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DESCRIPCION
Composiciones que comprenden decitabina y tetrahidrouridina y sus usos
Declaracion de derechos a invenciones realizadas ba  jo investigacion patrocinada a nivel federal

Este trabajo ha sido apoyado por el gobierno, en parte, a través de la colaboracion de los Institutos Nacionales de
Salud (Acceso rapido al desarrollo de intervencién del NIH). El nGmero de referencia interno para el proyecto,
titulado "Formulaciones alternativas de decitabina para reactivar la expresion de hemoglobina fetal", fue TNR42. Por
lo tanto, el gobierno tiene ciertos derechos sobre esta invencién.

Antecedentes de la invencion

La ECF es una enfermedad congénita grave que afecta a 1 de cada 500 afroamericanos, asi como a personas de
otras razas, imponiendo un peaje importante en cuanto a morbilidad y mortalidad a los aproximadamente 100.000
estadounidenses afectados. Los pacientes con ECF pueden tener episodios frecuentes de dolor debilitante grave,
que con frecuencia requiere visitas a salas de emergencia u hospitalizacion, y tener que ausentarse del trabajo o la
escuela. Aunque algunos pacientes responden a la hidroxiurea (HU, el tratamiento convencional para los pacientes
sintomaticos), y algunos pueden ser candidatos a trasplante alogénico de células madre, la mayoria de los pacientes
contindian sufriendo. Ademas, la HU se usa a unas dosis que provocan dafio agudo en el ADN vy citotoxicidad, y tiene
posibles efectos genotdxicos, teratogénicos y anti-fertilidad. Del mismo modo, el trasplante alogénico de células
madre se realiza con acondicionamiento citotoxico y riesgos concomitantes de mortalidad relacionada con el
tratamiento.

Un esfuerzo de investigacion clinica para desarrollar inductores farmacoldgicos de expresion de HbF culminé con la
aprobacién en 1998 por parte de la FDA del anti-metabolito HU para tratar los sintomas de la ECF. Un seguimiento
reciente de los pacientes incluidos en el ensayo fundamental con HU confirmé que la disminucién en el riesgo de
mortalidad en estos pacientes estd relacionada con los niveles de HbF (Steinberg, M.H., y col. 2003 JAMA
289:1645-1651; Rosse, W.F., y col. 2000 Am Soc Hematol Educ Program. 2-17). Sin embargo, los niveles de HbF no
se incrementan en aproximadamente el 40 % de los pacientes que se someten a HU (Steiberg, M.H., y col. 1997
Blood 89:1078-1088; Steinberg, M.H., y col. 1999 Expert Opin Investing Drugs 8:1823-1836; Atweh, G.F., y col. 2001
Curr Opin Hematol 8:123-130). Por ultimo, la HU se usa en dosis citotoxicas que dafian el ADN, posiblemente
agravando el dafio de la médula 6sea que se acumula en la ECF.

La mayoria de las células del cuerpo, incluyendo las células cancerosas o las células de trastornos de la sangre,
tales como las células falciformes, contienen el mismo complemento de genes. La funcién y especializacién de una
célula viene determinada, por lo tanto, por cual de estos genes se enciende (activado), y cudl se desactiva
(reprimido). La activacion se refiere a la expresion de la proteina codificada por el gen, mientras que la represion del
gen implica que la proteina codificada por ese gen se expresa a niveles mas bajos o nada en absoluto. La ADN
metil-transferasa 1 (DNMT1) es una enzima que desempefia un papel critico y central en la maquinaria de represion
de los genes. Por lo tanto, la alteracion de los niveles de DNMT1 dentro de una célula puede tener potentes efectos
sobre el patrén de expresién génica, la funcion y la especializacion de una célula.

La decitabina (5-aza-2'-desoxicitidina) es un farmaco analogo de nucledsidos -un farmaco que mimetiza un
componente natural del ADN. La decitabina es relativamente Unica entre la gran familia de farmacos analogos de
nucledsidos en el sentido de que puede unirse irreversiblemente a la DNMT1 y agotarla.

La citidina desaminasa es una enzima que se expresa en gran cantidad en el higado y el intestino y destruye
rapidamente la decitabina dentro del cuerpo. La tetrahidrouridina es un analogo de nucleésidos de pirimidina seguro
y bien tolerado que inhibe la citidina-desaminasa. En los seres humanos, el gen de la citidina-desaminasa esta
sometido a polimorfismos de un solo nucleétido no sinénimos que producen variantes de la citidina-desaminasa que
presentan diferencias en la actividad enzimatica del orden de 3 veces o superior (Gilbert, J.A., y col. 2006 Clin
Cancel Res 12, 1794-1803; Kirch, H.C., y col. 1998 Exp Heinatol 26, 421-425; Yue, L., y col. 2003 Pharmacogenetics
13, 29-38).

JAN H BEUMER Y COL. (2007): "Plasma pharmacokinetics and oral bioavailability of 3,4,5,6-tetrahydrouridine, a
cytidine deaminase inhibitor, in mice", CANCER CHEMOTHERAPY AND PHARMACOLOGY, SPRINGER, BERLIN,
DE, vol. 62, no. 3, 457-464, informa acerca de la farmacocinética y biodisponibilidad en ratones de la 3,4,5,6-
tetrahidrouridina (THU) que se describe como un potente inhibidor CD.

El documento de Estados Unidos 2001/025032 (VON BORSTEL REID Y COL.) se refiere a derivados acilados de
nucleésidos de pirimidina no metilados. Se dice que los compuestos son capaces de atenuar el dafio al sistema
hematopoyético en animales que han recibido quimioterapia antivirica o antineoplasica.

DESIMONE Y COL. (1985): "TETRAHYDROURIDINE CYTIDINE ANALOG AND HEMOGLOBIN F", AMERICAN
JOURNAL OF HEMATOLOGY, vol. 18, no. 3, 1985, 283-288, informa acerca de la influencia de la THU sobre las
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propiedades de incremento de la Hb-F, y otros efectos, de la 5-azacitidina (azaC) y la 2-desoxi-5-azacitidina (d-
azaC) en un modelo animal.

LALIBERTE JOSEE Y COL. (1992): "Potent inhibitors for the deamination of cytosine arabinoside and 5-aza-2'-
deoxycytidine by human cytidine deaminase", CANCER CHEMOTHERAPY AND PHARMACOLOGY, SPRINGER
VERLAG, BERLIN, 30, no.1, 7-11, informa acerca de una investigacion sobre los efectos de los inhibidores aminasa
Zebularina, 5-F-Zebularina y ribésido de diazepinona sobre la desaminacion de CR, ARA-C y 5-AZA-CdR usando
CR desaminasa humana purificada.

Sumario de la invencion

Histéricamente, la decitabina se desarroll6 como anti-metabolito o farmaco que dafia el ADN destinado a eliminar las
células cancerosas al causar extensos dafios en las células. Su aplicacion clinica o experimental no ha sido
optimizada para el agotamiento de la DNMT1. Con el objetivo de usar decitabina para agotar la DNMT1 y cambiar el
comportamiento celular, no son deseables efectos anti-metabolito que maten las células. Se desea la optimizacién
de la decitabina para agotar la DNMT1 sin causar otros efectos téxicos o “fuera del objetivo".

La optimizacion de la decitabina para agotar la DNMT1 in vivo puede tener poderosos beneficios terapéuticos en un
espectro de enfermedades, como la enfermedad de las células falciformes, la talasemia, y los canceres de multiples
tejidos. Por ejemplo, en la enfermedad de las células falciformes y la B-talasemia, al agotar la DNMT1, la decitabina
impide la represion del gen de la hemoglobina fetal (IIbF). EI aumento resultante en Ilb anula los efectos causantes
de la enfermedad de los genes andmalos falciformes o de la talasemia. Por otra parte, el agotamiento de la DNMT1
por la decitabina varia la especializacion de las células sanguineas, por lo que se producen mas globulos rojos,
haciendo frente alin més a la anemia debilitante de estas dolencias.

En células cancerosas, el agotamiento de la DNMT1 por la decitabina impide la represion de los genes de
diferenciacion y renueva la diferenciacion de las células cancerosas — el crecimiento anémalo de las células
cancerosas esta provocado por un blogueo en su proceso normal de diferenciacion, que se alivia con la decitabina.
En especial, el agotamiento de la DNMT1 en las células madre normales aumenta su auto-renovacion; es decir, el
agotamiento de la DNMT1 aumenta el nimero de células madre normales -lo opuesto a sus efectos sobre las
células cancerosas. Por lo tanto, el agotamiento de la DNMT1 por la decitabina podria ser una terapia eficaz del
cancer, muy segura y bien tolerada.

Debido a la capacidad Unica de la decitabina para agotar la DNMT1, y, por tanto, alterar la expresién, la funcién, y la
especializacion génicas de las células; debido a que el agotamiento de la DNMT1 por regimenes de decitabina
disefiados para agotar la DNMT1 sin causar dafios en el ADN aumenta la HbF, y produce una mejoria clinica,
incluso en pacientes con enfermedad de las células falciformes con enfermedad grave a pesar del nivel de atencion
(Saunthararajah, y col., 2008 Brit J Haematol 141 (1).: 126-9), (la decitabina) se contempla para el tratamiento de
estos y otros pacientes.

Debido a que el agotamiento de la DNMTL1 por la decitabina induce la diferenciacion terminal y la apoptosis de las
células cancerosas, mientras incrementa la auto-renovacion de las células madre normales (efecto opuesto sobre
células cancerosas frente a las células madre normales), la decitabina se contempla ademas para el tratamiento de
estos pacientes.

Un objetivo de la terapia farmacoldgica es maximizar el tiempo por encima de la concentracién umbral para agotar la
DNMT1 (20,1-0,2 pM), evitando al mismo tiempo los altos niveles méaximos (20,5-1 uyM) que dafian el ADN.

El efecto de agotamiento de la DNMT1 debe ser intermitente. Como resultado, las células se pueden dividir y
presentan nuevos comportamientos. La exposicién continua a decitabina puede impedir la division celular o incluso
matar directamente las células.

Debido a que la via de administracion, los regimenes y formulaciones de decitabina conocidos actualmente
producen altos niveles maximos del farmaco, que pueden matar las células mediante efectos anti-metabolito pero
gue producen un breve periodo de tiempo por encima de la concentracion umbral para agotar la DNMTL1; debido a
qgue la via de administracion, los regimenes y formulaciones de decitabina conocidos actualmente no agotan la
DNMTL1 intermitentemente para permitir la divisidn celular, sino, mas bien, producen efectos citotoxicos o
citostaticos; debido a que la destruccion de la decitabina por la enzima citidina desaminasa (CDA) produce una
semi-media in vivo abreviada de < 20 minutos (a pesar de que la semi-media in vitro es de 5-9 horas) (Liu, Z., y col.
2006 Rapid Common Mass Spectrum 20:1117-1126); y esta drastica reduccién de la semi-vida es una barrera
importante para la traduccién eficaz in vivo de las observaciones in vitro; debido a que la variaciéon farmacogenémica
en la CDA (Gilbert, J.A., y col. 2006 Clin Cancer Res 12, 1794-1803; Kirch, H.C., y col. 1998 Exp Hematol 26, 421-
425; Yuc, L., y col. 2003 Pharmacogenetics 13, 29-38) produce una gran variacion entre individuos en la
farmacocinética (PK) y los efectos clinicos; debido a que las inyecciones o infusiones de decitabina se deben
administrar en una clinica o un hospital, lo que limita enormemente su uso en la enfermedad de las células
falciformes, en la que el objetivo es la modificacién de la enfermedad crénica para toda la vida del paciente; debido a
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que la destruccion intestinal mediada por CDA limita enormemente su biodisponibilidad oral (aunque la semi-vida in
vitro de la decitabina es de 5-9 h, tiene una semi-vida abreviada de < 20 minutos in vivo debido a la destruccién
mediada por CDA) (Liu, Z., y col. 2006 Rapid Commun Mass Spectrum 20:1117-1126; Liu, Z., y col. 2007 Nucleic
Acids Res 35:e31), impidiendo el paradigma de tratamiento propuesto de una terapia crénica de muchos afios para
producir beneficios terapéuticos sostenidos durante toda la vida, debido a que las células malignas pueden
desarrollar resistencia al destruir la decitabina con CDA (Ohta, T., y col. 2004 Oncol Rep 12:1115-1120; Hubeek, I., y
col. 2005 Br J Cancer 93:1388-1394; Huang, Y., y col. 2004 Cancer Res 64:4294-4301), y debido a que las células
malignas pueden encontrar refugio a los efectos terapéuticos de la decitabina residiendo en tejidos con altos niveles
de CDA, en el presente documento se contempla una via de administracion oral de decitabina. En este documento
se considera dicha administracion oral para disminuir los niveles maximos e incrementar el tiempo por encima de la
concentracién umbral para agotar la DNMT1; para permitir un tratamiento crénico, frecuente pero no diario (es decir,
metrondmico) para mantener los efectos terapéuticos de larga duracion al tiempo que permite la division celular y la
minimizacion de la toxicidad; y permitir el uso generalizado del farmaco en todo el mundo. Ademas, para abordar las
limitaciones y problemas mencionados anteriormente, en este documento se contempla la combinacion de
decitabina con tetrahidrouridina (THU) para su administracion por via oral.

La THU inhibe la CDA; la THU presenta un perfil de toxicidad benigno y una PK bien caracterizada; la THU supera
las barreras de primer paso intestinal y hepatica a la biodisponibilidad oral de decitabina; la THU aborda la variacion
farmacogenomica en la CDA, que produce gran variacion entre individuos en la PK y los efectos terapéuticos de la
decitabina; la THU puede producir un efecto méas predecible de una dosis de decitabina de un individuo a otro; la
THU puede incrementar el tiempo por encima de la concentracion umbral de la decitabina para agotar la DNMT1; la
THU puede eliminar los refugios para las células malignas de los efectos terapéuticos de la decitabina; y la THU
puede abordar directamente uno de los mecanismos de resistencia de las células cancerosas a los efectos
terapéuticos de la decitabina. En este documento se describe una composicion para su administracién oral que
comprende de 10 aproximadamente a 150 mg/m2 de decitabina aproximadamente y de 100 aproximadamente a 500
mg/m2 de THU aproximadamente.

La invencién proporciona una composicion para su uso en un método para tratar un trastorno de la sangre o
hematolégico o un tumor maligno sélido en un sujeto humano, el método que comprende administrar la composicion
al sujeto, en el que la composicion es para su administracion oral y comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
de decitabina y tetrahidrouridina, en la que la tetrahidrouridina esta bio-disponible de 30 a 60 minutos antes que la
decitabina, en la que la composicion es eficaz para dar como resultado una concentracién en plasma de decitabina a
un nivel maximo no superior a 0,5 uM en el sujeto.

En una realizacion, una composicién de la invencion es para el tratamiento de un trastorno de la sangre en un
sujeto. En otra realizacion mas, el trastorno de la sangre es una hemoglobinopatia o una talasemia. Por ejemplo, la
hemoglobinopatia puede ser la enfermedad de las células falciformes.

En otra realizacién, una composicion de la invencion es para el tratamiento de tumores malignos hematolégicos o
sélidos — canceres que afectan a la sangre, la médula 6sea y los ganglios linfaticos, incluyendo leucemia, linfoma y
mieloma multiple, asi como trastornos relacionados como el sindrome mielodisplasico, enfermedad
mieloproliferativa, mielofibrosis, trastornos amiloides, anemia asociada a tumor maligno, anemia asociada a
inflamacién incluida artritis reumatoide y enfermedades inflamatorias del intestino, anemia de insuficiencia renal
cronica, anemia asociada a infecciones cronicas tales como VIH o hepatitis, anemia debido a trombocitopenia
asociada a tumor maligno, trombocitopenia idiopatica purpura y enfermedades viricas, incluyendo tumores malignos
relacionados con virus. Ejemplos de tumores malignos relacionados con virus incluyen tumores malignos del EBV,
incluyendo, sin limitacién, linfoma de Burkitt, linfomas asociados a inmunosupresion, otros linfomas no Hodgkin,
enfermedad de Hodgkin, carcinoma nasofaringeo, adenocarcinoma gastrico, carcinomas de tipo linfoepitelioma y
leiomiosarcoma relacionado con inmunodeficiencias. En otra realizacion, la composicién es para el tratamiento de
canceres que afectan a otros tejidos — canceres que afectan al cerebro, cabeza, cuello, tiroides, huesos, musculo,
pulmédn, eséfago, estdbmago, intestino, mama, prostata, testiculos, ovarios, Utero, vagina, y piel.

En otra realizacion, la composicién es para su administracion oral, en la que la THU y la decitabina se combinan en
una sola capsula o comprimido. Por ejemplo, se contempla una composicién en forma de capsula que comprende
500 mg de THU aproximadamente y 100 mg de decitabina aproximadamente, para facilitar un régimen oral préximo
a 500 mg/m2 de THU combinado con 100 mg/m2 de decitabina. En otra realizacion de la invencion, la administracion
de la composicién produce una concentracion en plasma de decitabina de 0,1-0,5 uM. En otra realizacion mas, una
composicion de la invencion se administra una vez a la semana o una vez cada dos semanas a pacientes que sufren
un trastorno de la sangre. En otra realizacién adicional, una composicion de la invenciéon se administra entre una y
tres veces por semana a pacientes con cancer. En aun otra realizacion mas, una composicion de la invencion se
administra entre una vez cada dos semanas y con una frecuencia de hasta tres veces por semana en pacientes en
riesgo de desarrollar un tumor maligno hematolégico o sélido, o en riesgo de tener una recaida en un diagnostico
previo de tumor maligno hematolégico o sélido.

En este documento se describe una composicién para la administracion oral en forma de cépsula, que comprende
THU vy decitabina, en la que la THU se libera mas rapidamente que la decitabina. Por ejemplo, la THU puede estar
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sometida a una velocidad de disolucidon mas rapida, o la THU puede estar situada en la superficie de la capsula,
mientras que la decitabina se encuentra dentro de la capsula. En la composicion de la invencién, la THU esta bio-
disponible entre 30 y 60 minutos aproximadamente antes que la decitabina. La THU también se puede administrar
por separado a continuacion (con primero con THU, y a continuacion decitabina).

La composicion de la invencién se puede almacenar con un desecante. Esto puede servir para prolongar la vida (til
de una composicion de la invencion y facilitar su distribucion y su uso a escala global.

En este documento se describe un método para tratar un trastorno de la sangre en un sujeto que comprende la
administracion de una composiciéon que comprende decitabina y tetrahidrouridina como se ha descrito anteriormente.
En este documento se describe un método para tratar un cancer en un sujeto que comprende la administracion de
una composiciéon que comprende decitabina y tetrahidrouridina como se ha descrito anteriormente. La administracion
se puede producir 1-3 veces por semana.

En este documento se describe una composicion para su administracion oral que comprende de 10
aproximadamente a 150 mg/m2 de decitabina aproximadamente y de 100 aproximadamente a 500 mg/m2 de
tetrahidrouridina aproximadamente y un excipiente farmacéuticamente aceptable. En este documento se describe
una composicion para su administracion oral que comprende 100 mg de decitabina aproximadamente y 500 mg de
tetrahidrouridina aproximadamente y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

En una realizacién, la composicion de la invencion es para el tratamiento de un trastorno de la sangre en un sujeto.
En otra realizaciéon mas, el trastorno de la sangre es una hemoglobinopatia o una talasemia. En realizaciones
adicionales, la hemoglobinopatia es una enfermedad de las células falciformes y la talasemia es una beta-talasemia
(por ejemplo, la beta-talasemia de hemoglobina E).

En otra realizacion, la composicién de la invencién es para el tratamiento de un tumor maligno hematolégico o sélido
en un sujeto. En otra realizacién mas, el tumor maligno se selecciona del grupo constituido por leucemia, linfoma,
mieloma multiple, cancer de cerebro, cancer de cabeza, cancer de cuello, cancer de boca, cancer de faringe, cancer
de esofago, cancer de estdbmago, cancer de intestino, cancer de tiroides, cancer de pulmén, cancer del mediastino,
cancer del timo, cancer del mesotelio, cancer del peritoneo, cancer de hueso, cancer de musculo, cancer de piel,
cancer de préstata, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de Utero, cancer de la vagina, y tumores malignos
relacionados con virus. En una realizacion adicional, el tumor maligno relacionado con virus es un tumor maligno del
EBV.

En la composicion de la invencion, la tetrahidrouridina esta bio-disponible entre 30 y 60 minutos aproximadamente
antes que la decitabina. En una realizacion, la THU y la decitabina se administran simultdneamente. En otra
realizacién, la THU se administra primero, y la decitabina se administra después.

En este documento se describe una composicién para su administracion oral en forma de capsula o comprimido que
comprende decitabina y tetrahidrouridina y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en la que la tetrahidrouridina
esta bio-disponible entre 30 y 60 minutos aproximadamente antes que la decitabina. En una realizacién, la
tetrahidrouridina se encuentra en la superficie de la capsula o comprimido, y la decitabina se encuentra dentro de la
capsula o comprimido. En la invencién, la THU se puede administrar primero en una capsula o comprimido, y la
decitabina se administra mas tarde en una segunda capsula o comprimido.

En este documento se describe un método para tratar un trastorno de la sangre en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto una composicién como se ha descrito en el presente documento. El trastorno de la sangre
descrito en este documento es una hemoglobinopatia o talasemia. En otra realizacion, al sujeto se le proporciona
una forma de terapia adicional.

En este documento se describe un método para tratar un tumor maligno hematoldgico o sélido en un sujeto, que
comprende administrar al sujeto una composicion como se ha descrito en el presente documento. En una
realizacién, el tumor maligno se selecciona del grupo constituido por leucemia, linfoma, mieloma multiple, cancer de
cerebro, cancer de cabeza, cancer de cuello, cancer de boca, cancer de faringe, cancer de eso6fago, cancer de
estdmago, cancer de intestino, cancer de tiroides, cancer de los pulmones, cancer del mediastino, cancer del timo,
cancer del mesotelio, cancer del peritoneo, cancer de hueso, cancer de musculo, cancer de piel, cancer de la
préstata, cancer de mama, cancer de ovarios, cancer de Utero, cancer de la vagina, y tumores malignos
relacionados con un virus. En otra realizacion, el tumor maligno relacionado con un virus es un tumor maligno del
EBV. En otra realizacién mas, al sujeto se le proporciona una forma de terapia adicional.

La invencidn se puede usar para disminuir la variacién entre individuos en la farmacocinética y/o efectos clinicos de
la decitabina en sujetos, que comprende administrar a los sujetos una composicion como se ha descrito en el
presente documento.

La invencién se puede usar para prolongar el tiempo por encima de la concentracion umbral para agotar la DNMT1
con decitabina en un sujeto y evitar los altos niveles maximos que dafian el ADN de la decitabina, que comprende
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administrar al sujeto una composicion como se ha descrito en el presente documento.
En la invencion, el sujeto es un ser humano.
Breve descripcion de las Figuras

La siguiente descripcion detallada de la invencién, dada a modo de ejemplos, pero que no pretende limitar la
invencion a las realizaciones especificas descritas, puede entenderse junto con las Figuras adjuntas, en las que:

La Figura 1A cuantifica, en forma de grafico de barras, el dafio del ADN evaluado en células hematopoyéticas
CD34+ normales sometidas a diversas concentraciones de decitabina. La Figura 1B muestra histogramas que
representan el dafio del ADN evaluado por fosforilacion de la histona H2AX. La Figura 1C representa
graficamente la fase S/IG2M con varias concentraciones de tratamiento de decitabina.

La Figura 2A representa graficamente los recuentos de células para las células CD34+, células AML1-ETO
CD34+ y células KASUMI-1 expuestas a Ara-C frente a dos dosis diferentes de decitabina. La Figura 2B muestra,
en forma de gréfico de barras, la capacidad de formacién de colonias de células CD34+ normales y células AMLI-
ETO CD34+ tratadas con decitabina frente a Ara-C con el tiempo.

La Figura 3A muestra una tabla que proporciona el tipo FAB y anomalias citogénicas para muestras de varios
pacientes. La Figura 3B representa graficamente los recuentos de células en el dia 7 en las células tratadas con
decitabina frente a células no tratadas.

La Figura 4 representa graficamente los recuentos de células tratadas con decitabina frente a células no tratadas
el dia 9.

La Figura 5A representa graficamente el volumen del tumor con el tiempo en ratones tratados con PBS (control)
frente a decitabina frente a Sunitinib frente a una combinacién de decitabina y Sunitinib. La Figura 5B representa
graficamente el namero de células con el tiempo para los ratones.

La Figura 6 muestra, en forma de grafico de barras, la represion de HoxB4, Bmi-1, y cKIT y la activacién de
Mcsfr, Gmcsfr, y F4/80 con el tiempo en células PUER.

La Figura 7A representa graficamente la proliferacion celular con el tiempo de tratamiento con OHT frente a OHT
+ decitabina frente a OHT seguido de decitabina. La Figura 7B representa graficamente la diferenciaciéon de
macréfagos (F4/80) y células madre (c-KIT) con el tiempo de tratamiento con OHT frente a OHT + decitabina
frente a OHT seguido de decitabina. La Figura 7C muestra, en forma de grafico de barras, Bmil, HoxB4, cKIT,
F4/80, Gmcsfr y Mcsfr con el tiempo de tratamiento con OHT frente a OHT + decitabina frente a OHT seguido de
decitabina.

La Figura 8 muestra, en forma de grafico de barras, Bmil, HoxB4, cKIT, F4/80, Gmcsfr, y Mcsfr con el tiempo en
células PUERshRunx1.

La Figura 9A muestra, en forma de gréafico de barras, PU.1, CEBPa, CEBP¢ y GATA-1 en diversas muestras de
pacientes. La Figura 9B enumera, en forma de tabla, la clasificacién de la OMS y las anomalias citogénicas para
cada una de las muestras. La Figura 9C muestra, en forma de gréafico de barras, la metilacién del gen precursor y
la metilacion de genes de diferenciaciéon para células CD34+ normales, células normales de médula ésea,
células de SMD, y células de LMA.

La Figura 10 representa la supervivencia de ratones leucémicos sin tratar frente a ratones tratados con
decitabina.

La Figura 11 representa graficamente los niveles maximos de decitabina y el tiempo por encima del umbral para
el agotamiento de la DNMT1 producido por decitabina subcutanea frente a decitabina oral.

Las Figuras 12A y 12B muestran, en forma de grafico de barras, el agotamiento de la DNMTL1 en lineas celulares
sensibles a decitabina y resistentes a decitabina (en términos de % de crecimiento del control para los gréaficos
de barras).

La Figura 13 representa graficamente la elevacion de la expresion de HbF con el tiempo asociada a la
decitabina.

La Figura 14 representa graficamente las curvas de concentracion en plasma-tiempo de la decitabina en
primates no humanos.

La Figura 15 representa graficamente las curvas de concentracion en plasma-tiempo de la decitabina después de
la administracion oral a babuinos a 10 mg/kg.

La Figura 16 representa graficamente las curvas de concentracion en plasma-tiempo de la decitabina en
babuinos después de administracion oral sola 0 60 minutos después de THU

La Figura 17 representa graficamente las curvas de concentracion en plasma-tiempo de la decitabina en
babuinos después de administracién oral sola a 5 mg/kg o 60 minutos después de 2 0 20 mg/kg de THU

La Figura 18A representa, en forma de gréafico de barras, la distribucién de las AUC en 7 animales tratados con
10 mg/kg de decitabina sola por sonda oral o 20 mg/kg de THU por sonda oral seguido de 5 mg/kg de decitabina
por sonda oral 60 minutos mas tarde. La linea horizontal en la caja = mediana, los limites de la caja = rango
intercuartil, conectando la linea diagonal se une la media en los dos grupos. La amplia separacion de la mediana
y la media en el grupo de decitabina sola se redujo sustancialmente en el grupo de decitabina-THU. La diferencia
en las medianas entre los dos grupos no fue estadisticamente significativa (p = 0,22, Wilcoxon). La diferencia en
las medias entre los dos grupos no fue estadisticamente significativa (p = 0,08, prueba t apareada). La Figura
18B representa, en forma de grafico de barras, los resultados de A desglosados por animales individuales.
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Descripcion detallada de la invencion
|. Definiciones

El término "tratar", como se usa en este documento, se refiere a alterar el curso de la enfermedad del sujeto que
esta siendo tratado. Efectos terapéuticos de tratamiento incluyen, sin limitacién, la prevencion de la aparicion o
recurrencia de la enfermedad, el alivio de los sintoma(s), la disminuciéon de las consecuencias patoldgicas directas o
indirectas de la enfermedad, la disminucién de la velocidad de progresion de la enfermedad, la mejora o paliacion
del estado de la enfermedad, y la remision o mejora del prondéstico.

Los tumores malignos hematoldgicos son un grupo de neoplasias que surgen por la transformacion maligna de las
células derivadas de la médula 6sea. Se pueden subdividir en trastornos mieloides y linfoides e incluyen, sin
limitacion, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoide crénica, linfoma difuso de células B grandes, linfoma
central folicular, linfoma de Hodgkin, linfoma de células del manto, linfoma de la zona marginal, macroglobulinemia
de Waldenstrom, mieloma, gammapatia monoclonal de significacion incierta, sindrome de linfocitos granulares
grandes, sindrome prolinfocitico T, sindrome de Sezary, linfoma, linfoma angio-inmunoblastico, linfoma anaplasico
de células grandes, micosis fungoide, papulosis linfomatoide, linfoma del intestino delgado, leucemia mieloide
aguda, sindrome mielodisplasico, trastornos mieloproliferativos, milofibrosis, hemoglobinuria paroxistica nocturna,
anemia aplasica, anemia asociada a tumor maligno, trombocitopenia asociada a tumor maligno, tumores malignos
relacionados con virus, sindrome linfoproliferativo post-trasplante, linfoma NK/T, linfoma relacionado con el sida,
linfoma de Burkitt, y linfoma no Burkitt de células pequefias. La leucemia linfocitica crénica, el linfoma no Hodgkin, y
la leucemia mieloide son tumores malignos particularmente prevalentes contemplados para su tratamiento en este
documento.

Las neoplasias tumorales malignas sélidas son un grupo de neoplasias que surgen por la transformacién maligna de
las células en tejidos no relacionados con la sangre. Estos incluyen, sin limitacion, tumores malignos del cerebro,
cabeza, cuello, boca, faringe, eséfago, estdmago, intestino, tiroides, pulmones, mediastino, timo, mesotelio,
peritoneo, hueso, mulsculo, piel, préstata, mamas, ovarios, Gtero y vagina.

Las hemoglobinopatias y talasemias se pueden caracterizar ambas como "trastornos de la sangre" y son causadas
por anomalias en los genes de la globina. Los trastornos de la sangre incluyen trastornos que pueden tratarse,
prevenirse 0 mejorarse de otro modo mediante la administracién de un compuesto de la invencién. Un trastorno de
la sangre es cualquier trastorno de la sangre y de los érganos hematopoyéticos. El término trastorno de la sangre
incluye anemias nutricionales (por ejemplo, la anemia por deficiencia de hierro, disfasia sideropénica, sindrome de
Plummer-Vinson, anemia por deficiencia de vitamina B12, anemia por deficiencia de vitamina B12 debida a factores
intrinsecos, anemia perniciosa, anemia por deficiencia de acido félico y otras anemias nutricionales), sindrome
mielodisplasico, insuficiencia de la médula 6sea o anemia como resultado de quimioterapia, radiacion u otros
agentes o terapias, anemias hemoliticas (por ejemplo, anemia debido a trastornos enzimaticos, anemia debido a
deficiencia de fosfato deshidrogenasa (G6PD), favismo, anemia debido a trastornos del metabolismo del glutatién,
anemia debido a trastornos de las enzimas glucoliticas, anemias debido a trastornos del metabolismo de nucleétidos
y anemias debidas a trastornos enzimaticos sin especificar), talasemia, a-talasemia, B-talasemia (por ejemplo, beta
talasemia de hemoglobina E), &B-talasemia, rasgos de talasemia, persistencia hereditaria de hemoglobina fetal
(HPFP), y otras talasemias, trastornos de las células falciformes (anemia de células falciformes con crisis, anemia de
células falciformes sin crisis, trastornos drepanociticos heterocigotos dobles, rasgos de células falciformes y otros
trastornos de células falciformes), anemias hemoliticas hereditarias (esferocitosis hereditaria, eliptocitosis
hereditaria, otras hemaglobinopatias y otras anemias hemoliticas hereditarias especificas, como estomatociclosis),
anemia hemolitica adquirida (por ejemplo, anemia hemolitica autoinmune inducida por farmacos, otras anemias
hemoliticas autoinmunes, como anemia hemolitica autoinmune cdalida, anemia hemolitica no autoinmune inducida
por farmacos, sindrome hemolitico urémico, y otras anemias hemoliticas no autoinmunes, tales como anemia
hemolitica microangiopatica; anemias aplasicas (por ejemplo, aplasia pura adquirida de glébulos rojos
(eritoblastopenia), otras anemias aplasicas, tal como anemia aplasica constitutiva y anemia de Fanconi, anemia
post-hemorragica aguda y anemias en enfermedades croénicas), defectos de la coagulacion (por ejemplo,
coagulacion intravascular diseminada (sindrome de difibrinacion)), deficiencia hereditaria del factor VIII (hemofilia A),
deficiencia hereditaria del factor IX (enfermedad de Christmas), y otros defectos de la coagulacion tales como la
enfermedad de Von Willebrand, deficiencia hereditaria del factor XI (hemofilia C), purpura (por ejemplo, defectos
plaguetarios cualitativos y enfermedad de Glanzmann), neutropenia, agranulocitosis, trastornos funcionales de
neutrofilos polimorfonucleares, otros trastornos de glébulos blancos de la sangre (por ejemplo, eosindfilia,
leucocitosis, linfocitosis, linfopenia, monocitosis y plasmaciclosis), enfermedades del bazo, metahemoglobinemia,
otras enfermedades de la sangre y 6rganos que forman la sangre (por ejemplo, eritrocitosis familiar, policitemia
secundaria, trombocitosis esencial y basofilia), trombocitopenia, anemia infecciosa, hipoproliferativas o anemias
hipoplasicas, enfermedad de la hemoglobina C, D y E, enfermedad Lepore de la hemoglobina y las enfermedades
IIbll y 1IbS, anemias debidas a la pérdida de sangre, radioterapia o quimioterapia, o trombocitopenias y neutropenias
debido a radioterapia o quimioterapia, anemias sideroblasticas, anemias mieloptisicas, anemias mediadas por
anticuerpos y ciertas enfermedades que implican al tejido linforreticular y el sistema reticulohistiocitico (por ejemplo,
histiocitosis de células de Langerhans, granuloma eosinéfico, enfermedad de Hand-Schuller-Christian,
linfohistiocitosis hemofagocitica y sindrome hemofagocitico asociado a infeccidn).
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Las talasemias se clasifican seguin qué cadena de la molécula de hemoglobina se encuentra afectada. En a-
talasemias, la produccion de la cadena de a globina se encuentra, mientras que en la P talasemia, se encuentra
afectada la produccion de la cadena de B globina. Las cadenas de 3 globina estan codificadas por un Unico gen en el
cromosoma 11.

Las beta talasemias se deben a mutaciones en el gen IIBB en el cromosoma 11. La gravedad de la enfermedad
depende de la naturaleza de la mutacion. Las mutaciones se caracterizan como (B° o B talasemia mayor) si impiden
toda formacion de cadenas P (que es la forma mas grave de beta talasemia); se caracterizan como (+ o P
talasemia intermedia) si permiten que se produzca cierta formacion de cadena (3. En cualquier caso, hay un exceso
relativo de cadenas a, pero éstas no forman tetrameros: mas bien, se unen a las membranas de los glébulos rojos,
produciendo dafio en la membrana, y a altas concentraciones forman agregados toxicos.

El término "excipiente farmacéuticamente aceptable", como se usa en este documento, se refiere a portadores y
vehiculos que son compatibles con el principio activo de una composicién farmacéutica descrita en el presente
documento (y preferentemente capaz de estabilizarla) y no perjudicial para el sujeto a tratar. Por ejemplo, se pueden
usar agentes de solubilizacion que forman complejos especificos méas solubles con los compuestos descritos en este
documento como excipientes farmacéuticos para la administracion de los compuestos. Los portadores y vehiculos
adecuados son conocidos por los expertos en la materia. El término "excipiente" como se usa en este documento
abarcara todos estos vehiculos, adyuvantes, diluyentes, disolventes, u otros aditivos inactivos. Los excipientes
farmacéuticamente aceptables adecuados incluyen, pero no se limitan a, agua, soluciones salinas, alcohol, aceites
vegetales, polietilenglicoles, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina viscosa,
aceite de perfume, monoglicéridos y diglicéridos de acidos grasos, ésteres de acidos grasos de éter de petréleo,
hidroximetil-celulosa, polivinilpirrolidona, etc. Las composiciones farmacéuticas descritas en este documento también
se pueden esterilizar y, si se desea, se pueden mezclar con agentes auxiliares, por ejemplo, lubricantes,
conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales para influir en la presion osm@tica,
tampones, colorantes, saborizantes y/o sustancias aromaticas y similares, que no reaccionan perjudicialmente con
los compuestos activos de la invencion.

El término "bio-disponible”, como se denomina en el presente documento, se refiere a cuando el agente activo
(tetrahidrouridina o decitabina) puede ser absorbido y usado por el cuerpo. "Bio-disponible por via oral" indica que el
agente se ha tomado por la boca y puede ser absorbido y usado por el cuerpo.

El término "sujeto” como se usa en este documento, se refiere a un vertebrado, preferentemente un mamifero, mas
preferentemente un primate, alin mas preferentemente un ser humano. Los mamiferos incluyen, sin limitacion, seres
humanos, primates, animales salvajes, animales de granja, animales deportivos, y mascotas.

El término "obtencion" como en "la obtencién de la composicion" esta previsto que incluya la compra, sintesis, o
adquisicion de otra manera de la composicion (o agente(s) de la composicion).

Los términos "comprende”, "que comprende”, esta previsto que tengan el significado amplio que se les atribuye en la
Ley de Patentes de Estados Unidos y puede significar "incluye”, "que incluye" y similares.

La invencion se puede entender con mas profundidad en referencia a la siguiente descripcion y ejemplos ilustrativos
detallados, que estan destinados a ejemplificar realizaciones no limitantes de la invencion.

Il. Realizaciones adicionales de la invencion
Composiciones farmacéuticas

En este documento se describen composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion que comprenden de 10
aproximadamente a 150 mg/m2 de decitabina aproximadamente y de 100 aproximadamente a 500 mg/m2 de THU
aproximadamente y un excipiente farmacéuticamente aceptable, en cantidades relativas y formuladas de tal manera
gue una composicion o una forma de dosificacién farmacéutica dada reactive la expresién de hemoglobina fetal
(HbF) y/o expanda las células madre hematopoyéticas normales y/o provoque un cambio hacia el linaje
eritropoyético. Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacion pueden comprender 100 mg de decitabina
aproximadamente y 500 mg de THU aproximadamente y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones descritas en el presente documento se pueden formular de tal manera que una composicion
farmacéutica 0 una forma de dosificacion dada disminuyan la represién aberrante de genes relacionados con la
diferenciaciéon en tumores malignos hematoldgicos o sdlidos, reduciendo o inhibiendo el crecimiento de las células
transformadas (cancerosas). Dichas composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién pueden comprender uno
0 mas agentes activos adicionales. Para el tratamiento de tumores malignos hematolégicos o sélidos, dichos
agentes activos adicionales incluyen agentes quimioterapéuticos conocidos en la técnica.

Las composiciones de la invencién se administran por via oral en dosis eficaces, dependiendo del peso, el area de
superficie corporal, y el estado del sujeto que esta siendo tratado. Se pueden producir variaciones dependiendo de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537228 T3

la especie del sujeto tratado y su respuesta individual a dicho medicamento, asi como del tipo de formulacion
farmacéutica seleccionada y del periodo y del intervalo de tiempo a los cuales se lleva a cabo dicha administracion.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la invencion se pueden administrar solas o en combinacion
con otras composiciones conocidas para el tratamiento de trastornos de la sangre en un sujeto humano. En una
realizacion, el sujeto padece un trastorno de la sangre. En otra realizacion, el sujeto presenta riesgo de padecer un
trastorno de la sangre.

En otra realizacion, las composiciones farmacéuticas de la invencién se pueden administrar solas o en combinacion
con otras composiciones conocidas para el tratamiento de tumores malignos hematol6gicos en un sujeto humano.
En una realizacion, el sujeto padece un tumor maligno hematolégico. En otra realizacion, el sujeto presenta riesgo
de padecer un tumor maligno hematoldgico.

El lenguaje "en combinacién con" una composicién conocida esta previsto que incluya la administracion simultanea
de la composicién de la invencion y la composicion conocida, la administracion en primer lugar de la composicion de
la invencion, seguido de la composicidn conocida y la administracion en primer lugar de la composicién conocida,
seguido de la composicion de la invencién. En los métodos de la invencién se puede usar cualquier composicién
conocida en la técnica para el tratamiento de trastornos de la sangre o tumores malignos hematoldgicos.

La administracion de las composiciones de la invencién se puede llevar a cabo en una sola dosis o en varias dosis.
Por ejemplo, las composiciones de esta invencion se pueden administrar de forma ventajosa en una amplia variedad
de formas de dosificacion diferentes, es decir, se pueden combinar con diversos vehiculos inertes
farmacéuticamente aceptables en forma de comprimidos, grageas, capsulas, pastillas para chupar, trociscos,
caramelos duros, suspensiones acuosas, elixires, jarabes, y similares. Dichos vehiculos incluyen diluyentes o cargas
sélidas, medios acuosos estériles y diversos disolventes organicos no téxicos, etc. Ademas, las composiciones
farmacéuticas orales pueden estar convenientemente edulcoradas y/o aromatizadas. En general, los compuestos
farmacéuticamente eficaces usados en esta invencion estan presentes en dichas formas de dosificacion a niveles de
concentracion que oscilan entre el 5,0 % aproximadamente y el 70 % en peso aproximadamente.

Para la administracion por via oral, se pueden emplear comprimidos que contienen diversos excipientes tales como
celulosa microcristalina, citrato soédico, carbonato de calcio, fosfato de dicalcio y glicina junto con diversos
desagregantes tales como almiddn (y preferentemente almidon de maiz, patata o tapioca), acido alginico y ciertos
silicatos complejos, junto con aglutinantes de granulacion como polivinilpirrolidona, sacarosa, gelatina y goma
arabiga. Ademas, con frecuencia son muy Utiles agentes lubricantes tales como estearato de magnesio, lauril sulfato
sédico y talco para la formacion de comprimidos. También se pueden emplear como agentes de relleno
composiciones sélidas de un tipo similar en capsulas de gelatina; los materiales preferidos en este sentido también
incluyen lactosa o azlcar de la leche asi como polietilenglicoles de alto peso molecular. Cuando se desea la
administracion oral de las suspensiones y/o elixires acuosos, el principio activo se puede combinar con diversos
agentes edulcorantes o aromatizantes, materia colorante o tintes, y, si asi se desea, también con agentes
emulsionantes y/o de suspension, junto con diluyentes tales como agua, etanol, propilenglicol, glicerina y diversas
combinaciones similares.

Se pueden formular composiciones de liberacién sostenida que incluyen aquellas en las que el componente activo
se obtiene con recubrimientos degradables de forma diferencial, por ejemplo, mediante microencapsulacion,
multiples recubrimientos, etc. En una composiciéon de la invencion, el THU esta biodisponible de 30 a 60 minutos
aproximadamente antes que la decitabina.

Se apreciara que las cantidades reales preferidas de compuestos activos usados en un tratamiento determinado
variaran dependiendo de las composiciones particulares formuladas. Las tasas de administracién 6ptimas para un
protocolo de administracion dado pueden ser evaluadas facilmente por los expertos en la materia usando los
ensayos convencionales de determinacion de la dosificacion realizados segun las directrices anteriores.

También se entenderd que se han de tomar las precauciones normales conocidas en general con respecto a la
administracion de los compuestos usados en la invencion de forma general para garantizar su eficacia en
circunstancias de uso normales. En particular cuando se emplean para el tratamiento terapéutico de seres humanos
in vivo, el facultativo debe tomar todas las precauciones razonables para evitar contraindicaciones y efectos téxicos
conocidos de forma general.

La composicion, forma y tipo de formas de dosificacion de la invencién normalmente variaran dependiendo de su
uso. Este aspecto de la invencidon serd muy evidente para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo,
Pharmaceutical Sciences de Remington (1990) 18a ed., Mack Publishing, Pa Oriental.

Las composiciones farmacéuticas y formas de dosificacién pueden comprender uno o mas compuestos que reducen
la velocidad a la cual se descompone el compuesto de la invencion. Dichos compuestos, que en este documento se
denominan "estabilizantes" incluyen, pero no estan limitados a, antioxidantes tales como acido ascérbico, tampones
de pH, o tampones salinos.
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La interrelacion de dosificaciones para animales y seres humanos (basado en miligramos por metro cuadrado de
superficie corporal) se describe en Freireich, y col. 1966 Cancer Chemother Rep. 50: 219. La superficie corporal se
puede determinar de forma aproximada a partir de la altura y peso del paciente. Véase, por ejemplo, Scientific
Tables, Geigy Pharmaceuticals, Ardley, Nueva York, 1970, 537.

Métodos de tratamiento

Una composicion de la invencion se puede administrar a un paciente en necesidad de tratamiento de un trastorno de
la sangre. Una composicién de la invencion se puede administrar a un paciente en necesidad de un tratamiento de
un tumor maligno hematol6gico o soélido.

La capacidad de respuesta de la enfermedad a composiciones de la invencion se puede medir directamente por
comparacién con farmacos convencionales (por ejemplo, para tumores malignos hematoldgicos o solidos, agentes
guimioterapéuticos; para ciertos trastornos de la sangre, hidroxiurea, inhibidores de histona desacetilasa, o
eritropoyetina), o se puede inferir basandose en la compresién de la etiologia y progresion de la enfermedad. Por
ejemplo, hay una serie de sistemas de ensayo de expresion IIbF que son ampliamente aceptados en la técnica como
predictores de efectos in vivo. Por tanto, la demostracion de que un compuesto de esta invencion induce la
expresion de HbF en estos ensayos es la evidencia de la utilidad clinica de estos para el tratamiento de una
hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir, un trastorno de la sangre.

"Tratamiento” o "tratar" puede referirse a una mejora de una hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir, un
trastorno de la sangre, o al menos uno de sus sintomas discernibles. En otra realizacion, "tratamiento” o "tratar" se
refiere a una mejora de al menos un parametro fisico medible, no necesariamente discernible por el paciente. En
otra realizacion mas, "tratamiento" o "tratar" se refiere a inhibir la progresion de una hemoglobinopatia y/o una
talasemia, es decir, un trastorno de la sangre, ya sea fisicamente, por ejemplo, estabilizacion de un sintoma
discernible, fisiologicamente, por ejemplo, estabilizacién de un parametro fisico, 0 de ambos. En otra realizaciéon
mas, "tratamiento" o "tratar" se refiere a retrasar el comienzo de una hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir,
un trastorno de la sangre, o sus sintomas.

"Tratamiento” o "tratar" puede referirse a una mejora de un tumor maligno hematoldgico o sélido o al menos uno de
sus sintomas discernibles. En otra realizacion, "tratamiento" o "tratar" se refiere a una mejora de al menos un
parametro fisico medible, no necesariamente discernible por el paciente. En otra realizacion mas, "tratamiento” o
"tratar" se refiere a la inhibicion de la progresion del cancer, bien sea fisicamente, por ejemplo, estabilizacién de un
sintoma discernible, bien fisiolégicamente, por ejemplo, estabilizacion de un parametro fisico, o0 de ambos. En otra
realizacién mas, "tratamiento” o "tratar" se refiere a retrasar el comienzo de un tumor maligno hematol6gico o sélido
0 sus sintomas.

Las composiciones de la invencion se pueden someter a ensayo in vitro o in vivo, para la actividad terapéutica o
profilactica deseada, antes de su uso en seres humanos. Por ejemplo, se pueden usar sistemas de modelos
animales para demostrar la seguridad y eficacia de los compuestos de esta invencién.

Sin desear estar limitado por la teoria, se cree que las composiciones de esta invencion inducen la expresion de
genes, por ejemplo, la expresion de la hemoglobina fetal y, como resultado, se pueden usar para tratar o prevenir
una hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir, un trastorno de la sangre. Ademas, sin desear estar ligado por la
teoria, se cree que las composiciones de esta invenciébn se unen y agotan la ADN metil transferasa
(especificamente, la DNMT1), disminuyendo la represion o la represion aberrante de genes que podrian tener
efectos terapéuticos si se expresasen, y, como resultado, se pueden usar para tratar o prevenir tumores malignos
hematolégicos o sdlidos. Cabe sefialar, sin embargo, que las composiciones pueden actuar a través de una
actividad secundaria o diferente, tal como, sin limitacion, la estimulacion de la hematopoyesis, la eritropoyesis, y el
aumento de la auto-renovacion de las células madre normales.

La expresion alterada de genes también podria incrementar el reconocimiento de células malignas por las células
del sistema inmune, independientemente de que el sistema inmune sea el sistema inmune del propio paciente o un
sistema inmune alogénico reconstituido a través de un trasplante alogénico de células madre o infusion de linfocitos
del donante.

Terapia combinada

Los métodos descritos en este documento para el tratamiento de una hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir,
un trastorno de la sangre, en un sujeto ademas pueden comprender la administracion al sujeto al que se le
administra una composicion de esta invencion de una cantidad eficaz de uno o mas de otros agentes terapéuticos.
En una realizacién de la invencion, en la que a un sujeto se le administra otro agente terapéutico, la cantidad eficaz
de la composicion de la invencidn es inferior a su cantidad eficaz si no se administrase el otro agente terapéutico. En
otra realizacion, la cantidad eficaz del otro agente terapéutico es inferior a su cantidad eficaz si no se administrase la
composicion de la invencién.
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Los métodos descritos en este documento para el tratamiento de un tumor maligno hematolégico o sélido en un
sujeto ademas puede comprender la administracion al sujeto tratado con una composicion de la invencion de una
cantidad eficaz de uno o mas agentes terapéuticos diferentes. En una realizacion de la invencién en la que se
administra otro agente terapéutico a un sujeto, la cantidad eficaz de la composicion de la invencion es inferior a su
cantidad eficaz si no se administrase el otro agente terapéutico. En otra realizacion, la cantidad eficaz del otro
agente terapéutico es inferior a su cantidad eficaz si no se administrase la composicion de la invencion.

El método descrito en este documento puede incluir una modalidad terapéutica adicional. Por ejemplo, la modalidad
terapéutica adicional es terapia de radiacion o un agente quimioterapéutico citotéxico, tal como un antimetabolito
(por ejemplo, 5-FU, con leucovorina), irinotecan (u otro inhibidor de la topoisomerasa), doxorubicina, inhibidores de
IIDAC, agentes antiviricos, agentes anti-retrovirales, o cualquier combinacién de todos estos agentes, incluyendo la
administracion de todos estos agentes. Incluido con el tratamiento con el agente anti-antivirico puede estar el pre-
tratamiento con un agente que induce la expresion de la timidina quinasa virica.

Los métodos que se describen en el presente documento pueden incluir el seguimiento del sujeto para el efecto
farmacodinamico de la terapia, por ejemplo, por agotamiento de la DNMT1 en las células normales y en células
malignas.

Los métodos ademas pueden incluir la etapa de seguimiento del sujeto, por ejemplo, para una reducciéon en uno o
mas de: una reduccién en el tamafio del tumor; reduccion de los marcadores de cancer, por ejemplo, niveles de
antigeno especifico de cancer; reduccién en la aparicion de nuevas lesiones, por ejemplo, en una gammagrafia
6sea; una reduccion en la aparicion de nuevos sintomas relacionados con la enfermedad; o disminucién o
estabilizacion del tamafio de la masa de tejido blando; o cualquier parametro relacionado con la mejora de los
resultados clinicos. Se puede hacer un seguimiento del sujeto en uno o mas de los siguientes periodos: antes de
comenzar el tratamiento; durante el tratamiento; o después de que se hayan administrado uno o0 mas elementos del
tratamiento. El seguimiento se puede usar para evaluar la necesidad de mas tratamiento con la composicion de la
invenciéon o para el tratamiento adicional con agentes adicionales. Generalmente, una disminucién o estabilizacion
de uno o mas de los parametros descritos anteriormente son indicativas de una mejoria en las condiciones del
sujeto. La informacion acerca del seguimiento se puede registrar, por ejemplo, en forma electrénica o digital.

Los métodos de tratamiento desvelados en este documento se pueden usar en combinacién con una o mas
modalidades de tratamiento adicionales, incluyendo, pero no limitado a: cirugia; terapia de radiacion, y
quimioterapia.

Con referencia a los métodos desvelados en este documento, el término "combinacion” se refiere al uso de uno o
mas agentes o terapias adicionales para tratar al mismo paciente, en el que el uso o la accion de los agentes o
terapias se solapan con el tiempo. Los agentes o terapias adicionales se pueden administrar al mismo tiempo que se
administra la composicion de la invencion, o secuencialmente en cualquier orden. Las administraciones secuenciales
son administraciones que se dan en diferentes momentos. El tiempo entre la administracién de un agente y otro
puede ser de minutos, horas, dias o semanas.

El agente o terapia adicional también puede ser otro agente o terapia anticancerigenos. Ejemplos de agentes
anticancerigenos incluyen, por ejemplo, agentes anti-microtubulos, inhibidores de la topoisomerasa, antimetabolitos,
inhibidores de la mitosis, agentes alquilantes, agentes intercalantes, agentes capaces de interferir con una via de
transduccion de sefiales, agentes que promueven la apoptosis, radiacién, y anticuerpos dirigidos contra otros
antigenos asociados al tumor (incluyendo anticuerpos desnudos, inmunotoxinas y radioconjugados). Ejemplos de
clases particulares de agentes anticancerigenos se proporcionan con detalle de la forma siguiente:
antitubulina/antimicrotibulos, por ejemplo, paclitaxel, vincristina, vinblastina, vindesina, vinorelbina, taxotere;
inhibidores de la topoisomerasa |, por ejemplo, irinotecan, topotecan, camptotecina, doxorubicina, etopésido,
mitoxantrona, daunorrubicina, idarrubicina, teniposido, amsacrina, epirubicina, merbarona, clorhidrato de
piroxantrona; antimetabolitos, por ejemplo, 5-fluorouracilo (5-FU), metotrexato, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
fosfato de fludarabina, citarabina/Ara-C, trimetrexato, gemcitabina, acivicina, alanosina, pirazofurina, N-fosforacetil-L-
aspartato = PALA, pentostatina, 5-azacitidina, 5-aza-2'-desoxicitidina, ara-A, cladribina, 5-fluorouridina, FUDR,
tiazofurina, acido N-[5-[N-(3,4-dihidro-2-metil-4-oxoquinazolin-6-ilmetil)-N-metilamino]-2-tenoil]-L-glutamico; agentes
alquilantes, por ejemplo, cisplatino, carboplatino, mitomicina C, BCNU (carmustina), melfalan, tiotepa, busulfan,
clorambucilo, plicamicina, dacarbazina, fosfato de ifosfamida, ciclofosfamida, mostaza de nitrégeno, mostaza de
uracilo, pipobroman, 4-ipomeanol; agentes que actlan a través de otros mecanismos de accién, por ejemplo,
dihidrolenperone, espiromustina, y desipéptido; modificadores de la respuesta biolégica, por ejemplo, para mejorar
las respuestas anti-tumorales, tales como el interferén; agentes apoptoticos, tales como actinomicina D; y anti-
hormonas, por ejemplo anti-estrégenos tales como el tamoxifeno o, por ejemplo antiandrégenos tales como 4'-ciano-
3-(4-fluorofenilsulfonil)-2-hidroxi-2-metil-'3-(trifluorometil)propionanilida.

Asimismo se contemplan los inhibidores de la histona desacetilasa (inhibidores de la HDAC), una clase de
compuestos que interfieren con la funciéon de la histona desacetilasa, como agentes adicionales para la terapia
combinada. Inhibidores de la HDAC incluyen, sin limitacién, acidos hiroxamicos (por ejemplo, tricostatina A),
tetrapéptidos ciclicos (por ejemplo, trapoxina B), depsipéptidos (por ejemplo, romidepsina), benzamidas, cetonas
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electrofilas, compuestos de éacido alifatico (por ejemplo, fenilbutiral, acido valproico), SAHA/vorinostat, FK228,
Belinostat/PXD101, panobinostat, MS-275, LAQ824/IBII589, CI994, MGCDO0103, nicotinamida, derivados NAI),
dihidrocumarina, naftopiranona, 2-hidroxinaftaldehidos, derivados de dicarboxamida, derivados de piridilo y
pirimidinilo, derivados de 4-carboxibencilamino, derivados fluorados de arilamida, compuestos similares al estilbeno,
derivados de 3-(4-amidopirrol-2-ilmetilideno)-2-indolinona y fenoxazinona.

Una terapia combinada puede incluir la administracion de un agente que reduce los efectos secundarios de otras
terapias. El agente puede ser un agente que reduce los efectos secundarios de los tratamientos contra el cancer.
Una terapia combinada también puede incluir la administraciéon de un agente que reduce la frecuencia de
administracion de otras terapias. El agente puede ser un agente que disminuye el crecimiento del tumor después de
gue se hayan reducido los efectos anticancerigenos de otras terapias.

Los expertos en la materia entenderan y apreciaran las terapias combinadas Utiles. Las posibles ventajas de dichas
terapias combinadas incluyen la capacidad de usar menos de cada uno de los principios activos individuales para
minimizar los efectos secundarios tdxicos, mejoras sinérgicas en la eficacia, mejora en la facilidad de administracion
0 uso, y/o gasto global reducido en la preparacion o formulacién del compuesto. Por ejemplo, los compuestos de la
invencion se pueden administrar al sujeto para el tratamiento de una hemoglobinopatia y/o una talasemia, es decir,
un trastorno de la sangre, en combinacién con una 0 mas citoquinas. En una realizacion, la citoquina se selecciona
del grupo que consiste en IL-3, GM-CSF, G-CSF, factor de células madre (SCF) e IL-6.

Equivalentes

Los expertos en la materia reconoceran, o seran capaces de determinar s6lo usando experimentacion rutinaria,
numerosos equivalentes a los procedimientos especificos descritos en este documento.

La invencion se define en profundidad por referencia a los siguientes ejemplos que describen con detalle la
preparacion de los compuestos de la invencion. Sera evidente para los expertos en la materia que se pueden poner
en practica muchas modificaciones, tanto de materiales como de métodos, sin apartarse del fin e interés de esta
invencion. Los siguientes ejemplos se exponen para ayudar a entender la invencion y no se deben interpretar como
especificamente limitantes de la invencién descrita y reivindicada en este documento.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos se proporcionan solamente con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la
invencion.

Ejemplo 1. La decitabina puede agotar la DNMT1 en las células madre y progenitoras hematopoyéticas normales sin
causar dafios medibles en el ADN o apoptosis

En este documento se demuestra que la decitabina agota la DNMTL1 sin causar dafios medibles en el ADN. La
decitabina a una concentracion de 0,2-0,5 uM agota la DNMT1 en células precursoras hematopoyéticas normales
(datos no presentados). Se aislaron células precursoras hematopoyéticas normales CD34+ a partir de sangre de
corddn umbilical. Un ensayo de inmunofluorescencia basado en Q-dot cuantifica el agotamiento de la DNMT1 por
varias dosis de decitabina. Un segundo anticuerpo conjugado a Q-dot contra el primer anticuerpo dirigido contra
DNMT1 permite la cuantificacion del agotamiento de la DNMTL1 en las células hematopoyéticas CD34+ humanas
normales expuestas a diversos niveles de decitabina. La DNMT1 se cuantificé en 500 células para cada condicion
de tratamiento. Se usé DAPI para tefiir los nucleos. Se usa en el software Image-quant para cuantificar la DNMT1
mediante la variable de fluorescencia de intensidad media (FIM). Los niveles de decitabina se evaluaron en yM.

Figuras 1A y B) Decitabina a una concentracién de 0,5 uM, afiadida a células madre y progenitoras hematopoyéticas
normales 3x/sem, no provoca dafio medible en el ADN. Sin embargo, la decitabina 1,0 uM provoca dafios medibles
en el ADN. A) Las células hematopoyéticas CD34+ normales sometidas a las concentraciones de decitabina
anteriores se evaluaron para el dafio del ADN por el método de Fast Micro para medir la escision de ADN 24 horas
después de la exposicion a DAC (Riccardi, R., y col. 1982 Cancer Res. 42: 1736-1739). En contraste, dosis
equimolares de Ara-C (Ara-C 0,5 uM) y niveles clinicamente relevantes de hidroxiurea (HU 500 uM), provocan dafios
significativos en el ADN (dosis de decitabina 0,5 uM D1, 3, 5; dosis de Ara-C 0,5 uM D 1, 3, 5; dosis de hidroxiurea
500 uM D1-5). La medicion se realiza en D6. B) El dafio del ADN también se evalué mediante la fosforilacion (y) de
la histona H2AX, un marcador temprano de la reparacién del ADN que demuestra de nuevo que las concentraciones
anteriores de Ara-C (Ara-C) y niveles clinicamente relevantes de HU provocan dafios significativos en el ADN, no asi
cantidades equimolares de decitabina.

Histograma oscuro = control de isotipo para el andlisis de citometria de flujo. Los histogramas claros muestran la
tincion de yH2AX para las células de control no tratadas. La medicion se realiza en D6.

Figura 1C) La DAC, a estos niveles que no dafian el ADN, pero que agotan la DNMT1, produce la detencion
transitoria del ciclo celular seguida de una hiperproliferacion de rebote. El estado del ciclo celular se midié en los
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diversos puntos de tiempo por evaluacién de citometria de flujo con tincién de yoduro de propidio. El tratamiento de
decitabina causa citostasis con un aumento del rebote en la fase S/G2M que se produce aproximadamente 48 horas
después de la exposicion al farmaco. Los resultados se expresan como porcentaje del control no tratado.

La cinética de agotamiento de la DNMT1 y la recuperacion de precursores hematopoyéticos normales se expuso a
una adicion 1X de DAC 0,5 uM. La DNMT1 se cuantifico con un ensayo basado en Q-dot. Los nucleos se tifieron con
DAPI. No se encontr6 ninguna evidencia o evidencias minimas de que la decitabina provoque la apoptosis por
medicion de citometria de flujo de la anexina V-FITC y doble tincion 7AAD (datos no presentados). Dosis
equimolares de Ara-C (Ara-C) y niveles clinicamente relevantes de HU (Kreis, W., y col. 1991 Leukemia 5: 991-998)
causan apoptosis significativa y muerte celular. La medicion se realiza en D6.

Por lo tanto, los efectos citotoxicos de la decitabina se pueden separar de sus efectos de agotamiento de la DNMT1
a concentraciones entre 0,2-0,5 uM. Por lo tanto, para la terapia epigenética no citotoxica, el objetivo farmacolégico
es incrementar el tiempo por encima de la concentracion umbral necesaria para agotar la DNMT (0,2 uM
aproximadamente) evitando al mismo tiempo altos niveles maximos que provocan dafios en el ADN (> 0,5-1,0 uM).

Ejemplo 2. Agotamiento de la DNMT1 sin dafio del ADN, las dosis de decitabina tienen efectos opuestos sobre las
células madre normales (HSC) frente a células de leucemia

Células CD34 transducidas con AML1-ETO recapitulan algunas de las caracteristicas de las células madre de
leucemia (LSC) (diferenciacion deteriorada y una mayor auto-renovacién) y representaban una primera pista o
modelo temprano de transformacién leucémica. La linea celular Kasumi-1 se obtuvo de un paciente con leucemia
AML1-ETO y representa un modelo de transformacion en la Ultima fase y evolucion maligna. Ambos modelos se
diferencian terminalmente con dosis de decitabina que no provocan dafios en el ADN pero agotan la DNMTL1. Figura
2A) Recuentos de células: se observé un indice terapéutico ideal, con proliferacion de células normales, mientras
que las células de leucemia declinan. En contraste, la terapia convencional (Ara-C), administrada a dosis
equimolares fue mas devastadora para las células normales. Las células normales conservan la morfologia primitiva
con el tratamiento de decitabina (datos no presentados). Por el contrario, las células CD34 AML1-ETO y Kasumi-1
se diferenciaron morfolégicamente (disminucion de la relacion citoplasmica nuclear, segmentacion nuclear o
condensacion, granulaciéon citoplasmatica y vacuolizacion). Figura 2B) células CD34+ normales tratadas con
decitabina mostraron una mayor auto-renovacion (Milhem, M., y col. 2004 Blood 103: 4102-4110), por lo tanto, el
tratamiento de decitabina mantiene la capacidad de formacién de colonias. En contraste, las células CD34 AML1-
ETO (células leucémicas) se diferencian terminalmente con el tratamiento de decitabina y se suprimié su capacidad
formadora de colonias (datos no presentados).

Ejemplo 3. El agotamiento de la DNMT1 sin dafio en el ADN produce la diferenciacién terminal (apoptosis no
inmediata) de las células leucémicas primarias procedentes de pacientes

Células de leucemia primaria obtenidas de médula 6sea o sangre periférica (con el consentimiento informado en un
protocolo aprobado por IRB) se cultivaron en medio suplementado con citoquinas con o sin decitabina 0,5 uM
afiadida 2X/semana. Estas concentraciones de decitabina no provocan dafio al ADN o la apoptosis inmediata. Figura
3A) Las muestras se obtuvieron a partir de un espectro de subtipos de LMA. Figura 3B) Recuentos de células en D7
en control no tratado frente a células tratadas con decitabina. La tincion de Giemsa demostrd la diferenciacion
terminal mielomonocitica de células tratadas con decitabina en 12 de 14 casos (datos no presentados). En los casos
de resistencia, se mantuvo la expresion de DNMTL1 en las células, que indica un fallo de la actividad de la decitabina,
en lugar de resistencia a los efectos del agotamiento de la DNMT1 (datos no presentados).

Concentraciones de decitabina 0,5 yM, que no provocan apoptosis temprana tal como se mide por tinciéon con
Anexina, diferenciaron terminalmente lineas de células tumorales sélidas (cancer renal, cancer de pulmén de células
pequefias, cancer hepatocelular, cancer de prostata, cancer de vejiga), que producen cambios morfolégicos de
diferenciacion (aumento del tamafio de células, disminucién de la relacion nuclear citoplasmatica). EI melanoma es
un cancer resistente a la terapia convencional basada en la apoptosis. La decitabina 0,5 uyM indujo cambios de
diferenciacion terminal en 7 lineas celulares de melanoma. Figura 4) Recuentos de células en células de control y
células tratadas con decitabina en D9. Células control y tratadas tefiidas con Giemsa en D8 — los cambios
morfolégicos indican que el tratamiento con decitabina indujo la diferenciacion (datos no presentados).

Ejemplo 4. Un régimen de terapia de diferenciacién de decitabina es eficaz y muy bien tolerado en un modelo de
xeno-trasplante de cancer renal resistente a avastina

En un esfuerzo por aplicar la formulacién y el régimen propuestos para tratar diferentes histologias de cancer, se
desarrollé una linea de células de cancer de células renales (Reno-1) a partir de una muestra quirargica de cancer
renal y se us6 en un experimento de xeno-trasplante. En un modelo de xenoinjerto de cancer renal resistente,
decitabina SQ administrada 3X/semana a una dosis de 1 mg/m2 (comenzando el Dia 9-Vol. tumor 100) disminuy6
significativamente el volumen del tumor sin evidencias de toxicidad en los ratones (sin cambio en el peso, apariencia
0 recuentos sanguineos). Este tumor es relativamente resistente a avastina y sunitinib, agentes convencionales
usados para tratar el cancer renal. Figura 5A) La decitabina (DAC) disminuy6 el volumen del tumor (p < 0,001,
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prueba t), en comparacion con el control (PBS) o sunitinib. El sunitinib antagoniza el efecto de la decitabina,
presumiblemente por citostasis que redujo la incorporacion dependiente de la fase S de la decitabina al tumor. La
tincion H&E de secciones embebidas en parafina demostrd necrosis en las muestras tratadas con decitabina (datos
no presentados). El porcentaje de necrosis en cada seccion de tejido se evalu6 de manera ciega. Los animales
tratados con PBS (controles) tenian tejido denso y sano que esta mal tefiido (tejido gris resaltado con flechas
blancas). Figura 5B) Las secciones embebidas en parafina no se prestan a andlisis para detalles citolégicos. Por lo
tanto, se examind in vitro la morfologia de las células Reno-1 tefiidas con Giemsa cultivadas con decitabina. Las
células tratadas con decitabina aumentan de tamafio y demuestran grupos de cromatina nuclear prominentes.

Ejemplo 5. El modelo PUER de diferenciacién hematopoyética mediada por PU.1 ofrece una vision de los
mecanismos gue subyacen a los efectos opuestos del agotamiento de la DNMT1 en la auto-renovacién de HSC
normales frente a células leucémicas

La diferenciacion terminal depende de forma critica de factores de transcripcién que determinan el linaje tales como
PU.1. PU.1, al igual que otros factores de unién al ADN que determinan el linaje, demuestra tanto la represion de la
transcripcion como funciones de activacion de la transcripcion, determinadas por la interaccion con correpresores
frente a coactivadores. La linea celular murina PUER se deriva de células knock-out PU.1, que han sido
transducidas con un vector retroviral que expresa PU.1 fusionado al receptor de estrogeno. La adicidon del agonista
de estrégeno tamoxifeno (OHT) a estas células provoca que PU.1 se vuelva a introducir funcionalmente en la célula
a través de la translocacién hacia el nucleo, y desencadena la diferenciacién terminal.

Figura 6) La diferenciacion terminal inducida por PU.1 implica la represién ordenada y secuencial de genes
asociados con la auto-renovacion (HoxB4, Bmi-1, c-Kit), seguido por la activacion de genes asociados a la
diferenciacion terminal (Mcsfr, Gmcsfr, F4/80) (estos Ultimos datos no presentados).

Ejemplo 6. Las consecuencias fenotipicas del agotamiento de la DNMT1 dependen de la cronologia de la
diferenciacién de la célula

Figura 7A) El efecto de la decitabina en la proliferacion de PUER depende del momento de la adiciéon de decitabina
en relacién con la activacion de PU.1 (PU.1 se activa funcionalmente mediante la adicion de OHT a las células). La
adicién de decitabina con la activacion simultdnea de PU.1 perjudico la diferenciacién terminal mediada por PU.1y
conservo cierta proliferacion celular. Sin embargo, la adicién de decitabina 6 h después de la activacién de PU.1 no.
Figura 7B) La decitabina y la activacion simultdnea de PU.1 inhibieron la diferenciacion, pero la decitabina 6 horas
después de la activacion de PU.1 no. La citometria de flujo se usé para medir F4/80 como marcador de
diferenciacion de macrofagos terminales y c-Kit como marcador de células madre. La morfologia celular fue
consistente con los datos de la citometria de flujo (datos no presentados). Figura 7C) La adicién simultanea de
decitabina con la activacién de PU.1 impidi6 la primera etapa en la diferenciacién terminal de represion del gen que
favorece la auto-renovacion. Sin embargo, la adicion de decitabina después de que se hubo producido la represion
del gen que favorece la auto-renovacion (6 horas después de OHT) aument6 la expresion del gen que favorece la
diferenciacion.

Por lo tanto, las consecuencias fenotipicas del agotamiento de la DNMT1 dependen de forma critica de la cronologia
de diferenciacion de la célula. Al impedir la primera etapa en la diferenciacion, que es la represién de los genes que
favorecen la auto-renovacion, la decitabina puede incrementar la auto-renovacién incluso en un contexto que
promueve la diferenciacion. Estos hallazgos son una explicacion razonable de nuestra observacion publicada de que
la decitabina incrementa la auto-renovacion de HSC normales (Milhem, y col. 2004 Blood 103 (11): 4102-10). En
contraste, el aumento de la diferenciacién en respuesta a la decitabina que se afiade después de ya se hayan
reprimido los genes de auto-renovacion, se asemeja al efecto de la decitabina sobre células de leucemia. Se podria
proponer que los efectos opuestos de la decitabina sobre HSC frente a las células de leucemia resultan a causa de
que la leucemia es una diferenciacion detenida en marcha, distinta de la auto-renovacion de HSC.

Ejemplo 7. Eventos moleculares cuando un evento de primer impacto de leucemia (interrupcién de Runx1) inhibe la
diferenciacién mediada por PU.1

La interrupcion de Runx1, por mutaciones de Runxl congénitas o adquiridas y translocaciones cromosémicas, es uno
de los eventos genéticos mas frecuentes en mielodisplasia y leucemia.

La induccion de una reduccién en la expresion de Runxl en células PUER no impidié la represion mediada por PU.1
de genes que favorecen la auto-renovacion, pero inhibid la activacion mediada por PU.1 de genes que favorecen la
diferenciacion. Usando la administracion de shRNA lenti-virico, se indujo una reduccion de la expresion de Runxl en
células PUER, y se confirmé la disminucion de la expresion de Runxl por transferencia de Western (entre el 25-
50 % de los niveles de control), en diferentes clones de PUERshRunxl (datos no presentados). Las células
PUERshRunxl no se diferencian terminalmente en respuesta a la activacion de PU.1 (+OHT) (datos no
presentados). Figura 8) En células PUERshRunx1, la primera etapa en la diferenciacion mediada por PU.1 de la
represion que favorece la auto-renovacion (Bmi-1, HoxB4, c-Kit) se encuentra intacta. Sin embargo, la induccion de
una reduccion en la expresién de Runx 1 impidié la siguiente etapa cronolégica en la diferenciacion — activacion de
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genes que favorecen la diferenciacion (F4/80, mcsfr, gmcsfr).

Ejemplo 8. Células de leucemia procedentes de pacientes conforme al modelo

Para examinar la relevancia clinica de las conclusiones anteriores relativas a la detencién en el transito a la
diferenciacion, se midieron los niveles de factores que especifican el linaje en células leucémicas primarias
procedentes de pacientes. Factores de transcripcién clave que especifican el linaje en la hematopoyesis incluyen
PU.1 (necesario para la producciéon de macréfagos y linfocitos B), CEBPa y CEBP¢ necesarios para la produccion de
neutrofilos y GATAL para la produccion eritroide (Iwasaki, H., y col. 2006 Genes Dev. 20: 3010-3021). Los niveles de
estos factores se incrementan durante la diferenciacion hacia los respectivos linajes. Los niveles de expresion de
estos factores se midieron en células aspiradas de médula 6sea de donantes sanos, pacientes con bajo riesgo de
sindrome mielodisplasico (SMD — un trastorno hematolégico clonal que a menudo precede a la LMA) y pacientes
con alto riesgo de sindrome mielodisplasico y leucemia mieloide aguda (enfermedad de alto riesgo). Los aspirados
de médula 6sea de pacientes con SMD de bajo riesgo contienen células inmaduras anormalmente diferenciadas e
incrementadas, pero < 5% de mieloblastos. En los aspirados de médula ésea de pacientes de alto riesgo, el
porcentaje medio de mieloblastos fue del 40 %. Las muestras de alto riesgo, aunque morfoldégicamente las menos
maduras, tenian los niveles mas altos de factores especificos del linaje mieloide CEBPa, CEBPe y PU.1 (Figura 9A).
Los niveles de GATAL no incrementaron significativamente en las muestras de la enfermedad en comparacién con
los controles normales. Se muestra la anotacion clinica de las muestras analizadas (Figura 9B).

Los datos de expresion génica en un micro-array procedente de 54 pacientes con LMA mostraron un patron similar
de incremento en la expresion de factores especificos del linaje en muestras de LMA en comparacion con las células
normales de médula ésea (Yagi, T., y col. 2003 Blood 102: 1849-1856).

A diferencia de la mutacién del ADN o de la aberracibn cromosOmica, no es evidente de inmediato que una
diferencia en la metilacion de CpG en el promotor entre una muestra maligna y una muestra normal sea anémala, ya
que la metilacion de CpG del promotor varia entre los diferentes tejidos y con la fase de diferenciacion. Por lo tanto,
la clasificacion de los sitios CpG del promotor por los cambios de metilacion que se producen durante la
diferenciacion normal podria mejorar la interpretacion de los estudios de metilacion del ADN en cancer y leucemia.
En particular, dicha clasificacion podria arrojar luz acerca del papel de la diferenciacién en los patrones especificos
de células malignas de metilacion de CpG del promotor.

Para abordar esta cuestién, se us6 un micro-array de metilacion de CpG del promotor para clasificar sitios CpG por
hipo-metilacion, hiper-metilaciéon, o ningin cambio de metilacién significativo durante la diferenciacién mieloide
normal. Esta clasificacién se aplicé a un estudio de los patrones de metilaciéon de CpG del promotor en células de
sindrome mielodisplasico primario (SMD) y de leucemia mieloide aguda (LMA). En células de SMD primario, la
metilacion en CpG sensibles a la diferenciacion era lo inverso de la de células madre hematopoyéticas normales
CD34+ y progenitoras (HSPC), con hipo-metilacion de CpG que normalmente estan hiper-metilados en HSPC
CD34+ y viceversa. En muestras SMD/IMA de alto riesgo (= 5 % de mieloblastos), y lineas de células de LMA que
incluyen lineas de células CD34+ LMA, este patron era alin mas exagerado. Esta diferencia entre la epigenética de
células HSPC normales y SMD/IMA podria contribuir a contrastar destinos de diferenciacion en respuesta a
farmacos que inhiben las enzimas que modifican la cromatina (Figura 9C).

Esta observacion da una idea acerca de la leucemogénesis y la biologia del SMD/IMA. La metilacion de CpG del
promotor refleja la fase o el contexto de diferenciacion. El patrén de metilacion de CpG del promotor en las células
SMD/IMA es consistente con un contexto de diferenciacion que es mas avanzado o comprometido que HSPC
normales. Esta posibilidad se clarifica por la alta expresion de factores de transcripcion clave que especifican el
linaje PU.1 y CEBPa en células SMD/IMA en comparacion con células madre y progenitoras hematopoyéticas
normales. Por lo tanto, el patron de metilacion de CpG del promotor indica, y probablemente es una dimension de,
un contexto de diferenciacién comprometido con el linaje de células SMD/IMA.

Figura 9. Las células de leucemia procedentes de pacientes presentan una diferenciacion deteriorada después del
compromiso con el linaje. A) células SMD y LMA de alto riesgo expresan altos niveles de factores que especifican el
linaje (medidos por RQ-PCR). Las muestras son médula 6sea de pacientes normales con bajo riesgo de SMD (<5 %
de mieloblastos), y alto riesgo de SMD/IMA (> 5 % de mieloblastos). B) Clasificacion de la OMS y anomalias
cromosomicas detectadas en las muestras analizadas. C) En médula 6sea de SMD y LMA, la direccion del cambio
de metilacién en sitios CpG sensibles a la diferenciacion mimetiza la que se observa durante la diferenciacién
normal, sélo que de forma exagerada. Los niveles de metilacion estan representados por un valor 8 entre 0 (no
metilado) y 1 (totalmente metilado). Los sitios CpG del promotor se clasificaron en 3 categorias: sitios CpG que
experimentan un aumento significativo (p < 0,001, prueba t) de metilacion de células madre y progenitoras normales
(HSPC, NCD34+) a células maduras normales (NBM) (108 CpG, 'hipomet. en NCD34+") (diagramas en la caja de la
izquierda); Sitios CpG que experimentan una disminucion significativa (p < 0,001, prueba t) en la metilacion de
NCD34+ a NBM (162 CpG, ‘hipermet. en NCD34+") (diagramas en la caja del medio); Sitios CpG que no
experimentan cambio en la metilacion entre NCD34+ y NBM (1236 CpG, 'sin cambio en la metilacion durante la n.
difn.") (diagramas en la caja de la derecha). Los asteriscos representan diferencias estadisticamente significativas
entre la mediana en el grupo de muestra en comparacion con el grupo NBM (Kruskal-Wallis). Los valores de p reales
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son: 'Hipo-met en NCD34' — NBM v NCD34 < 0,0001, NBM v LoRisk < 0,0001, NBM v HiRisk < 0,0001. 'Hiper-met en
NCD34' — NBM v NCD34 < 0,0001, NBM v LoRisk =0,024, NBM v HiRisk < 0,0001. 'Sin cambio' — NBM v NCD34 <
0,0001#, NBM v LoRisk NBM v LoRisk =0,024, NBM v HiRisk < 0,0001, NBM v HiRisk < 0,0001. NCD34 = células
CD34+ aisladas de médula ésea normal (n = 9), NBM = médula ésea entera normal (n = 42), LoRisk = médula 6sea
de pacientes con SMD de bajo riesgo (n = 27), HiRisk = médula 6sea de pacientes SMD/IMA de alto riesgo (n =
130). Limites gréaficos de la caja = rango intercuartil, linea horizontal = mediana, '+' = media, bigotes = intervalo de
valores, cajas pequefias = valores fuera de rango. # CpG se clasificaron como 'sin cambio en la met' basandose en
una prueba t para comparar las medias entre NCD34 y NBM, mientras que en este documento se usé una prueba de
Kruskal-Wallis para comparar las medianas.

Ejemplo 9. Modelo de diferenciacién normal y auto-renovacién de leucemia que explica por qué el agotamiento de la
DNMT1 tiene efectos opuestos sobre células normales y malignas

La diferenciacién mediada por un factor de transcripcion que especifica el linaje o por citocinas (Milhem, M., y col.
2004 Blood 103: 4102-4110) requiere la represion ordenada de genes asociados a células madre, seguido por la
regulacion positiva de genes asociados al destino de diferenciacion. La represion de los genes asociados a células
madre requiere proteinas de modificacion de la cromatina como la DNMTL1. Por lo tanto, el agotamiento de la
DNMT1, mediante la prevencion de esta fase inicial, impide la diferenciacién y mantiene la auto-renovacion de la
divisién de las células madre normales, incluso en condiciones que inducen la diferenciacién (Milhem, M., y col. 2004
Blood 103: 4102-4110) (datos no presentados).

En un namero sustancial de casos de LMA, la detencion de la diferenciacion se produce después del compromiso
del linaje (por lo tanto, las células de LMA expresan marcadores de linaje y altos niveles de factores que especifican
el linaje) y después de la fase de represién de genes asociados a células madre. Por lo tanto, la auto-renovacion
(proliferacion al mismo nivel de diferenciacion) de las células de leucemia es una persistencia aberrante de la
divisién celular de células que se diferencian, que por lo general termina con la finalizacion del proceso de
diferenciacion. El deterioro en la diferenciacion que mantiene esta auto-renovacién anémala, aunque se puede
iniciar por anomalias genéticas, finalmente estda mediada por mecanismos epigenéticos que reprimen
aberrantemente genes necesarios para la diferenciacion. Por lo tanto, el agotamiento de la DNMT1 para antagonizar
la maquinaria de represién de la transcripcion restaura la diferenciacion para las que estas células estan preparadas
y de este modo termina con la auto-renovacion anomala. Observaciones en lineas celulares de cancer que
representan un espectro de histologias del cancer indican que el modelo propuesto es relevante en muchos tipos de
cancer.

Ejemplo 10. El traslado de estas observaciones in vitro a terapias in vivo efectivas debe superar una serie de
obstaculos farmacolégicos

El modelo de xenoinjerto MA9 de leucemia humana se tratd6 con decitabina intraperitoneal sola (1 mg/m2
3X/semana). La decitabina incrementé la supervivencia en un 20 % aproximadamente, pero todos los ratones
sucumbieron a la leucemia (Figura 10). Este mal resultado, que no refleja los hallazgos in vitro, destaca las barreras
farmacoldgicas que limitan la actividad in vivo de la decitabina y dificultan el traslado con éxito de hallazgos in vitro
muy prometedores. La CDA es la barrera farmacoldgica mas importante al traslado con éxito de los hallazgos in vitro
a la terapia in vivo. La invencién aborda esta barrera al traslado clinico con éxito de las observaciones in vitro.

Un antagonista de la enzima de degradacién de decitabina citidina desaminasa (CDA) — tetrahidrouridina (THU). La
THU es un analogo de pirimidina que inhibe la CDA (Ki 3-5x10°® M). La THU tiene un perfil de toxicidad benigna, una
PK bien caracterizada, y se ha administrado a seres humanos por via intravenosa (IV), subcutanea (SQ), y (PO) oral
en una serie de ensayos clinicos (Ho, D.H., y col. 1978 J Clin Pharmacol 18:259-265; Kreis, W., y col. 1977 Cancer
Treat Rep 61:1347-1353; Kirch, H.C., y col. 1998 Exp Hematol 26:421-425; Yue, L., y col. 2003 Pharmacogenetics
13:29-38; Gilbert, J.A., y col. 2006 Clin Cancer Res 12:1794-1803; Bhojwani, D., y col. 2006 Blood 108:711-717; Liu,
Z.,y col. 2007 Nucleic Acids Res 35:e31).

Ejemplo 11. Obstaculo farmacoldgico: Variacién entre individuos en la respuesta a los analogos de citosina

El genotipo AA de la CDA se asocia a un mal prondstico en respuesta a la terapia con analogos de nucleétidos. En
seres humanos, la CDA esta sometida a polimorfismos de nucleétido Gnico no sinénimo (SNP) (RS2072671) que
produce una transicién A — C en el alelo ancestral, cambia la lisina a glutamina en la posiciéon del aminoacido 27 y
disminuye 3 veces la actividad de la CDA (Gilbert, J.A., y col. 2006 Clin Cancer Res 12, 1794-1803; Kirch, H.C. y col.
1998 Exp Hematol 26, 421-425; Yue, L., y col. 2003 Pharmacogenetics 13, 29-38). En el HapMap humano (mapa de
haplotipos del genoma humano disponible para el publico), el 40 % de los caucasicos son homocigotos con el
genotipo AA, el 50 % son heterocigotos con el genotipo AC y el 10 % son homocigotos con el genotipo CC (la
frecuencia de AA es > 90 % en asiaticos y africanos). Puesto que la CDA puede mediar en la resistencia del cancer
a los andlogos de citosina, se examiné si estos diferentes genotipos de CDA predecian resultados clinicos en
pacientes con SMD y LMA tratados con arabinosido de citosina (ARA-C), 5-azacitidina o decitabina.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 537228 T3

El genotipo AA de CDA, que tiene una mayor actividad enzimatica, se asocia a una recaida temprana durante el
tratamiento con analogos de citosina, pero no con la terapia de analogos distintos a la citosina. Se planteé la
hipétesis de que el genotipo AA mas activo enzimaticamente de la CDA, al limitar aln mas la actividad de los
andalogos de citosina (ARA-C, 5-azacitidina o decitabina), podria causar resistencia primaria o recaida temprana
(recaida en menos de 2 afos) en pacientes con SMD o LMA tratados con estos farmacos, pero no en pacientes con
SMD o LMA no tratados con analogos de citosina. Usando los HumanNS-12 BeadChip (lllumina, San Diego, CA) y la
secuenciacion del ADN especifico del alelo, se estratifico la supervivencia a 24 meses por genotipo de CDA en 81
pacientes con LMA y SMD tratados en la Clinica Cleveland. Como era de esperar, el genotipo AA estaba asociado a
una menor supervivencia a 24 meses (p = 0,05 Cox) en los pacientes tratados con analogos de citosina (datos no
presentados). Las cifras para el genotipo CC son pequefias, pero podria proponerse que el genotipo CC puede
incrementar la mortalidad por toxicidad, pero disminuir la mortalidad por recaida. En pacientes que no fueron
tratados con andlogos de citosina (estos pacientes recibieron arsénico o gemtuzumab), el genotipo CDA no influyé
en los resultados de supervivencia (datos no presentados).

Estos datos pueden explicar los resultados de leucemia mas pobres observados en poblaciones no caucésicas (que
son > 90 % del genotipo AA), e indica que la combinacién de agentes decitabina y tetrahidrouridina (THU)
contemplada en este documento debe ser un avance significativo en la terapia de SMD y LMA (y, posiblemente, en
terapia para otros tipos de cancer) en todas las poblaciones, ya que mediante la inhibicion de CDA, es probable
hacer frente a un importante mecanismo que subyace en los malos resultados con analogos de citosina.

Se cree que la recaida temprana de la leucemia representa la selecciéon de clones resistentes a quimioterapia,
mientras que la recaida tardia puede representar la aparicion y evolucion de las células madre de leucemia que
estaban en reposo y no expuestas a induccion y quimioterapia de consolidacién. La combinacion de decitabina con
THU tiene el potencial para hacer frente a las dos formas de recaida. La recaida precoz se puede reducir al mejorar
el perfil farmacolégico (aumentando el tiempo por encima de la concentracion umbral, disminuyendo la variacién
entre individuos) de la decitabina. La falta de toxicidad del enfoque propuesto, que deberia facilitar una terapia
cronica a largo plazo, puede hacer frente a una recaida tardia, ya que incluso LSC relativamente quiescentes en
algin momento deben quedar expuestos a la decitabina que se administra de forma crénica.

Ejemplo 12. Obstaculo farmacoldgico: La semi-vida in vivo muy breve de la decitabina

Como se ha visto anteriormente, el genotipo CDA estd asociado a resultados significativamente diferentes en
respuesta a la terapia de analogos de citosina. Esto refleja la gran influencia que tiene la CDA sobre el tratamiento in
vivo con analogos de citosina: (i) debido a la destruccién por la enzima CDA, la semi-vida in vivo de la decitabina IV
es < 20 minutos, en comparacion con una semi-vida in vitro de 5 -9 horas (Liu, Z., y col. 2006 Rapid Common Mass
Spectrum 20: 1117-1126). Con el fin de explotar la cualidad Unica de la decitabina entre los analogos de
nucleésidos, su capacidad para agotar la DNMT1 a bajas concentraciones, el objetivo de la terapia farmacoldgica es
maximizar el tiempo por encima de la concentracion umbral para agotar la DNMT1 (> 0,2 uM), evitando al mismo
tiempo los altos niveles maximos (> 1 uM) que dafian el ADN (el dafio en el ADN que se produce en los niveles
superiores provocan toxicidad que limita la dosis acumulada de farmaco y es, por tanto, contraproducente). Para
examinar como pueden servir a este objetivo farmacolégico las diferentes vias de administracién, se estudiaron las
farmacocinéticas de la decitabina en el modelo de babuino primate no humano.

Figura 11: La decitabina por via subcutanea (SQ) y oral produce niveles maximos mas bajos, pero un tiempo por
encima del umbral para el agotamiento de la DNMT1 (~0,2 uM) mas prolongado que la decitabina IV. Los babuinos
se trataron con decitabina 1V 0,5 mg/kg (2 animales), decitabina SQ 0,5 mg/kg (2 animales), o decitabina oral 10
mg/kg (2 animales). Se recogié sangre para su analisis farmacocinético (PK) en 7 puntos de tiempo por animal y se
midieron los niveles de decitabina mediante LC-MS (Liu, Z., y col. 2006 Rapid Common Mass Spectrum 20: 1117-
1126). Estos datos demuestran: (i) la administracién por via SQ y oral puede producir un tiempo por encima de la
concentracion umbral (~0,2 uM) mas prolongado para agotar la DNMT1 que la decitabina IV. De hecho, la decitabina
intravenosa (IV) tiene una semi-vida media abreviada de < 20 minutos; (ii) la administracion IV, pero no SQ u oral,
puede producir niveles pico (> 1 yuM) asociados a dafios en el ADN; (iii) variabilidad significativa entre individuos en
la PK que es mas prominente con la administracion oral del farmaco.

Ejemplo 13. Obstaculo farmacoldgico: La resistencia de las células malignas a la decitabina es farmacoldgica y no
biolégica.

La resistencia a los efectos de la decitabina parece ser farmacoldgica en lugar de biolégica, es decir, la resistencia
esta asociada a un fallo de la decitabina para agotar la DNMTL1, en lugar de la proliferacién continua a pesar del
agotamiento de la DNMTL1.

Figuras 12A y B) Usando el ensayo de inmunofluorescencia Q-Dot para los niveles de DNMTL1, las lineas celulares
sensibles a decitabina demuestran el agotamiento de la DNMT1 desde el ndcleo (en comparacion con lineas
celulares resistentes a decitabina). Sin embargo, la linea celular resistente a decitabina PC3 demostré la expresion
persistente de DNMT1. Esto indica que el mecanismo de resistencia implica la disminuciéon de la entrada de
decitabina en la célula, el aumento de la destruccion CDA de decitabina, o la disminucion de la activacion por DCK.
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Ejemplo 14. Farmacocinética no clinica de decitabina solo y en combinaciéon con THU

Farmacocinética de la decitabina en primates no humanos, mala biodisponibilidad oral de decitabina en primates no
humanos: la farmacocinética de la decitabina se evalué en dos babuinos después de la administracion oral, SQ e
intravenosa. Este experimento demostrd que la biodisponibilidad oral de decitabina en estos dos babuinos oscil6 del
0,2 % al 7,0 % aproximadamente (Figura 14). La decitabina se administré a dos babuinos IV (0,5 mg/kg), SQ (0,5
mg/kg) y por via oral (10 mg/kg). La sangre se recogié en 7 puntos de tiempo y las concentraciones en plasma se
determinaron usando un método de LC/MS/MS adaptado de un método 26 publicado previamente. Estos datos
demuestran: (i) que la administracién SQ y oral pueden producir un tiempo por encima de la concentracion umbral
mas prolongado (~0,2 uM) para el agotamiento de la DNMT1 que la decitabina IV; (ii) que a las dosis estudiadas, la
administracion 1V, pero no SQ u oral, puede producir niveles pico (> 1 pM) asociados a dafios en el ADN; vy (iii) la
gran variabilidad entre individuos en la exposicion a decitabina que es mas prominente con la administracion oral del
farmaco.

Ejemplo 15. Variacién sustancial entre individuos en la biodisponibilidad oral de decitabina en babuinos

La variabilidad entre individuos también se observo en siete babuinos que recibieron 10 mg/kg de decitabina por via
oral, con la PK que se mide en 6 o 7 puntos de tiempo (Figura 15).

Ejemplo 16. La administracién de THU oral antes de la decitabina oral hace frente a una considerable variabilidad
entre individuos en la biodisponibilidad oral de decitabina

Babuinos que responden bien y mal (PA7470 y PA7484, respectivamente) fueron administrados con 10 mg/kg de
decitabina sola, 0,5 mg/kg de decitabina y 20 mg/kg de tetrahidrouridina (THU) simultaneamente, o0 0,5, 2, 0 5 mg/kg
de decitabina 60 minutos después de 20 mg/kg de tetrahidrouridina (THU). Se midieron la Cmax (ng/ml), Tmax
(min), y AUCfinal (min*ng/ml) y se muestran en la Tabla 1, a continuacién, y en la Figura 16. Después de la
administracion oral de los farmacos, la concentracion de plasma generalmente alcanza, en principio, un solo pico,
bien definido (Cmax) a tiempo Tmax. El AUC final se refiere al area bajo una curva de concentracién en plasma-
tiempo trazada (no mostrada) en el Gltimo punto de tiempo registrado.

Tabla 1:
Animal | Decitabina ( mg/kg) Cmax (ng/ml) | Tmax (min) AUC final (min*ng/ ml)
PA7470 | 10 mg/kg 51,59 60 6278,775
PA7470 | 0,5 mg/kg + 20 mg/kg THU (0 min) 4,24 30 347,25
PA7470 | 0,5 mg/kg + 20 mg/kg THU (60 min) 3,06 66 356,81
PA7470 | 5 mg/kg + 20 mg/kg THU (60 min) 48,54 189 7534,665
PA7484 | 10 mg/kg 2,33 45 190,35
PA7484 | 2 mg/kg + 20 mg/kg THU (60 min) 34,01 180 1729,15
PA7484 | 5 mg/kg + 20 mg/kg THU (60 min) 65,87 120 5621,05

Es de destacar que la administracion de THU y decitabina aumenta la biodisponibilidad oral de decitabina en
babuino que responde mal y converge la PK entre los babuinos que responden mal y bien (4° y 7° valor en la
columna final) en comparacion con la decitabina sola (1% y 5° valor en la columna final). En efecto, la combinacion
de THU con decitabina oral aumenta la exposicion de la decitabina aproximadamente 60 veces en un animal con
una biodisponibilidad relativamente baja y aproximadamente 2 veces en un animal con una biodisponibilidad
relativamente alta, de manera que la extensa variabilidad entre individuos en la exposicion de decitabina se redujo
sustancialmente.

Ejemplo 17: Identificacién de la dosis de THU a usar para incrementar la biodisponibilidad oral

Los babuinos recibieron dosis variables (2 mg/kg o 20 mg/kg) de tetrahidrouridina 60 minutos antes de una dosis (5
mg/kg) de decitabina. Dos babuinos (PA7484 y PA7470) fueron administrados por via oral con 20 mg/kg de THU
(500 mg/mz) 60 minutos antes de la administracién por via oral de 5 mg/kg de decitabina, o decitabina sola. Después
de un periodo de clarificacién de mas de 2 semanas, estos dos mismos animales fueron administrados por via oral
con 2 mg/kg de THU (50 mg/mz) 60 minutos antes de 5 mg/kg de decitabina oral, o decitabina oral sola. A diferencia
de los 20 mg/kg (500 mg/mz), los 2 mg/kg (50 mg/mz) de THU eran insuficientes para alcanzar la concentracion
objetivo en plasma de decitabina de > 50 ng/ml (Figura 17). Ambas dosis de tetrahidrouridina incrementaron
significativamente la biodisponibilidad oral de decitabina, pero este aumento fue significativamente mayor con la
dosis mas alta (500 mg/mz, 0 20 mg/kg) de tetrahidrouridina.
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Ejemplo 18. Identificacion del momento Optimo _entre la administracion de THU oral y decitabina oral (bio-
disponibilidad oral de decitabina tras la administracién simultanea frente a la administracién previa de

tetrahidrouridina)

Cada uno de los babuinos con una buena respuesta y una mala respuesta recibieron 20 mg/kg (500 mg/mz) de
tetrahidrouridina (THU) por via oral 60 minutos antes de la administracién oral de 5 mg/kg de decitabina o
simultaneamente con la decitabina. Se midieron los niveles de decitabina en diferentes puntos de tiempo por LC-MS.

En particular, cuando la tetrahidrouridina se administra por via oral simultdneamente con la decitabina, la
biodisponibilidad oral de esta Ultima presenta una caida significativa en comparacién con la administracion de
tetrahidrouridina 60 minutos antes de la decitabina (datos no presentados).

Ejemplo 19: Confirmacién de que la THU oral aumenta la biodisponibilidad oral de la decitabina aproximadamente 4
veces, y disminuye la gran variacién entre individuos en la biodisponibilidad oral de decitabina

En siete babuinos, la administracion de THU antes de la decitabina aumenta la biodisponibilidad oral de decitabina
aproximadamente 4 veces y reduce la variacion entre individuos en la farmacocinética de la decitabina. Siete
babuinos fueron tratados con 10 mg/kg de decitabina sola por sonda oral, o después de un periodo de clarificacion
de al menos 2 semanas, con 20 mg/kg de THU por sonda oral seguido por 5 mg/kg de decitabina por sonda oral. En
7 animales administrados con decitabina oral sola a 10 mg/kg, el AUC media fue de 1604 y la mediana del AUC fue
de 463 min*ng/ml (Figura 18A). En estos mismos 7 animales administrados con 20 mg/kg de THU, seguido de la
mitad de la dosis de decitabina (5 mg/kg), el AUC media fue de 2820,914 y la mediana del AUC fue de 2284
min*ng/ml (Figura 18A). Por lo tanto, la administracion oral de THU antes de la decitabina por via oral produce un
aumento de la biodisponibilidad oral de aproximadamente 10 veces cuando se consideran las medianas, y de
aproximadamente 3,5 veces cuando se consideran las medias. Los mayores aumentos en las AUC con la
administracion conjunta se observaron en los animales con AUC bajas con decitabina sola (Figura 18B). Por lo tanto,
la gran variacion entre individuos observada con decitabina sola, representada por la separacion entre la media y la
mediana del AUC, se amortigud sustancialmente por la co-administracion de THU con decitabina (Figura 18A).

Los ratones recibieron dosis variables (30 mg/kg, 15 mg/kg, y 7,5 mg/kg) de tetrahidrouridina 30 minutos antes de
una dosis (16 mg/kg) de decitabina. Se midieron los niveles de decitabina por LC-MS. 50 mg/m2 de tetrahidrouridina
administrada antes de la administracién de decitabina produjo un aumento de 5 veces aproximadamente (sin duda
farmacoldgicamente significativo) en la biodisponibilidad oral de la decitabina (datos no presentados). Se observé
una Iezve caida en la biodisponibilidad oral de la decitabina medida cuando la dosis de THU se redujo de 50 a 25
mg/m-.

Es de destacar que se constaté un patrén de expresion de citidina desaminasa similar en seres humanos y ratones
(datos no presentados). Estos datos de expresion génica se pueden obtener a partir en la base de datos publica de
expresion génica GenAtlas.

Ejemplo 20. Estudio de fase 1/2 de administracién IV crénica de bajas dosis de decitabina en ECF

Basandose en los ensayos realizados con anterioridad, en los que no se produjeron eventos adversos clinicamente
significativos, se realizé un estudio de administracion crénica para identificar la toxicidad y eficacia de la dosificacion
repetida de decitabina a lo largo de 36 semanas (9 meses) en 7 sujetos con ECF refractaria a HU (DeSimone, J., y
col. 2002 Blood 99: 3905-3908). Se administré decitabina por via intravenosa a 0,3 mg/kg/dia, 5 dias consecutivos
por semana durante 2 semanas, seguido de un periodo de observacién de 4 semanas. Si el recuento absoluto de
neutréfilos (RAN) cae por debajo de 1 x 10%/, la dosis se reduce a 0,05 g/kg/dia en el siguiente ciclo de 6 semanas.
Se obtuvo una dosis 6ptima del farmaco para cada sujeto, y se produjo un aumento de la HbF sin neutropenia (nadir
del RAN > 1,5 x 10%/1).

Efectos farmacodinamicos: los niveles de HbF promedio y los niveles de HbF maximos alcanzados durante las
Ultimas veinte semanas de tratamiento para los 7 sujetos de la ECF fueron del 13,93 + 2,35 % y el 18,35 % + 4,46 %,
respectivamente (respecto a una linea basal del 3,12% + 2,75 %). Los valores de hemoglobina promedio y
promedio maximo fueron de 8,81 + 0,42 g/dl y 9,7 + 0,53 g/dl, respectivamente (respecto a una linea basal de 7,23 +
2,35 g/dl) (Tabla 2, a continuacion).

Tabla 2: Niveles de hemoglobina y HbF antes y durante las Ultimas 20 de 36 semanas de tratamiento con decitabina

Sujeto Pre HbF (%) Hemaoglobina Total (g/dl)
Promedio Max Pre Promedio Max
1 0,8 12,40 £1,25 14,4 6,2 9,05 +£0,48 9,6
2 6,8 14,55 +1,32 16,3 8,2 9,37 £ 0,60 10,3
3 1,4 12,75 +2,28 17,2 6,0 8,34 £ 0,55 9,5
4 0,6 10,80 + 2,05 14,4 7,2 8,28 £ 0,52 9,0
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5 2,9 16,42 +2,81 24,6 8,0 8,91 £0,57 9,6

7 6,2 16,70 +2,55 23,2 7,8 8,92+0,79 10,4
Media | 3,12 +2,75 13,93 +2,35 18,35+4,46 | 7,32+0,94 8,81+0,42 9,73+0,53
+SD

Las cifras de células F individuales maximas durante el ensayo oscilaron entre el 58-87 % (es decir, un promedio
para los 7 sujetos del 69 + 10,12 %).

Efectos secundarios hematolégicos y toxicidad: A pesar de depresiones periddicas en los RAN, que se produjeron 5-
6 semanas después de comenzar cada ciclo de tratamiento, la media del RAN durante las Ultimas 20 semanas de
tratamiento (4,2 £ 1,35 x 109/I) no fue significativamente diferente del pretratamiento promedio (4,6 + 1,56 x 109/I).
Los RAN de dos sujetos que no responden a HU no cayeron por debajo de 2,0 x 10%/1 y los nadires, que se
produjeron a las 5-6 semanas de cada ciclo, en general se mantuvieron por encima de 3,0 x 10%/1. No se produjeron
secuelas clinicas a los cambios en el hemograma.

Toxicidad no hematolégica: No se produjo ninguna toxicidad no hematoldgica. Los pacientes no necesitaron de
antieméticos.

Ejemplo 21. Estudio de fase 1/2 de administracién SQ de decitabina

Se inicié un estudio de fase % usando decitabina administrada por via SQ con el fin de evaluar la seguridad de la
decitabina administrada por via SQ, para producir aumentos acumulativos de la hemoglobina fetal y total a través de
la administracion semanal, y explorar el mecanismo por el cual la decitabina aumenta la HbF (Saunthararajah, Y., y
col. 2003 Blood 102: 3865-3870). Se trataron ocho sujetos con multiples complicaciones clinicamente significativas
de la ECF. La decitabina se administré6 SQ a 0,2 mg/kg de 1 a 3 veces por semana en 2 ciclos de duracion de 6
semanas con un intervalo de 2 semanas entre ciclos. En el ciclo 1, el farmaco se administré6 dos veces por semana
en 2 dias consecutivos. Si el paciente alcanza un porcentaje de células F (% de células F) de al menos el 80 %
durante el ciclo 1, la frecuencia de la dosis se reduce a una vez por semana en el ciclo 2. Si el % de células F mas
elevado durante el ciclo 1 era inferior al 80 %, la frecuencia de la dosis se aument6 a 3 veces por semana en el ciclo
2.

Efectos farmacodinamicos: todos los sujetos mostraron aumentos estadisticamente significativos en la expresion de
HbF (Figura 13). El andlisis de metilacién de ADN del promotor de la y-globina en ADN aislado de células aspiradas
de médula 6sea mostré una hipometilacién post-tratamiento en este locus (datos no presentados). A dosis mas
altas, se sabe que la decitabina es citotdxica. Para determinar si esta dosis y el calendario de decitabina era
citotéxica, se evaluo la morfologia de la médula 6sea mediante la revisién hematopatologia ciega e independiente de
aspirados de médula ésea antes del tratamiento y después del tratamiento. No hubo disminucion en la celularidad de
la médula 6sea. Se observé un aumento de células eritroides y megacariocitos (datos no presentados). El andlisis de
citometria de flujo de células aspiradas de médula fresca tefiidas con yoduro de propidio no mostré un aumento en la
fraccion apoptotica sub-G1 (datos no presentados).

Efectos secundarios hematolégicos y toxicidad: un paciente presentaba (Instituto Nacional del Cancer/Programa de
Evaluacién de Terapias del Cancer (NCI/CTEP) neutropenia de grado 4 (nadir del RAN 0,4 x 103/I), dos presentaban
neutropenia de grado 3 (nadir del RAN 0,8 x 103/I). La neutropenia se recuperé en los 7 dias de la ultima dosis de
decitabina. No se produjo fiebre neutropénica. Los recuentos de plaquetas incrementaron en todos los sujetos
durante el tratamiento. El recuento de plaquetas mas elevado fue de 877 x 10%1. No se produjeron secuelas clinicas
a estos cambios en el hemograma.

Habia una relacion inversa entre el recuento de plaquetas y de neutréfilos (datos no presentados). Los cambios en la
morfologia de la médula 6sea y los estudios in vitro con niveles no citotoxicos de decitabina indican que el
mecanismo de disminucion de neutréfilos y un aumento simultaneo de las plaquetas es una diferenciacion alterada
de células madre hematopoyéticas (Saunthararajah, Y., y col. 2003 Blood 102: 3865 a 3870).

Cuatro pacientes consintieron el aspirado en serie de médula ésea y el andlisis de la biopsia antes y cada ciclo de 6
semanas de tratamiento de decitabina.

Tabla 3. Resultados de aspirado de médula 6sea y andlisis de la biopsia

ID# Pre-Tratamiento Después del ciclo 1 Después del ciclo 2
Celul. Relacion MK/IPF Celul. Relacion MK/IPF Celul. Relacion MK/IPF
M:E M:E M:E
UPN1 Hyper 0,8 4 Hyper 0,7 10 Hyper 0,6 13
UPN3 Hyper 0,8 2-3 - - - Hyper 0,3 6
UPN5 Norm 2 2 Norm 0,8 6 Norm 0,5 6
UPN7 Hyper 1 1 Hyper 0,3 8 Hyper 0,03 13
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No hubo disminucién en la celularidad de la médula después de la revisién hematopatologia (Tabla 3, mas arriba),
que era ciego al estado de tratamiento. En UPN3, el aspirado de médula 6sea parcial fue técnicamente infructuoso.

Toxicidad no hematolédgica: se usaron los Criterios de toxicidad del NCI para evaluar la toxicidad. No se produjo
toxicidad local en los sitios de inyeccion SQ. No se produjo toxicidad no hematoldgica. Ningln sujeto describié
nauseas, vomitos, diarrea, estrefiimiento, o disminucion del apetito.

Eficacia: La Hb total aument6 de 7,6 + 2 a 9,6 + 1,8 (media £ 2 SD del pre-tratamiento a Hb maxima, prueba t
apareada, p < 0,001). Tanto el recuento absoluto de reticulocitos (ARC) (p = 0,0006) como la bilirrubina total (p =
0,01, prueba t apareada de 2 colas) disminuyeron durante el tratamiento. EI ARC esta correlacionado inversamente
con la tHb (p < 0,0001). En ECF, la exposicion anémala de moléculas tales como la fosfatidil-serina en la superficie
de RBC y la adhesion de RBC a células endoteliales/dafio endotelial puede desencadenar la coagulacion y vias
inflamatorias. La adhesiéon de RBC tanto a TSP como a laminina disminuyé después del ciclo 1 (p < 0,005). De
acuerdo con informes anteriores (Tomer, A., y col. 2001 J Lab Clin Med 398-407; Francis, R.B., Jr. 1989
Haemostasis 19:105-111; Peters, M., y col. 1994 Thromb Haemost 71:169-172), al inicio del estudio se observaron
niveles mas altos de los marcadores de coagulacién activa, la trombina-antitrombina (TAT), F1+2 y D-dimeros. El
tratamiento redujo los niveles de D-dimero, una medida de la fibrindlisis de fibrina reticulada (p < 0,04), mientras que
los marcadores de generacion de trombina, TAT y F1+2, disminuyeron, pero no en un grado estadisticamente
significativo. La molécula de adhesién VCAM soluble (sVCAM-1) y el péptido del factor de von Willebrand (VWFpp)
se liberan de las células endoteliales dafiadas, los niveles de ambas moléculas disminuyeron con el tratamiento (p <
0,05). La proteina C-reactiva (CRP), un marcador de la inflamacién, se elevé al inicio del estudio y, aunque hubo una
tendencia a la baja con la terapia, no fue estadisticamente significativa (p = 0,18) (véase Tabla 4, a continuacion).

Tabla 4. Cambios en los puntos finales clinicos subrogados. Los valores son la media + SE; prueba t apareada 2 de
colas. P * = significacion del cambio desde pre-terapia a post-ciclo 1. P ** = cambio desde pre-terapia a post-ciclo 2.

Preterapia Después p* Después p ** Intervalo
del Ciclo 1 del Ciclo 2 normal
Medidas Adhesién a 1570 +£170 690 + 150 < 0,001 910 + 160 < 0,001 <60
de TSP
adhesion | (RBCs/mm?)
de RBC al Adh. to 3470 £500 | 1950 +300 0,004 1570 + 210 < 0,001 <250
endotelio laminina
(RBCs/mm?)
Medida de D-Dimero 490 + 90) 320 +50 0,02 300 +50 0,03 < 400
la (ng/ml)
generacion TAT (ug/l) 70+1,7 8,6 +2,3 0,15 52+0,9 0,11 1,0-4,1
de F1+2 1,75+0,22 | 1,56 +0,16 0,23 1,41 +0,15 0,051 0,04-1,1
trombina y (nmol/l)
la
fibrindlisis
Medidade | CRP (mg/dl) | 1,25+0,27 | 1,19+0,34 0,80 0,83+0,26 0,18 <07
la
inflamacién
Medidas sVCAM 1170 +140 930 +100 0,01 640 + 100 0,02 395-714
de dafio (ng/ml)
celular VWFpp 196 + 26 156 + 28 0,015 144 + 13 0,049 74-153
endotelial (a/dl)

Ejemplo 22. Administracién crénica de decitabina a pacientes con ECF gravemente enfermos (Saunthararajah, Y., y
col. 2008 Br J Haematol 141: 126-129)

Los estudios anteriores de decitabina como posible agente modificador de patologias de la enfermedad de las
células falciformes (ECF) no estaban disefiados para demostrar su eficacia clinica. En cuatro pacientes de ECF con
enfermedad aguda grave en un contexto de deterioro clinico crénico durante los afios o0 meses precedentes, se
administré decitabina (0,1-0,2 mg/kg 1-2X/semana) fuera de indicacion durante periodos por encima de los 12
meses. El uso fuera de indicacion de decitabina en ECF fue para proporcionar un beneficio directo para estos
pacientes y no para su investigacion. Se considerd la decitabina debido al deterioro clinico y complicaciones que
amenazan la vida a pesar de la terapia con HU, la eritropoyetina para reticulocitopenia relativa (hemoglobina < 9 g/dl
y reticulocitos < 250x109/I), la disminucion de la disponibilidad y el aumento de los riesgos de transfusiéon de = 5 de
aloanticuerpos y auto-anticuerpos de glébulos rojos (RBC), y la no elegibilidad para terapia del protocolo disponible.

Se produjeron incrementos en la hemoglobina de > 1,5 g/dl en 2-4 semanas con incrementos maximos de
hemoglobina de 3,5-5 g/dl. La hemoglobina aumenté a través de un incremento en los reticulocitos y un incremento
de la hemoglobina fetal (el aumento de la hemoglobina no se explica por el incremento de la hemoglobina fetal sola).
Generalmente, los recuentos de reticulocitos se incrementaron durante las primeras 2-8 semanas de terapia. Las
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tendencias de reticulocitos se invierten después de niveles de hemoglobina > 9 g/dl. Esto fue mas evidente en el
Paciente A, que no estaba recibiendo eritropoyetina exdégena. Una mejora duradera sintomatica y en el estado
funcional durante los 4-12 meses de seguimiento contrastaban con tendencias graves y de deterioro antes de la
decitabina.

Es de destacar que todos los pacientes tenian enfermedad aguda severa en un contexto de deterioro crénico y
anemia progresiva durante los afios 0 meses precedentes; el periodo de seguimiento que oscila entre 4-12 meses
permitié la documentacion de mejoras técnicas duraderas que obviamente contrastaban con el estado clinico y la
tendencia de los meses precedentes; a pesar de que 3 de los 4 pacientes estaban con eritropoyetina simultanea, se
habia administrado a dosis estables durante mas de 6 meses con anemia progresiva y exacerbaciones de anemia
grave recurrente, a pesar de que 2 de los 4 pacientes habian recibido transfusiones durante la terapia con
decitabina, éstas no explican el incremento duradero en la hemoglobina y la eventual independencia de la
transfusion. Las circunstancias clinicas graves y complicadas en estos pacientes normalmente no aparecen
representadas en los ensayos clinicos. Por tanto, esta descripcion puede complementar los estudios clinicos y
proporcionar orientacion adicional con respecto a la dosis, el calendario, las toxicidades previstas y los criterios de
inclusion.

Ejemplo 23. Farmacodinamia de decitabina sola y en combinacién con THU

Gran variabilidad entre individuos en las respuestas farmacodinamicas en babuinos. La importancia biolégica de las
diferencias en las respuestas farmacocinéticas a la decitabina oral se examinaron en un grupo diferente de
babuinos, en los que se observaron grandes diferencias en las respuestas farmacodinamicas e individuales
(expresién de hemoglobina fetal) y actividad bioldgica (recuento de neutréfilos) (Tabla 5, a continuacion).

Animal Farmaco Via Dosis % de Pre- % de Post - Nadir de
mg/kg/d HbF HbF RAN
6974 Dac SQ 0,52 7,7 68,8 1668
Dac-m Oral 9,35 10,3 40,5 2000
Dac-m Oral 18,7 7,7 67,8 1659
7001 Dac SQ 0,52 7,2 66,1 1491
Dac Oral 9,35 6,6 17,4 1331
Dac-m Oral 4,1 7,4 13,1 1417
7002 Dac SQ 0,52 7,4 86,3 524
Dac-m Oral 6,7 7,9 31,4 481
Dac-m Oral 9,35 8,3 62,3 463
7254 Dac SQ 0,52 8,4 76,3 1320
Dac Oral 18,7 7,1 68,1 1969
7257 Dac Oral 9,35 6,0 72,0 749

Tabla 5. Respuestas farmacodinamicas después de la administracion SQ y oral de decitabina a babuinos

Expresion fetal de hemoglobina, % de HbF, pre y post tratamiento con la dosis indicada de decitabina. Disminucion
en el recuento de neutrofilos, otro efecto bioldgico esperado de la decitabina, en paralelo a los aumentos del % de
HbF. El tratamiento oral fue con decitabina o una decitabina ligeramente modificada (decitabina-mesilato — Dac-m).
La variabilidad entre individuos en la respuesta farmacodinamica a la misma dosis de decitabina oral se resaltan con
las cajas.

Ejemplo 24. La administracién de THU antes de la decitabina disminuye la variabilidad entre individuos en la
decitabina

Del mismo modo, la administracién de THU oral antes de la decitabina oral en otros dos babuinos (PA 6974 y 7001)
produjo un aumento sustancial de las respuestas farmacodinamicas (expresion de hemoglobina fetal) a la decitabina
oral (Tabla 6, a continuacion).

Tabla 6. Las respuestas farmacodinamicas (expresion de hemoglobina fetal, % de HbF) se han mejorado
sustancialmente mediante la administracion oral de decitabina después de THU oral.

Animal | Farmaco Via Dosis mg/kg/d | THU oral 20 mg/kg % de Pre-HbF % de Post-HbF
6974 Dac Oral 9,35 - 10,3 40,5
Dac Oral 0,3 + 3,2 28,4
7001 Dac Oral 9,35 - 6,6 17,4
Dac Oral 1,42 + 6,2 61,6

La decitabina se administré a las dosis indicadas en dos bloques consecutivos de 5 dias cada uno. La THU a las

dosis indicadas se administré 60 minutos antes de cada dosis de decitabina.
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REIVINDICACIONES

1. Una composiciéon para su uso en un método para tratar un trastorno de la sangre o un tumor maligno
hematolégico o sdlido en un sujeto humano,

comprendiendo el método la administracion de la composicién al sujeto,

en donde la composicién es para la administracion oral y comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
decitabina y tetrahidrouridina,

en donde la tetrahidrouridina esta bio-disponible de 30 a 60 minutos antes que la decitabina,

en donde la composicion es eficaz para dar lugar a una concentracion en plasma de decitabina a un nivel maximo no
superior 0,5 uM en el sujeto.

2. La composicion para el uso de la reivindicacion 1, en donde la composicion es eficaz para producir una
concentracion en plasma de decitabina a un nivel maximo de 0,1 a 0,5 uM en el sujeto.

3. La composicion para el uso de la reivindicacion 1 o de la reivindicacion 2, en donde la composicion esta en forma
de céapsula o comprimido que comprenden decitabina, tetrahidrouridina y un excipiente farmacéuticamente
aceptable.

4. La composicion para el uso de la reivindicacién 3 que es una capsula, en donde la tetrahidrouridina se encuentra
en la superficie de la capsula y la decitabina se encuentra dentro de la capsula.

5. La composicién para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es para su uso en un método
para tratar un trastorno de la sangre en el sujeto.

6. La composicion para el uso de la reivindicacion 5, en donde el trastorno de la sangre es una hemoglobinopatia o
una talasemia.

7. La composicion para el uso de la reivindicacién 5, en donde:

i) al sujeto se le proporciona una forma adicional de terapia; o
i) el sujeto es refractario o intolerante al tratamiento con hidroxiurea.

8. La composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que es para su uso en un método
para el tratamiento de un tumor maligno hematoldgico o sélido en el sujeto.

9. La composicién para el uso de la reivindicacién 8, en donde:

i) el tumor maligno se selecciona del grupo constituido por leucemia, linfoma, mieloma madltiple, cancer de
cerebro, cancer de cabeza, cancer de cuello, cancer de boca, cancer de faringe, cancer de eséfago, cancer de
estébmago, cancer de intestino, cancer de tiroides, cancer de los pulmones, cancer del mediastino, cancer del
timo, cancer del mesotelio, cancer del peritoneo, cancer de hueso, cancer de musculo, cancer de piel, cancer de
préstata, cancer de mamas, cancer de ovarios, cancer de Utero, cancer de la vagina, tumores malignos del EBV,
linfoma de Burkitt, linfomas asociados a inmunosupresion, linfomas no Hodgkin, enfermedad de Hodgkin,
carcinoma nasofaringeo, adenocarcinoma gastrico, carcinomas de tipo linfoepitelioma, y leiomiosarcoma
relacionado con inmunodeficiencia; o

i) al sujeto se le proporciona una forma adicional de terapia.

10. La composicién para el uso de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, para disminuir la variaciéon entre
individuos en la farmacocinética de la decitabina y/o los efectos clinicos en sujetos.

11. La composicion para el uso de la reivindicacién 1 o de la reivindicacion 2, para prolongar el tiempo por encima de
la concentracion umbral para agotar la DNMT1 con decitabina en el sujeto y evitar altos niveles maximos de
decitabina que dafien el ADN.

12. La composicion para el uso de la reivindicacion 5, en donde el método ademas comprende la administracion de
la composicion al sujeto una vez a la semana o una vez cada dos semanas.

13. La composicion para el uso de la reivindicaciéon 8 para el tratamiento de cancer en un sujeto, en donde el método
ademas comprende la administracién de la composicién al sujeto 1-3 veces por semana.

14. La composicion para el uso de la reivindicacion 8 para su uso en un método para el tratamiento de un sujeto en
riesgo de desarrollar un tumor maligno hematolégico o sélido, o un sujeto en riesgo de sufrir una recaida de un
diagndstico previo de tumor maligno hematolégico o sdlido, comprendiendo el método la administracién de la
composicion al sujeto de una vez cada dos semanas a tres veces por semana.
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Numero de Tipo de la OMS Anomalias citogenéticas
muestra
1 Normal Normal
2 Normal Normal
3 Normal Normal
4 Normal Normal
S AML, sin especificar +8, +19, +21
6 RCMD Normal
7 Sindrome 5q- 5q-
3 AML, sin especificar Normal
9 AML, M2 Y
10 AML, sin especificar Normal
11 ANL, sin especificar inv16
12 AML, M1 Normal
13 AML. sin especificar Normal
14 AML. sin especificar Normal
15 AML, sin especificar Normal
16 AML. sin especificar +8, +19, +21
17 AML, sin especificar Normal
18 AML, M4 w6, 11), +3, +8, +13,
+14, +19, +21
19 AML, M5 Normal
20 AML, sin especificar +21, +Y
Fig. 9B
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% de crecimiento del control (D7)

% de crecimiento del control (D7)
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Sensible a la decitabina

45 .

40 Carcinoma renal humano
h — ACHN

35 |- | Decitabina .

0,5 1 5 1 5 um
Fig. 12A
Resistente a la decitabina
100
a0 - Decitabina Carcinoma de
80 préstata humano
70 - PC-3
60
: Ara-C
30
20 |
10 -
o 1 T T
05 1 5 1 5 um
Fig. 12B
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