de una sola preparacion, (2) la administracion combinada de 2
especies de preparaciones preparadas por separado a partir de YM155 y un agente anticanceroso, respectivamente,
por medio de la misma ruta de administracion; (3) la administracion con una diferencia en el intervalo de tiempo de 2
especies de preparaciones preparadas por separado de YM155 y un agente anticanceroso, respectivamente, por
medio de la misma ruta de administracion (por ejemplo, YM155 se administra primero, y después un agente
anticanceroso, o viceversa); (4) la administracion combinada de 2 especies de preparaciones preparadas por
separado de YM155 y un agente anticanceroso, respectivamente, por medio de diferentes rutas de administracion; y
(5) la administracion con una diferencia en el intervalo de tiempo de 2 especies de preparaciones preparadas por
separado de YM155 y un agente anticanceroso, respectivamente, por medio de rutas de administracién diferentes
(por ejemplo, YM155 se administra primero, y después un agente anticanceroso, 0 Vviceversa).
En una realizacion preferida de administracion combinada de la presente invencion, el YM155 y otro agente
anticanceroso se formulan por separado, y los dos tipos resultantes de preparaciones se administran
concomitantemente (incluyendo parcialmente concomitantemente) o en un intervalo de tiempo por medio de una ruta
de administracion adecuada para cada preparacion y con una frecuencia de administracion apropiada. En la
administracion con una diferencia en el intervalo de tiempo, es necesario administrar las preparaciones en un
intervalo de tiempo que satisfaga la potenciacién del efecto anticanceroso. Preferiblemente, la segunda preparacion
se administra en el plazo de 2 semanas, més preferiblemente 7 dias, aun mas preferiblemente 3 dias, después de la
administracion de la primera preparacién. Cuando existe un interés en la interaccion farmaco-farmaco entre el
YM155 y otro agente anticanceroso, resulta apropiado administrarlos en un intervalo requerido para evitar semejante
interaccion.

Como se muestra en los Ejemplos de Ensayo, se encontr6 que el efecto terapéutico sobre el cancer resultaba
potenciado por la terapia combinada de YM155 y un agente anticanceroso existente. El efecto se confirmé mediante
la reduccién significativa del volumen del tumor en comparacién con la respectiva aplicacion individual de YM155 o
un agente anticanceroso existente. Por otra parte, el peso corporal fue igual al de la administracién de un agente
anticanceroso existente como Unico agente, indicando que posiblemente no hay ningln cambio en las reacciones
adversas con el uso combinado. Por lo tanto, se encontré que el uso combinado de YM155 y un agente
anticanceroso existente potencia una accion anticancerosa sin cambios en las reacciones adversas, dando como
resultado un efecto terapéutico para el cancer satisfactorio.

En un ensayo preliminar utilizando un modelo animal al cual se habia transplantado otro tipo de cancer, p. €j., cancer
de prostata (PC-3), se administré6 un agente anticanceroso de tipo taxano, Docetaxel o paclitaxel, combinado con
YM155. Como resultado, se potencid la acciéon anticancerosa en comparacion con la administracion de los
respectivos agentes individuales y el volumen del tumor se redujo bien. Esto sugiere que el uso combinado de
YM155 potencia la accion anticancerosa de los agentes anticancerosos existentes e induce un buen efecto
terapéutico no limitado por las clases de cancer. Ademas, se ha descubierto en las referencias citadas anteriormente
Num. 14 a 17 que YM155 per se muestra una potente accién anticancerosa sobre una variedad de cénceres en los
cuales esta implicada la survivina. Estos descubrimientos demuestran que el método de la invencién para el
tratamiento de canceres por medio de la administracién combinada de YM155 y un agente anticanceroso existente,
en el que el efecto inhibidor de YM155 sobre la expresion de la survivina y el efecto anticanceroso del agente
anticanceroso existente funcionan sinérgicamente, permite un alto efecto terapéutico para el cancer y se puede
aplicar al tratamiento de una variedad de canceres. En particular, puesto que YM155 tiene un nuevo mecanismo de
accion que funciona inhibiendo la expresion de la survivina, es (til en el tratamiento de clases de canceres que son
resistentes a agentes anticancerosos existentes.
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Los agentes anticancerosos utilizados combinados con YM155 incluyen, preferiblemente, aquellos utilizados
normalmente contra una clase objetiva de cancer, concretamente aquellos utilizados en la terapia convencional. Por
ejemplo, se incluyen R-ICE y R-DHAP para el linfoma. Se espera que el uso combinado de YM155 ademés de estos
agentes anticancerosos utilizados en la terapia convencional, potencie el efecto terapéutico para los canceres de la
clase objetiva de canceres.

EJEMPLOS

A continuacion se muestran los resultados de los ensayos farmacolégicos que indican la utilidad del uso combinado
de la invencién.

Ejemplo Comparativo 1:
1) Compuestos de Ensayo

Los niveles de dosificacion se expresan en términos de YM155, el radical catiénico del farmaco. El Docetaxel hidrato
(Taxotero® INYECTABLE) se adquiri6 de Sanofi-Aventis Pharma Ltd. (West Lavel, FRA) y se utiliz6 como el
Docetaxel.

2) Preparacion de los Compuestos de Ensayo

El YM155 se disolvid y se diluyé con solucion salina fisiolégica con el fin de preparar soluciones de dosificacion
(concentraciones calculadas utilizando la siguiente formulacion: dosis x peso corporal medio para cada grupo /
volumen de liberacion diario). Estas disoluciones se prepararon inmediatamente antes de la implantacién de una
bomba osmética (Alzet® modelo 1007D Micro-Osmotic Pump, DURECT Co., CA, USA) en los sujetos del ensayo.
Las disoluciones se cargaron después en la bomba. El Docetaxel se diluyd con solucion salina fisiolégica para
preparar disoluciones de 2 mg/mL inmediatamente antes de la administracion.

3) Células

Se obtuvo la linea celular de carcinoma de pulmén humano Calu 6 (HTB-56, Lote Nim. 208280) de la Coleccion de
Cultivos Tipo Americana (VA, USA). Las células se cultivaron a 37°C en atmosfera con 5% de CO, en medio RPMI
1640 con un suplemento de suero bovino fetal inactivado con calor al 10%. Las células se recogieron con tripsina, se
suspendieron en PBS a 6 x 10" células/mL, y después se mezclaron con un volumen equivalente de Matrlgel
Basement Membrane Matrix (Becton Dickinson Co., Bedford, MA, USA).

4) Animales

Se adquirieron ratones carentes de sistema inmunitario, macho, de cinco semanas de edad (CAnN.Cg-
Foxn1nu/CrICrlj(nu/nu)) de Charles River Laboratories Japan, Inc (Kanagawa, Japon). Se mantuvieron con una dieta
convencional y agua durante todos los experlmentos en condiciones libres de patdgenos especificas. Las células se
cultivaron in vitro y se injertaron 3 x10° células/0,1 mL/ratén subcutaneamente en el flanco de ratones carentes de
S|stema inmunitario de 6 semanas. Los ratones con voliumenes tumorales (longitud x anchura®x 0 ,5) de 97,3 a 182,7
mm? se dividieron en grupos. Esto se realiz6 utilizando el programa SAS con el fin de minimizar la variacion del
volumen tumoral intragrupo e intergrupo.

5) Administracion y Medicion

El primer dia de administracion se denomind dia 0, y la observacion continué hasta el dia 35. Cada grupo (n=8) se
traté como sigue.

Grupo de control Vehiculo
con Vehiculo

Grupo con YM155 | YM155 2 mg/kg/dia (7-dias
infusién sc continua)

Grupo con Docetaxel 20 mg/kg/dia
Docetaxel (embolada iv el dia 0, 4,y 8)
Grupo Combinado YM155 2 mg/kg/dia +

Docetaxel 20 mg/kg/dia
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Para la infusién sc continua durante 7 dias, se implanté una bomba osmética que contenia YM155 o solucién salina
fisiolégica, en el dorso de cada animal mientras estaba bajo anestesia. El grupo con vehiculo de control recibié una
infusiéon sc continua de 7 dias de solucion salina fisiologica empezando el dia 0, e inyeccion en embolada iv de
solucion salina fisioldgica los dias 0, 4 y 8. El grupo con YM155 recibié infusion sc continua durante 7 dias de YM155
a 2 mg/kg/dia comenzando el dia O, e inyeccién en embolada iv de solucién salina fisiologica los dias 0, 4 y 8. El
grupo con Docetaxel recibi6 inyeccion en embolada iv de Docetaxel a 20 mg/10 mL/kg los dias 0, 4 y 8, asi como
una infusién sc continua durante 7 dias de solucién salina fisiolégica comenzando el dia 0. El grupo combinado
recibié ambos compuestos en lugar del vehiculo, de un modo similar a los grupos con YM155 y Docetaxel.

Se midieron el peso corporal y el diametro tumoral cada 3-4 dias utilizando calibres, y se determiné el volumen
tumoral calculando el volumen de un elipsoide utilizando la férmula: longitud x anchura®? x 0,5. Las actividades
antitumorales se expresan como el porcentaje de inhibicion del crecimiento del tumor (% inh) y el porcentaje de
regresion del tumor (% reg). Se calcul6 el porcentaje de inhibicién el dia 35 para cada grupo utilizando la siguiente
formula: 100 x [1-{(volumen tumoral medio de cada grupo el dia 35) - (volumen tumoral medio de cada grupo el dia
0)} / {(volumen tumoral medio del grupo de control el dia 35) -(volumen tumoral medio del grupo de control el dia 0)}].
El porcentaje de regresion del tumor se calculé para todos los grupos en los que se habia observado regresién del
tumor, utilizando la siguiente férmula: 100 x {1-(volumen tumoral medio de cada grupo el dia 35) / (volumen tumoral
medio de cada grupo el dia 0)}. Se verificd el nimero de Regresiones Completas (RC) en todos los grupos durante
el periodo experimental. La RC viene definida por los casos en los que la carga tumoral cae por debajo del limite de
palpacion.

6) Anédlisis Estadistico

Los valores se expresan como la media * el error tipico de la media (ETM). Se compararon el volumen del tumor y el
peso corporal el dia 35 entre el grupo con el compuesto individual y el grupo combinado utilizando la prueba de la t
de Student. Los valores de P menores de 5% se consideran significativos. Se utilizé el programa SAS para el
procesamiento de los datos.

7) RESULTADOS

Se administr6 YM155 concomitantemente con Docetaxel, y se examind la actividad antitumoral. La combinacién de
YM155 a 2 mg/kg/dia y Docetaxel a 20 mg/kg/dia inhibié completamente el crecimiento tumoral (>100%), e indujo
una regresion completa en todos los casos el dia 35 (Tabla 2 y Figura 1-(a)*). El tratamiento con YM155 solo inhibio
el crecimiento tumoral un 99% el dia 35. El Docetaxel también mostr6 una inhibicion completa (>100%) del
crecimiento tumoral, e indujo una regresion tumoral de 52% el dia 35. Durante las 5 semanas de observacion, el
grupo de tratamiento con YM155 o Docetaxel mostr6 una regresion tumoral durante las dos primeras semanas que
estuvo seguida de un recrecimiento tumoral sucesivo durante las Ultimas semanas. Por otra parte, el YM155
combinado con Docetaxel mostré una regresion completa de los tumores en todos los casos. No se observé un
descenso estadisticamente significativo en el peso corporal en el grupo combinado en comparacion con el grupo con
Docetaxel (Figura 1-(d)).

[Tabla 2]
Peso i "

V0|umen Tumora| (mm3) ACthldad NUmero de

_CI_':' rupos de Corporal (9) | Antitumoral | Regresiones
ratamiento X

dia 0 dia 35 dia 35 (%inh/%reg) | Completas
vehiculo 11549470 | 28480+ 1851 | 26,56 + 0,56 08
Control
YM155 121,4 +6,9 142,3 + 16,9 26,13 £ 0,56 99% 0/8
Docetaxel 121,4 +7,0 58,0 + 20,4 24,95+ 0,54 | >100% / 52% 0/8
YM155  + . 24,11 + . o
Docetaxel 121,1 7,2 0,0+0,0 0]66*,N,S, >100% / 100% 8/8

Los valores se expresan como la media + ETM (n=8). *: P<0,05, una diferencia significativa del grupo combinado
frente al grupo con Docetaxel. ##: P<0,01 y #: P<0,05, diferencias significativas del grupo combinado versus el grupo
con YM155. N.S.: no significativo del grupo con Docetaxel (prueba de la t de Student).

8) DISCUSION

Los resultados de este estudio indican que YM155 potencia significativamente la actividad antitumoral del Docetaxel
sin un incremento en la toxicidad sistémica, que se pone de manifiesto a través de sintomas observables tales como
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la pérdida de peso corporal. Los resultados también sugieren que el YM155 combinado con Docetaxel es tolerado
en ratones, y que constituye una combinacion potente para el tratamiento del cancer.

Ejemplo Comparativo 2

El siguiente estudio se llevo a cabo del mismo modo que el Ejemplo Comparativo 1 excepto por el la sincronizacion
de la administracion.

A) El primer dia de administracion se designo dia 0, y la observacién continué hasta el dia 35. Cada grupo
(n=8) se trat6 como sigue.

Grupo de control con Vehiculo
Vehiculo

Grupo con YM155 YM155 2 mg/kg/dia (7 dias
infusion sc continua)

Grupo con Docetaxel Docetaxel 20mg/kg/dia
(emboladaiveldia7, 11,y
15)
Grupo combinado YM155 2 mg/kg/dia —

Docetaxel 20 mg/kg/dia

Para la infusion sc continua durante 7 dias, se implanté una bomba osmética que contenia YM155 o solucién salina
fisiologica, en el dorso de cada animal mientras se encontraba bajo anestesia. El grupo con vehiculo de control
recibié una infusion sc continua durante 7 dias de solucion salina fisiolégica comenzando el dia 0, e inyeccion en
embolada iv de solucion salina fisiolégica los dias 7, 11 y 15. El grupo con YM155 recibié una infusién sc continua
durante 7 dias de YM155 a 2mg/kg/dia empezando el dia 0 e inyeccion en embolada iv de solucion salina fisiolégica
los dias 7, 11 y 15. El grupo con Docetaxel recibid inyeccion en embolada iv de Docetaxel a 20mg/10mL/kg los dias
7,11y 15, asi como infusién sc continua durante 7 dias de solucién salina fisiolégica comenzando el dia 0. El grupo
combinado recibi6 ambos compuestos en lugar del vehiculo, de un modo similar a los grupos con YM155 y
Docetaxel.

RESULTADOS

El Docetaxel se administr6 después de la administracion de YM155, y se examind la actividad antitumoral. La
combinacién de YM155 a 2 mg/kg/dia con Docetaxel a 20 mg/kg/dia inhibi6 completamente el crecimiento tumoral
(>100%), e indujo una regresion completa en un 99% el dia 35 (Tabla 3 y Figura 1-(c)). El tratamiento con YM155
solo inhibi6é el crecimiento tumoral en un 99% el dia 35. El Docetaxel también mostré una inhibicion completa
(>100%) del crecimiento tumoral, e indujo una regresion del tumor en un 10% el dia 35. Durante las 5 semanas de
observacion, el grupo con YM155 o Docetaxel mostrd regresion tumoral durante las primeras dos semanas, que
estuvo seguida de un recrecimiento tumoral sucesivo durante las Ultimas semanas. Por otra parte, el grupo
combinado de YM155 con Docetaxel mostré regresion tumoral en todos los casos y una regresion completa de los
tumores en 7 casos de 8 cases, y el efecto anticanceroso se potenci6 significativamente (P<0,01) en comparacion
con cada uno de los grupos de tratamiento con un solo compuesto. No se observé un descenso estadisticamente
significativo en el peso corporal en el grupo combinado en comparacion con el grupo con Docetaxel (Figura 1-(f)).

[Tabla 3]
Grupos de| Volumen del Tumor (mm?) | ¢ E;c;rporal Actividad Numero
Tratamiento Aont!tun:)oral de RC
dia 0 dia 35 dia3s  |(%inh/% reg)
Vehiculo Control 208,5+18,6 | 4237,0+545,7 | 25,88 +0,70 --- 0/8
YM155 208,5+ 18,6 251,8 £50,7 26,25 +0,25 99% / - 0/8
Docetaxel 209,1+18,3 188,8 £+ 29,1 21,03+0,94 | >100% / 10% 0/8
YM155—Docetaxel 208,6 +18,1 1,3+1,3*" 12413 +0,78*" | >100% / 99% 7/8

Los valores se expresan como la media + ETM (n=8). **: P<0,01 y *: P<0,05, diferencias significativas del grupo
combinado frente al grupo con Docetaxel. #: P<0,05, diferencias significativas del grupo combinado frente al grupo
con YM155. (Prueba de la t de Student).
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B) El primer dia de administracién se design6 dia 0, y la observacién continué hasta el dia 35. Cada grupo
(n=8) se trat6 como sigue.

Grupo de control con Vehiculo
Vehiculo

Grupo con YM155 YM155 2 mg/kg/dia (7 dias
infusién sc continua)

Grupo con Docetaxel Docetaxel 20 mg/kg/dia
(embolada iv el dia 0, 4, y 8)

Grupo Combinado Docetaxel 20 mg/kg/dia —
YM155 2 mg/kg/dia

Para la infusion sc continua durante 7 dias, se implanté una bomba osmética que contenia YM155 o solucién salina
fisiologica, en el dorso de cada animal mientras se encontraba bajo anestesia. El grupo de control con vehiculo
recibié una infusién sc continua de 7 dias de solucién salina fisiolégica comenzando el dia 8, e inyeccion en
embolada iv de solucién salina fisioldgica los dias 0, 4 y 8. El grupo con YM155 recibié una infusién sc continua
durante 7 dias de YM155 a 2 mg/kg/dia comenzando el dia 8, e inyeccion en embolada iv de solucién salina
fisiologica los dias 0, 4 y 8. El grupo con Docetaxel recibid inyeccion en embolada iv de Docetaxel a 20 mg/10 mL/kg
los dias 0, 4 y 8, asi como una infusion sc continua durante 7 dias de solucion salina fisiolégica comenzando el dia
8. El grupo combinado recibié ambos compuestos en lugar del vehiculo, de un modo similar a los grupos con YM155
y Docetaxel.

RESULTADOS

El YM155 se administré después de la administracion de Docetaxel, y se examind la actividad antitumoral. La
combinacién de YM155 a 2 mg/kg/dia con Docetaxel a 20 mg/kg/dia inhibié completamente el crecimiento del tumor
(>100%), e indujo una regresion completa en un 97% el dia 35 (Tabla 4 y Figura 1-(b)). El tratamiento con YM155
solo inhibi6é el crecimiento tumoral en un 61% el dia 35. El Docetaxel también mostré una inhibicion completa
(>100%) del crecimiento tumoral, e indujo una regresion del tumor en un 68% el dia 35. Durante las 5 semanas de
observacion, el grupo de tratamiento con YM155 o Docetaxel mostré un recrecimiento tumoral durante las Ultimas
semanas. Por otra parte, el YM155 combinado con Docetaxel mostré una regresién completa de los tumores en tres
casos, y el efecto anticanceroso fue potenciado significativamente (P<0,01) en comparacién con cada grupo de
tratamiento con compuesto solo el dia 35. No se observd un descenso estadisticamente significativo en el peso
corporal en el grupo combinado en comparacién con el grupo con Docetaxel (Figura 1-(e)).

[Tabla 4]
3 .
Grupos de Volumen Tumoral (mm?~) Peso Corporal (g) Ac_tnwdad NGmero
T ; Antitumoral de RC
ratamiento dia 0 dia 35 dia 35 (%inh / %reg) | 9€

Vehiculo Control | 207,7 +23,5 | 3380,8 + 325,4 24,33 £ 0,85 0/8
YM155 206,9 £21,8 | 1437,5 £ 225,5 24,80 +1,01 61%/- 0/8
Docetaxel 210,0 £22,6 67,2+ 151 23,84 +£1,01 >100% / 68% 0/8
Dogetexel = 121014204 | 55+1,7=" |2574+113"SN | >1000/97% | 318

Los valores se expresan como la media + ETM (n=8). **: P<0,01, una diferencia significativa del grupo combinado
frente al grupo con Docetaxel. ##: P<0,01, una diferencia significativa del grupo combinado frente al grupo con
YM155. N.S.: no significativo del grupo con Docetaxel (Prueba de la t de Student).

Ejemplo Comparativo 3

El estudio se llevé a cabo de la misma manera que el Ejemplo Comparativo 1, excepto que se utilizaron los agentes
enumerados en la Tabla 5 en lugar de Docetaxel de acuerdo con el siguiente régimen de dosificacion.
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[Tabla 5]
Agente Anticanceroso Régimen de Resultado
Dosificacion
Carboplatino | CBDCA 60 mg/kg/dia i.v. Fig. 2-(@) y (b)
(dia 0, 1)
Cisplatino CDDP 3 mg/kg/dia i.v. Fig. 2-(c) y (d)
(dia 0-4, 7-11)
Gemcitabina | GEM 200 mg/kg/dia i.v. Fig. 3-(@) y (b)
(dia 0,3,6)
Vinorelbina VNR 10 mg/kg/diai.v. Fig. 3-(c) y (d)
(dia 0, 7)
Doxorrubicina| DXR 10 mg/kg/diai.v. Fig. 4-(@) y (b)
(dia 0, 7)
Irinotecan CPT-11 60 mg/kg/dia i.v. Fig. 4-(c) y (d)
(dia 0-4)
Paclitaxel TXL 10-15 mg/kg/dia i.v. Fig. 5-(a) y (b)
(dia 0-4)

(En la Tabla 5, i.v. significa administracion intravenosa, por ejemplo, (dia 0, 1) significa administracién una vez al dia
el dia inicial de la administracion (dia 0) y el 1*' dia (dia 1); (dia 0-4) significa administracion una vez al dia desde el
dia inicial de  administracion (dia 0) hasta el 4° dia (dia 4), respectivamente).
Los resultados se muestran en las Figuras 2 a 5. En las figuras, los valores se expresan como la media + ETM (n=8).
## P<0,05 frente al grupo con agente anticanceroso, **: P<0,01 frente al grupo con YM155, #: P<0,05 frente al grupo
con YM155, N.S.: no significativo a partir del grupo con YM155 y el grupo con agente anticanceroso,
respectivamente (prueba de la t de Student). Los respectivos agentes anticancerosos se adquirieron como productos
disponibles en el mercado, y se prepararon de acuerdo con el procedimiento de los prospectos para su uso en los
ensayos.

Ejemplo Comparativo 4
El estudio se llevé a cabo de la misma manera que el Ejemplo Comparativo 1, excepto que se utilizé Dacarbazina en

lugar de Docetaxel y que se utilizaron células A375 de Melanoma en lugar de células Calu 6 de acuerdo con el
siguiente régimen de dosificacion (n=8). Los resultados se muestran en la Figura 6.

Grupo con YM155 YM155 3 mg/kg/dia (7 dias
infusion sc continua)

Grupo con Dacarbazina 200 mg/kg/dia, i.v.
Dacarbazina (DTIC) (dia 0-5)

Grupo Combinado YM155 3 mg/kg/dia (7 dias
infusién sc continua) +
Dacarbazina 200 mg/kg, i.v.
(dia 0-5)

La Dacarbazina se adquiri6 en forma de producto disponible en el mercado, y se preparé de acuerdo con el
procedimiento de los prospectos para el uso en los ensayos.

Ejemplo de Ensayo 5
El estudio se llevd a cabo de la misma manera que el Ejemplo Comparativo 1, excepto que se utilizé una terapia

combinada R-ICE (RICE) o Rituximab (RTX) en lugar de Docetaxel, y que se utilizaron células WSU-DLCL-2 de
linfoma en lugar de células Calu 6 de acuerdo con el siguiente régimen de dosificacion.
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Grupo con YM155 | YM155 1 mg/kg/dia (7 dias infusion sc

continua)

RTX 50 mg/kg, i.v. (dia 0) + (IFM 200
mg/kg+ETP 10 mg/kg), i.v. (dia 1,2y 3)
+ CBDCA 30 mg/kg, i.v. (dia 1)

Grupo con RICE

Grupo con YM155 1 mg/kg/dia (7 dias infusion sc
YM155+RICE continua) + RTX 50 mg/kg, i.v. (dia 0) +
(IFM 200 mg/kg + ETP 10 mg/kg), i.v.
(dia 1,2y 3) + CBDCA 30 mg/kg, i.v
(dia 1).
Grupo con YM155 1 mg/kg/dia (7 dias infusién sc
M1555+RTX continua) + RTX 50 mg/kg, i.v. (dia 0).

El Rituximab (RTX), el carboplatino (CBDCA), la ifosfamida (IFM), y el etop6sido (ETP) se adquirieron en forma de
productos asequibles comercialmente, y se prepararon de acuerdo con el procedimiento de los prospectos para su
uso en los ensayos.

Los resultados se muestran en la Figura 7. En las figuras, los valores se expresan como la media + ETM (n=6). **:
P<0,01 frente al grupo con RICE o RTX, *: P<0,05 frente al grupo con RICE o RTX, ##: P<0,01 frente al grupo con
YM155, N.S.: no significativo a partir del grupo con YM155 y el grupo con RICE o RTX, respectivamente (prueba de
la t de Student).

El YM155 combinado con RICE mostr6é una regresion completa de los tumores en un caso, y el YM155 combinado
con RTX mostré una regresion completa de los tumores en dos casos.

El estudio preliminar se realizd utilizando un método similar al del grupo con YM155+RICE anteriormente
mencionado, pero se utilizd una terapia combinada con R-DHAP en lugar de una terapia combinada con R-ICE, en
donde R-DHAP consistia en rituximab (50 mg/kg i.v., dia 0 y 2), cisplatino (5 mg/kg, i.v., dia 2), citarabina (70 mg/kg,
i.v., dia 4). El volumen del tumor se redujo significativamente (P<0,01) en el grupo combinado en comparacion con el
grupo con R-DHAP el dia 18.

Ejemplo de Ensayo 6

El estudio se llevo a cabo del mismo modo que el Ejemplo de Ensayo 5 de acuerdo con el siguiente régimen de
dosificacion.

Grupo con YM155: YM155 2 mg/kg/dia (7 dias infusion sc continua)

Grupo con RICE: RTX 50 mg/kg, i.v. (dia 6 y 8) + (IFM 400 mg/kg + CBDCA 30 mg/kg), i.v (dia 9) + ETP 10 mg/kg,
i.v (dia 8, 9y 10)

Grupo con YM155+RICE: YM155 2 mg/kg/dia (7 dias infusion sc continua) + RTX 50 mg/kg, i.v. (dia 6 y 8) + (IFM
400 mg/kg + CBDCA 30 mg/kg), i.v. (dia 9) + ETP 10 mg/kg, i.v. (dia 8, 9y 10)

Los resultados se mostraron en la tabla 6. En la tabla, los valores se expresan como la media + ETM (n=8, grupo
con RICE: n=6). **: P<0,01 frente al grupo con RICE, ##: P<0,01 frente al grupo con YM155, N.S.: no significativo a
partir del grupo con RICE (prueba de la t de Student). El YM155 combinado con RICE mostr6 una regresion
completa de los tumores en 6 casos de los 8 casos.

[Tabla 6]
Grupos de| Volumen del Tumor (mm?) Peso Corporal | actividad NGmero
d (@ Antitumoral
Tratamiento o 10 de RC
dia 0 dia 28 dia 28 (%inh / %reg)

vehiculo |64 41145 |21315+276,6 |2902+038 |- 0/8
Control

YM155 405,1+13,8 |1181,3+174,7 |28,81+0,23  |45% 0/8
RICE 4042 +13,0 |1356,0+371,7 |2954+051 |56% 0/6
\F:'I\?ZIES ™ 1404,7+12,6 |17,6 +11,5%" |2855+0,26"S |>100% / 96% |6/8
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APLICABILIDAD INDUSTRIAL

La composicién farmacéutica que comprende YM155 como ingrediente activo para el tratamiento de un cancer en
una terapia combinada con uno o mas agentes anticancerosos existentes, en la que la accion inhibidora de YM155
sobre la expresiéon de la survivina funciona sinérgicamente con el efecto anticanceroso del agente anticanceroso
existente, proporciona un efecto terapéutico elevado para los canceres y, por consiguiente, es Util en el tratamiento
de una variedad de canceres a los que se aplican los agentes anticancerosos existentes. De este modo, la
composicion farmacéutica de la invencion es util en el tiramiento de canceres, preferiblemente todos los canceres
sélidos y linfomas, concretamente cancer de piel, cancer de vejiga, cancer de mama, cancer de Utero, cancer de
ovario, cancer de préstata, cancer de pulmon, cancer de colon, cancer de pancreas, cancer de rifion, cancer
gastrico, y similares. Concretamente, se espera que sean agentes terapéuticos para algunas clases de canceres que
muestran resistencia a los agentes anticancerosos existentes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion farmacéutica que comprende bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-
4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io como ingrediente activo, para su uso en el tratamiento del cancer en una
terapia combinada que comprende el uso de

i) rituximab, o

i) una terapia combinada seleccionada entre R-ICE que consiste en rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopésido,
y R-DHAP que consiste en rituximab, citarabina y cisplatino como agentes anticancerosos.

2. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacionl, en donde la terapia combinada comprende el
uso de rituximab.

3. Una composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacionl, en donde la terapia combinada comprende el uso
de una terapia combinada seleccionada entre R-ICE y R-DHAP.

4. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion3, en donde la terapia combinada comprende el uso
de una terapia combinada con R-ICE.

5. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion2 o 3, en donde la composicion es para su uso en
el tratamiento del linfoma.

6. Una composicién para su uso de acuerdo con cualquiera de las Reivindicaciones 1 a 5, en donde la composicion
es una formulacién para la administracion de bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-
dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io intravenosamente mediante infusion a una dosis de 1 - 10 mg/m%dia
continuamente durante un periodo de 4 - 14 dias.

7. Una composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 6, en donde la formulacion es para la
administracion de bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-
dlimidazol-3-io intravenosamente mediante infusion a una dosis de 3-8 mg/mZ/dia continuamente durante 7 dias,
seguido de un descanso del farmaco de 14 dias, dependiendo dicho ciclo de administracion repetido de las
condiciones.

8. El uso de bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-dlimidazol-3-io
en la produccion de un medicamento para el tratamiento del cancer, en donde el medicamento se utiliza en una
terapia combinada que comprende el uso de

i) rituximab, o

i) una terapia combinada seleccionada entre R-ICE que consiste en rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopésido,
y R-DHAP que consiste en rituximab, citarabina y cisplatino como agentes anticancerosos.

9. Un agente para su uso en el tratamiento del cancer que comprende como ingrediente activo
bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io, en donde el
agente es para su uso en una terapia combinada que comprende el uso de

i) rituximab, o

i) una terapia combinada seleccionada entre R-ICE que consiste en rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopésido,
y R-DHAP que consiste en rituximab, citarabina y cisplatino como agentes anticancerosos.

10. Un potenciador del efecto anticanceroso de

i) rituximab, o

i) una terapia combinada seleccionada entre R-ICE que consiste en rituximab, ifosfamida, carboplatino y etopdsido,
y R-DHAP que consiste en rituximab, citarabina y cisplatino como agentes anticancerosos, en donde el potenciador
comprende bromuro de 1-(2-metoxietil)-2-metil-4,9-dioxo-3-(pirazin-2-ilmetil)-4,9-dihidro-1H-nafto[2,3-d]imidazol-3-io
como ingrediente activo.
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Figura 5
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