SK 288524 B6

SLOVENSKA REPUBLIKA A OVY SPIS (1) Cislo dokumentu:
PATENTOVY SPI 288524
(19) SK
(1) Cislo prihldsky: 50003-2016
(22)  Déatum podania prihlagky: 18. 2. 2002 (13)  Druh dokumentu: B6
(31)  Cislo prioritnej prihlasky: 0124957.2, 0104072.4
(32)  Détum podania prioritnej prihlagky: 17. 10. 2001, | (61)  Int. CL (2018.01):
19. 2.2001
(33)  Krajina alebo regiondlna A61K 31/00
organizacia priority: GB, GB A61P 35/00
(40)  Diétum zverejnenia prihlasky: 2.3.2004
Vestnik UPV SR ¢.: 3/2004
URAD (45)  Déatum ozndmenia o udelen{ patentu: 4. 1. 2018
PRIEMYSELNEHO Vestnik UPV SR &.: 01/2018
VLASTNICTVA (47)  Datum spristupnenia
SLOVENSKEJ REPUBLIKY patentu verejnosti: 20. 11. 2017
(62)  Cislo povodnej prihlasky
v pripade vyliCenej prihlasky: 5011-2005
(67)  Cislo povodnej prihladky tzitkového vzoru
v pripade odbocenia:
(86)  Cislo podania medzindrodnej prihlasky
podla PCT:
(87)  Cislo zverejnenia medzindrodnej prihlsky
podla PCT:
(96)  Cislo podania eurdpskej patentovej prihlasky:
(73) Majite]:  NOVARTIS AG, Basel, CH;
(72)  Pdvodca: Lane Heidi, Basel, CH;
O’Reilly Terence, Basel, CH;
Wood Jeanette Marjorie, Biel-Benken, CH;
(74) Zastupca: inventa Patentova a znamkova kancelaria s.r.o., Bratislava, SK;
(54) Nazow: 40-0-(2-hydroxyetyDrapamycin na pouzitie ako jedina aktivna zlozka pri lie¢eni pevnych nadorov mozgu

inych ako lymfaticka rakovina

(57)  Anoticia:

40-0-(2-hydroxyetyl)rapamycin (everolimus) je navrhnu-
ty na pouZitie ako jedind aktivna zlozka pri lieCeni pev-
nych nadorov mozgu inych ako lymfaticka rakovina. Opi-
sand je antiproliferativna a antiangiogénna aktivita 40-O-
-(2-hydroxyetyl)rapamycinu, ked’ je pouZity v kombindcii

s d’alsou ti¢innou latkou alebo samotny.



10

15

20

25

30

35

40

45

SK 288524 B6

Oblast’ techniky

PredloZeny vyndlez sa tyka najmé nového pouZitia 40-O-(2-hydroxyetyl)rapamycinu.

Doterajsi stav techniky

Rapamycin je zndme makrolidové antibiotikum produkované organizmom Streptomyces hygroscopicus.
Medzi vhodné derivaty rapamycinu patria napriklad zli¢eniny vieobecného vzorca (I)

.

v ktorom

R! znamend skupinu CH3; alebo alkinylovi skupinu obsahujicu 3 aZ 6 uhlikovych atémov,

R? znamend atém vodika alebo skupinu -CH,-CH,-OH a

X znamend skupinu =0, (H,H) alebo (H,OH),

s tou podmienkou, Ze symbol R* nadobtida iny vyznam ako atém vodika, ak X znamena skupinu =O a R'
znamend skupinu CHj.

Zliceniny vieobecného vzorca (I) su opisané napr. v dokumentoch WO 94/09010, WO 95/16691 alebo
WO 96/41807. Je mozné ich pripravit’ spdsobmi opisanymi v tychto dokumentoch alebo analogicky k nim.

Vyhodnejsia zli¢enina 40-O-(2-hydroxyetyl)rapamycin (d’alej oznaCovany ako zlicenina A) bola opisand
v priklade 8 vo WO 94/09010.

Zistilo sa, Ze zliceniny vSeobecného vzorca (1), na zdklade pozorovanej aktivity, napr. vizby na makrofi-
lin-12 (tieZ zndmy ako FK-506 vézbovy protein alebo FKBP-12), napr. ako sa opisuje v dokumentoch WO
94/09010, WO 95/16691 alebo WO 96/41807, st pouZzitené napr. ako imunosupresiva, napr. pri lieCeni
akitnej rejekcie alo$tepu. Teraz sa zistilo, Ze zliCeniny v§eobecného vzorca (I) maji silné antiproliferativne
ucinky, ktoré ich robia pouZiteI'nymi pre rakovinovi chemoterapiu, najmé pevnych nadorov, obzvlast’ pokro-
Cilych pevnych nadorov. Stdle vSak existuje potreba rozsirit’ ndstroje rakovinovej terapie pevnych nadorov,
najmi v pripadoch, kedy nie je lieCenie protirakovinovymi zlti¢eninami spojené s regresiou alebo stabiliza-
ciou ochoreni.

Podstata vynalezu

V sulade s konkrétnymi zisteniami predloZeny vyndlez poskytuje:
40-0O-(2-hydroxyetyl)rapamycin na pouzitie ako jedind aktivna zloZka pri lie¢en{ pevnych nddorov mozgu
inych ako lymfaticka rakovina. DalSie uskuto¢nenie je opisané v zavislom naroku.
TaktieZ je opisany:
1.2. Spdsob inhibicie rastu pevnych nddorov u jedinca, ktory to vyZaduje, zahfiajiici poddvanie terapeuticky
u¢inného mnozstva zli¢eniny v§eobecného vzorca (I) uvedenému jedincovi.
1.3. Spdsob vyvolania regresie nadoru, napr. redukcie nddorovej hmoty, u jedinca, ktory to vyZzaduje, zaht-
Hajuici poddvanie terapeuticky ti¢inného mnoZstva zli¢eniny vSeobecného vzorca (I) uvedenému jedincovi.
1.4. Spdsob lieCenia invazivity pevného nddoru alebo symptémov spojenych s takym nddorovym rastom
u jedinca, ktory ho vyZaduje, zahfiajiici poddvanie terapeuticky ti¢inného mnoZstva zliceniny v§eobecného
vzorca (I) uvedenému jedincovi.
1.5. Spodsob prevencie metastatického $irenia nddorov alebo prevencie, alebo inhibicie rastu mikrometastdzy
u jedinca, ktory to vyZzaduje, zahffiajici poddvanie terapeuticky i¢inného mnozstva zliceniny v§eobecného
vzorca (I) uvedenému jedincovi.

Termin ,,pevné nddory” si myslené nddory a/alebo metastdzy (umiestnené kdekol'vek), iné ako lymfatic-
ké karcinémy, napr. nddory mozgu a iné nddory centrdlneho nervového systému (napr. nddory meningy,
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mozgové nadory, miechové nadory, nddory kranidlnych nervov a inych Casti centrdlneho nervového systému,
napr. glioblastémy alebo meduloblastémy); karcinémy hlavy a/alebo krku; nddory hrudnika; nddory obeho-
vého systému (napr. srdca, mediastina a pleury, a d’al§ich vntitrohrudnikovych orgdnov, vaskuldrne nadory a
s nddorom stivisiace vaskuldrne tkanivo); nddory vylucovacieho systému (napr. obli¢iek, obli€¢kovych panvi-
¢iek, moCovodov, moCového mechira, d'al§ich a ne$pecifikovanych mocovych orgdnov); nddory gastrointes-
tindlneho traktu (napr. paZerdka, zalidka, tenkého Creva, traénika, kolorektdlne nddory, nadory rektosigmo-
idného spojenia, rekta, anu a andlneho kandla), nddory postihujice pefeil a vntitropeCetiové Z1€ové cesty, ZI¢-
nik, d’alsich a neSpecifikovanych Casti ZI¢ového traktu, pankreasu a d’al$ich orgdnov zazivacieho traktu); hla-
vy a krku; dutiny tstnej (peri, jazyka, d’asna, spodiny dutiny ustnej, podnebia a d’al§ich €asti tst, priusnych
Zliaz a d’al$ich Castf slinnych Zliaz, tonzil, orofaryngu, nazofaryngu, pyriformného sinu, hypofaryngu a d’al-
§ich miest pery, v tstnej dutine a hltane); nddory reprodukéného systému (napr. vulvy, vaginy, maternicové-
ho kr¢ka, maternicového tela, maternice, vajeCnikov a d'al§ich miest spojenych so Zenskymi pohlavnymi or-
gdnmi, placenty, penisu, prostaty, semenikov a d’al§ich miest spojenych s muzskymi pohlavnymi orgdnmi);
nddory dychacieho traktu (napr. dutiny nosnej a stredného ucha, akcesornych sinusov, hrtanu, trachey, bron-
chov a plic, napr. malobunkovy karciném pliic alebo nemalobunkovy karciném plic); nddory kostrového
systému (napr. kosti a kibovej chrupavky koncatin, kost{ a kibovej chrupavky a d’alich miest); nadory koZe
(napr. maligny melaném koZe, nemelanémové kozné karcinémy, karciném koZe z bazdlnych buniek, karci-
ném koZe zo skvaméznych buniek, mezoteliom, Kaposiho sarkém); a nddory postihujiice iné tkanivd, zahfila-
juce periférne nervy a autonémny nervovy systém, spojivové a mikké tkanivd, retroperitoneum a peritoneum,
oko a adnexy, $titnu Zl'azu, nadobli¢ku a d’al$ie endokrinné Zl'azy a stivisiace Struktiry, sekunddrne a ne$pe-
cifické maligne novotvary lymfatickych uzlin, sekunddrne a neSpecifické maligne novotvary dychacieho a
zazivacieho traktu a sekunddrne maligne novotvary inych miest.

Ak st skor a d’alej uvedené nador, naddorové ochorenie, karciném alebo rakovina, st alternativne alebo
navySe myslené tieZ metastdzy v povodnom orgdne alebo tkanive, a/alebo v l'ubovol'nom inom mieste, ¢i uz
je umiestnenie nddoru a/alebo metastdzy akékol'vek.

K prikladom ochoren{ stvisiacich s deregulovanou angiogenézou patria, bez obmedzenia, napr. neoplas-
tické ochorenia, napr. pevné nadory. Angiogenéza sa povazuje za predpoklad tych nddorov, ktoré vyrastaji
nad ur€ity priemer, napr. asi 1 az 2 mm.

Dalej su opisané:

2.1. Zli€enina vSeobecného vzorca (I) na pouzitie v rdmei I'ubovolného spdsobu definovaného v bodoch
1.1.az 1.5.

3.1. Zlicenina vSeobecného vzorca (I) na pouzitie na pripravu farmaceutickej kompozicie na pouZitie v rdm-
ci I'ubovol'ného spdsobu definovaného v bodoch 1.1. az 1.5.

4.1. Farmaceutickd kompozicia na pouzitie v ramci I'ubovol'ného spésobu definovaného v bodoch 1.1. az
1.5. obsahujiica zlii¢eninu vieobecného vzorca (I) spolu s jednym alebo viacerymi z ich farmaceuticky prija-
tel'nych riedidiel alebo nosiov.

~Lymfatickym karcindmom® si myslené napr. nddory krvného a lymfatického systému (napr. Hodgkino-
va choroba, non-Hodgkinov lymfém, Burkittov lymfém, lymfémy stvisiace s AIDS, maligne imunoprolife-
rativne ochorenie, mnohondsobny myelém a maligne neoplazmatd plazmatickych buniek, lymfoidnd leuké-
mia, myeloidnd leukémia, akitna alebo chronickd lymfocytdrna leukémia, monocytdrna leukémia, d’alSie
leukémie Specifikovanych typov buniek, leukémie nespecifikovanych typov buniek, d’alSie a nespecifikované
maligne neoplazmy lymfoidnych, hematopoetickych a pribuznych tkaniv, napriklad difizny velkobunkovy
lymfém, T-bunkovy lymfém alebo kozny T-bunkovy lymfom).

Terminom ,,chemoterapeutické Cinidlo“ sa mysli najmi akékol'vek iné chemoterapeutické Cinidlo ako ra-
pamycin alebo jeho derivit.

V kazdom pripade, ked st uvedené citdcie patentovych prihlaSok alebo vedeckych publikdcii, podstata
tykajtica sa zliCenin zahffia tieZ ich farmaceuticky prijatelné soli, prislusné racemadty, diastereoizoméry,
enantioméry, tautoméry a tieZ tak prislusné krystdlové modifikdcie skor uvedenych zlicenin, ak sa vyskytujd,
napr. solvaty, hydrédty a polymorfy, ktoré st tam opisané. Zlic¢eniny pouzivané ako tcinné latky v kombina-
cidch podla predmetného rieSenia je mozné pripravovat, respektive podavat, ako je opisané v uvedenych do-
kumentoch.

Uzito€nost’ zlicenin vieobecného vzorca (I) pri lie€eni pevnych nddorov, ako je upresnené skor, je mozné
ukdzat’ pomocou zivociSnych testovacich metdd, a tiez tak pomocou klinickych metéd, napriklad v stlade
s d’alej opfsanymi metédami.

Priklady uskuto¢nenia vynilezu

A. Invitro
A.1 Antiproliferativna aktivita v kombindcii s d’al§imi ¢inidlami
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Bunkova linia, A549 linia rezistentnd proti zlicenine A (ICsy v rozsahu nizkych hodn6t v nmol) proti
komparativnym KB-31 a HCT116 linidm rezistentnym proti zlicenine A (ICso v rozsahu pM), sa vloZ{ na 96-
-jamkové dosky (1 500 buniek/jamka v 100 pl média) a inkubuji sa pocas 24 hodin. Nésledne sa v samostat-
nych skimavkdch pripravi dvojndsobne riedeny rad (so zaciatkom na 8x ICsy kaZdej zliceniny) kaZdej zlice-
niny (zliceniny vSeobecného vzorca (I) alebo zndmeho chemoterapeutického ¢inidla), bud’ samotnej, alebo
v parovych kombindcidch a roztoky sa pridaji do jamiek. Bunky sa potom znova inkubujt pocas 3 dni. V deni
4 sa uskuto¢ni farbenie metylénovou modrou a stanovi sa mnoZstvo naviazaného farbiva (proporciondlne
k poctu prezijticich buniek s naviazanym farbivom). Nasledne sa stanovia hodnoty ICsy pomocou programu
Calcusyn, ktory umoZiiuje meranie interakcie, menovite tzv. ,,non-exkluzivneho* kombina¢ného indexu (CI),
kde: CI ~ | = interakcia je takmer aditivna; 0,85 az 0,9 = l'ahky synergizmus; < 0,85 = synergizmus. V rdmci
tejto analyzy md zlicenina A v kombindcii s inym chemoterapeutickym ¢inidlom zaujimavé antiproliferativ-
ne tcinky. Pri kombindcii zliceniny A a cisplatiny, paclitaxelu, gemcitabinu a doxorubicinu je moZné napri-
klad ziskat’ nasledujiice hodnoty CI, ukazujtice synergické ti¢inky.

CI
Bunkové linia Cisplatina Paclitaxel Gemcitabin Doxorubicin
KB-31 0,74 0,9 0,79 0,7
A549 0,47 0,74 0,76 0,64
HCT116 0,47 0,3 0,9 0,52

Dalej v rdmci tejto analyzy zlicenina A, ak sa pouZije v kombindcii s gemcitabinom, zosiliiuje tibytok Zi-
votnosti A549 buniek a bunkovej smrti.

A.2 Antiangiogénna aktivita

In vitro analyza antiproliferativnej aktivity zliceniny A, proti l'udskym endotelovym bunkdm umbilikél-
nej zily (HUVECs) ukazuje pri VEGF- a bFGF-, respektive FBS-stimulovanej proliferdcie hodnoty ICsy vo
vySke 120 £ 22 pmol a 841 + 396, a > 10 000 pmol. Dalej sa v rdmci rovnakého rozsahu koncentrécii nepo-
zoruju vyznamné icinky zliceniny A na bFGF-stimulovanu proliferdciu normdlnych I'udskych dermalnych
fibroblastov (NHHD). Tieto vysledky ukazuju, Ze zli¢enina A inhibuje proliferdiciu HUVECs, pri€om je ob-
zv1ast silnd proti proliferacii vyvolanej VEGF, pricom VEGF je kli€ovy proangiogénny faktor.

B. In vivo

V nasledujtcich analyzach sa protinddorové aktivita vyjadruje ako T/C % (stredné zvySenie objemov né-
dorov oSetrovanych zvierat delené strednym zvySenim objemov nddorov kontrolnych zvierat ndsobené 100) a
% regresie (objem nddoru minus poc¢iato¢ny objem nddoru delené pociatoénym objemom nddoru a ndsobené
100).

B.1 Aktivita pri A549 T'udskych xeno$tepoch nadoru plic

Fragmenty A549 nddorov (asi 25 mg; odvodené od bunkovej linie CCL 185, ATCC, Rockville MD,
USA) sa subkutdnne transplantuji do I'avého boku BALB/c holych mysi. S oSetrovanim sa zatne v denl 7
alebo v deti 12 po transplanticii nddoru. Testovand zlicenina sa poddva p.o. raz denne odo dfia 7/12 do diila
38/55. V rdmci tejto analyzy maji zli€eniny vieobecného vzorca (I), ak sa podavaji v dennej ddvke pohybu-
jucej sa od 0,1 mg/kg do 2,5 mg/kg, inhibiciu rastu nddoru zdvisli od ddvky; napriklad v rdmci jedného re-
prezentativneho experimentu vedie zli¢enina A, ak sa poddva v ddvke 2,5 mg/kg, k zotrvdvajlicim regresidm
(41 %); davka 0,5 mg/kg vedie k prechodnym regresidm (38 % v defi 17), s vyslednou hodnotou T/C pred-
stavujicou 16 %, a ddvka vo vyske 0,1 mg/kg spomaluje rast nadoru, ¢o vedie k vyslednej hodnote T/C
predstavujuicej 43 % (T/C pri kontrolnych zvieratidch predstavuje 100 %).

B.2 Aktivita pri KB-31 l'udskych xenoStepoch epidermoidného nddoru

Fragmenty KB-31 nddorov (asi 25 mg; odvodené od bunkovych linif ziskanych od Roswell Park Memo-
rial Institute Buffalo, NY, USA) sa subkutdnne transplantuji do I'avého boku BALB/c holych my3i. S oSetro-
vanim sa zaCne v defl 7 alebo v de1i 10 po transplantdcii nddoru. Testovand zlti¢enina sa poddva p.o. raz den-
ne odo dnla 7/10 do dila 25/35. Protinddorova aktivita sa vyjadruje ako T/C %, ako je naznaCené skor. V rdm-
ci tejto analyzy inhibuju zli¢eniny vSeobecného vzorca (1), ak sa poddvaji v dennej ddvke pohybujticej sa od
0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg, rast nadoru; napriklad v rdmci jedného reprezentativneho experimentu vedie zlice-
nina A, ak sa poddva v ddvke predstavujicej 2,5 mg/kg/den, k vyslednej hodnote T/C predstavujicej 25 %
(T/C pri kontrolnych zvieratdch predstavuje 100 %).
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B.3 Aktivita u CA20948 nadoroch pankreasu pri potkanoch

Nadory sa zavedd samcekom potkanov Lewis pomocou subkutdnnej injekcie suspenzie CA20948 na-
dorovych buniek pochéddzajicich od darcovskych potkanov do l'avého boku. S oSetrovanim sa zacne v deil 4
po inokuldcii. Testovand zlicenina sa poddva p.o. raz denne (6 dni v tyZdni) odo dfia 4 do dfia 9 aZ 15 po
inokuldcii. Protinddorova aktivita sa vyjadruje ako T/C %, ako je naznaCené skor. V rdmci tejto analyzy inhi-
buji zliceniny vSeobecného vzorca (I), ak sa poddvaji v dennej davke 0,5 mg/kg az 2,5 mg/kg, rast nadoru;
napriklad v rdmci reprezentativneho experimentu vedie zli¢enina A, ak sa poddva p.o. v dennej davke 2,5
mg/kg k vyslednej hodnote T/C predstavujticej 23 %. V tom istom experimente vedie preruSované poddvanie
zliCeniny A, 5 mg/kg dvakrét tyZdenne, k vyslednej hodnote T/C predstavujicej 32 %. Zlicenina A v rdmci
tychto analyz vyznamne a konzistentne zniZuje mieru rastu CA20948 pankreatickych nddorov, v porovnan{
s kontrolami s vehikulom (T/C pri kontrolnych zvieratéch je definovand ako 100 %).

Zlicenina A sa testovala v d’al§ich nddorovych modeloch v stlade s opisanym postupom. Napriklad vy-
sledkom dennej davky 2,5 mg/kg alebo 5 mg/kg zliceniny A, ak sa podadvaji v rdmci modelu l'udského NCI
H-596 nadoru plic, respektive nddorového modelu I'udského MEXF 989 melanému, s vysledné hodnoty
T/C 18 % a 9 %; 5 mg/kg vedie k vyslednym hodnotdm T/C predstavujicim 20 % (primédrny nddor) a 36 %
(metastdzy v cervikdlnej lymfatickej uzline), ak sa poddvaji v ortotopickom my$om nddorovom modeli
B16/BL6 melanému, a 24 %, ak sa poddvaji v modeli l'udského AR42J pankreatického nidoru; 2,5 mg/kg
vedie k vyslednej hodnote T/C 28 %, ak sa poddva v modeli I'udského KB-8511 epidermoidného nddoru re-
zistentného proti viacerym lie¢ivim (MDR). Dobré protinddorové odpovede sa ziskaju tiez, ak sa zlicenina
A podava preruSovane, napr. 2 ndsledné dni za tyZdeii alebo dvakrit denne, mySiam s transplantovanymi
I'udskymi AR42J pankreatickymi nddormi.

B.4 Kombindcia s doxorubicinom

Mysi s transplantovanymi I'udskymi KB-31 epidermoidnymi nddormi sa oSetruji pocas 21 dni doxorubi-
cinom v ddvke predstavujicej 5 mg/kg i.v. raz tyZdenne zliceninou A v ddvke 2,5 mg/kg p.o. raz denne, ale-
bo kombindciou obidvoch. Potom sa v kombinovanej skupine pokracuje v oSetrovani zltiCeninou A samotnou
s cielom zistit, ¢i mdZe zli¢enina A potlacat’ rozrastanie nadorov, ktoré odpovedaji na konvenéné Cinidla.
Protinddorova aktivita sa vyjadri ako T/C % alebo % regresif, ako je naznalené skor. Napriklad kombindacia
zliceniny A a doxorubicinu vedie k vys§iemu protinddorovému ti¢inku (74 % regresi{) v porovnani s kazdym
z ¢inidiel samotnym (zlicenina A, T/C 32 %; doxorubicin 44 % regresii). Ak sa pridd oSetrovanie zli¢eninou
A, nedochddza k Ziadnemu zhorSeniu tibytkov telesnej hmotnosti spdsobenym doxorubicinom. PokraCovanie
v oSetrovani zlticeninou A pri kombinovanej skupine po ukonceni poddvania doxorubicinu, inhibuje rozras-
tanie nddoru, takZze objemy nddorov pri skupine s monoterapiou doxorubicinom si vyznamne vyS$sie ako pri
kombinovanej skupine. NavySe sa zd4, Ze vysledkom kombindcie je vy$Sia miera vylieCenia (8/8 nddorov) po
14 diloch po ukoncenf osetrovania ako pri samotnom doxorubicine (3/8 nddorov).

B.5 Kombindcia s cisplatinou

Mysi s transplantovanymi I'udskymi NCI H-596 nddormi pltic sa pocas 21 dnf oSetruju cisplatinou v dav-
ke 2,5 mg/kg i.v. raz tyZdenne zliceninou A v ddvke 2,5 mg/kg p.o. raz denne, alebo kombinaciou obidvoch.
Protinddorova aktivita sa vyjadruje ako T/C % alebo % regresii, ako sa uviedlo skér. Kombindcia zliceniny
A a cisplatiny vedie k vy$Siemu protinddorovému tcinku (5 % regresif) v porovnani s kazdym z Cinidiel sa-
motnym (zlicenina A, T/C 26 %; cisplatina, T/C 26 %). Vysledkom kombindcie nie je zhor$enie znasanli-
VOsti.

B.6 Antiangiogénna aktivita

B16/BL6 bunky (5 x 10 sa injekéne intradermélne podaji do ucha C57BL/6 mysi. O sedem dni neskor
sa zacne s oSetrovanim zlti¢eninou A alebo vehikulom. Po dvoch tyZdiloch denného oSetrovania sa zhromaz-
dia primdrne nddory a cervikdlne lymfatické uzliny na meranie hustoty ciev. Endotel ciev zdsobujucich krvou
sa v nddoroch vizualizuje pouZitim farbiva sfarbujticeho jadro (Hoechst 33342, 20 mg/kg), ktoré sa injikuje
i.v. krdtko pred usmrtenim mysi. Nddory a metastdzy sa momentovo zmrazia a rezy sa skiimaji pod svetel-
nym mikroskopom vybavenym epifluorescenénym zdrojom. Fluorescenéné H33342-znalené endotelové
bunky sa pouZiji na stanovenie poctu a velkosti ciev v celom nddorovom reze. Cievy sa rozdelia do skupin
s rozsahom velkosti 10 um. Distribticia ciev sa hodnot{ pomocou histogramovej frekvencnej analyzy. V dav-
ke 5 mg/kg p.o. zniZuje zlicenina A hustotu ciev tak pri primdrnom nddore (napr. T/C 50 % pre zliceninu
A), ako pri metastdzach (napr. T/C 40 % pre zlii¢eninu A), v porovnani s kontrolami. Zli¢enina A tieZ v me-
tastdzach meni distribiciu velkosti ciev.

B.7 Kombindcia s antiangiogénnym Cinidlom
B16/BL6 bunky (5 x 10%) sa intradermalne injikuji do ucha C57BL/6 mysi. O sedem dnf neskér sa zaéne
s oSetrovanim zlieninou A, inhibitorom VEGF receptorovej tyrozinkindzy, napr. 1-(4-chléranilino)-4-(4-
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-pyridylmetyl)ftalazinom alebo jeho solou, napr. sukcindtom, alebo kombindciou obidvoch a monitoruji sa
uc¢inky na rast a hmotnost’ primarneho nddoru, respektive metastdz v cervikdlnych lymfatickych uzlindch.
Denné poddvanie antiangiogénneho ¢inidla (100 mg/kg p.o.) alebo zliceniny A, (1 mg/kg p.o.) samotnych,
znizuje velkost’ primdrneho nddoru (vyslednd hodnota T/C: 65 %, respektive 74 %), zatial' ¢o kombindcia
tychto dvoch Cinidiel je synergickd (T/C 12 %). OSetrovanie zliceninou A a antiangiogénnym Cinidlom sa-
motnym zniZuje hmotnosti cervikdlnych lymfatickych uzlin (vo vzt'ahu k regiondlnym metastdzam) (T/C: 75
%, respektive 34 %), a kombindcia d’alej znizuje hmotnosti lymfatickych uzlin (T/C 13 %). OSetrovanie vyz-
namne zvysuje prirastky telesnej hmotnosti v porovnan{ s kontrolami. Pri primdrnych niddoroch ukazuje ana-
lyza moZné interakcie synergif pre zli¢eninu A a antiangiogénneho €inidla — antiangiogénne Cinidlo/kontroly
= (,66; zlicenina A/kontroly = 0,77; zliCenina A a antiangiogénne Cinidlo/kontroly = 0,135. PretoZe zliceni-
na A a antiangiogénne Cinidlo/kontroly < zlic¢enina A/kontroly x antiangiogénne Cinidlo/kontroly (0,51), je
toto definované ako synergia. Pri metastdzach ukazuje analyza tieZ synergiu pre zliceninu A a antiangiogén-
ne ¢inidlo — antiangiogénne Cinidlo/kontroly = 0,337; zli¢enina A/kontroly = 0,75; zliCenina A a antiangio-
génne Cinidlo/kontroly = 0,122. PretoZe zlifenina A a antiangiogénne Cinidlo/kontroly < zli¢enina
A/kontroly x antiangiogénne Cinidlo/kontroly (0,252), je toto tieZ definované ako synergia (Clark, Breast
Cancer Research Treatment 1997; 46:255).

C. Klinicka $tidia
C.1 Vyskum klinického prinosu zli¢eniny A ako monoterapie pri pevnych nddoroch

Ciel stidie: Identifikovat’ optimdlnu ddvku uvedenej zliCeniny poddvanej raz tyZdenne v ramci Stidie
so zvysujicou sa davkou a ti¢innost’ optimdlnej ddvky pri pevnych naddoroch.

Stidia sa deli na 2 &asti
Cast’ 1

Primérny ciel’: Identifikovat’ optimdlnu ddvku zlic¢eniny A poddvanej p.o. raz tyZdenne, za predpokladu,
Ze touto by mala byt minimdlna ddvka spojend s prediienou inhibiciou mTOR a krvnymi hladinami uvedene;j
zliCeniny aspoil ekvivalentnymi hladindm dosahujticim protinddorovy G¢inok v in vivo preklinickych Stu-
didch.

Sekundarny ciel: Zhodnotit’ bezpecnost’ uvedenej zlticeniny, ak sa poddva samotnd pacientom s rakovi-
nou, a zhodnotit' zmeny nddorovej metabolickej aktivity.

Plan: Po sebe idtice skupiny 4 pacientov s pokrocilymi malignymi pevnymi nddormi, refraktérnymi alebo
rezistentnymi proti §tandardnym terapidm uZzivajui zliceninu A kazdych 7 dni roznej davky (skupina 1 uZiva
5 mg; skupina 2 uziva 10 mg; skupina 3 uziva 20 mg) pocas 4 tyzdnov. V tyzdni 4 sa stanovuje farmakokine-
ticky profil a profil inhibicie mTOR, ako ukazuje inhibicia p70s6 kindzy v periférnych lymfocytoch. Usku-
to¢ni sa komparativne 18-fluér-deoxyglukézovy (FDG) pozitrén-emisné tomografické (FDG-PET) zobraze-
nie (pred prvou davkou, po tretej ddvke) s ciel'om vySetrit zmenu nadorového metabolizmu.

Hlavné vyberové kritérid pacientov: Dospeli s pokrocilym Stddiom (IIT aZ V) pevnych nddorov, rezistent-
nych alebo refraktérnych proti Standardnym terapidm. Aspofi jedna nddorovd 1ézia by mala byt meratel'nd (>
20 mm v jednom rozmere).

Hlavné premenné pre hodnotenie: Bezpecnost’ (nepriaznivé javy), Standardné biochemické vySetrenie sé-
ra a hematologické vySetrenie, krvné hladiny testovanej zliceniny, lymfocytovd p70-s6-kindzova aktivita,
zmeny v nddorovom prijme glukézy pomocou FDG- PET.

Cast’ 2

Primérny ciel: VySetrit’ ti¢innost’ zli¢eniny A u pacientov s pokroCilymi pevnymi nddormi, ak sa poddva
raz tyzdenne v optimdlnej ddvke, ako sa identifikuje v Casti 1, ako ukazuje nddorova odpoved’.

Sekundérny ciel: Zhodnotit’ bezpecnost’ uvedenej zli¢eniny pri tejto davke.

Plan: 20 pacientov s progredujticim pevnym nddorom v pokro€ilom S$tddiu, rezistentnym alebo refraktér-
nym proti Standardnym terapidm, uziva uvedeni zli¢eninu v ddvke odporicanej ako vysledok Casti 1. Celko-
vy klinicky stav pacientov sa vySetruje tyZdenne fyzikdlnym a laboratérnym vySetrenim. Zmeny nddorovej
zat'aZe sa hodnotia kazdé 2 mesiace pomocou rddiologického vySetrenia. Spo€iatku pacienti uZivaji terapiu
pocas 2 mesiacov. Potom sa ponechdvaju na terapii, pokial ich ochorenie neprogreduje a lieCivo je uspokoji-
vo zndSané.

Hlavné premenné pre hodnotenie: BezpeCnost' (nepriaznivé javy), Standardné biochemické vySetrenie sé-
ra a hematologické vySetrenie, rozmery niddoru pomocou snimkovania s pouzitim pocitacovej tomografie
(CT) alebo zobrazovanie magnetickou rezonanciou (MRI).

C.2 Kombinovang terapia
Vhodnymi klinickymi $tidiami st napriklad otvorené, zna¢ené, nerandomizované $tidie so zvySujticou sa
davkou u pacientov s pokroCilymi pevnymi nadormi. Tieto $tidie sliZia najmid na vySetrenie synergizmu
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u¢innych latok kombindcie podl'a vyndlezu. Priaznivé Ginky na proliferativne ochorenie je mozZné stanovo-
vat’ priamo pomocou vysledkov tychto $tidii alebo zmenou pldnu Stidie, ktoré si odbornikovi v odbore
zndme. Také Stidie st obzvlast vhodné na porovnanie tGc¢inkov monoterapie s pouZitim tcinnych latok a
kombindcie podl'a predmetného rieSenia. Vyhodne sa ddvka Cinidla (a) zvySuje aZz do dosiahnutia maximadlne;j
tolerovanej davky a spolucinidlo (b) sa poddva vo fixnej ddvke. Alternativne sa Cinidlo (a) poddva vo fixnej
davke a ddvka spolucinidla (b) sa zvySuje. Kazdy pacient uziva ddvku ¢inidla (a) bud’ denne, alebo preruso-
vane. Uginnost’ lie¢enia je moné stanovovat’ v rdmci tychto §tidif napr. po 12, 18 alebo 24 tyzdiioch pomo-
cou rddiologického hodnotenia nadorov kazdych 6 tyzdiiov.

Alternat{vne je moZné s cielom overit’ tu uvedené priaznivé tc¢inky kombinacie podl'a predmetného rie-
$enia pouZit’ placebom kontrolovand, dvojito slept $tidiu.

Denné davky poZadované pri uskuto€ilovani spdsobu, ktorého sa predloZeny vyndlez tyka, sa budd v pri-
pade, ak sa zlicenina v§eobecného vzorca (I) pouZije samotnd, 1i§it’ napriklad v zdvislosti od pouzitej zlice-
niny, hostitel'a, spdsobu podédvania a zdvaznosti lie€eného stavu. Vyhodny rozsah dennych ddvok predstavuje
asi od 0,1 do 25 mg v podobe jedinej ddvky alebo v rozdelenych ddvkach. Vhodné denné davky pre pacien-
tov predstavuju napr. od 0,1 do 25 mg p.o. Zliceninu A je mozné poddvat’ akoukol'vek beznou cestou, najméi
enterdlne, napr. ordlne, napr. vo forme tabliet, kapstl, ndpojovych roztokov, nazdlne, pulmondrne (inhald-
ciou) alebo parenterdlne, napr. vo forme injikovateI'nych roztokov alebo suspenzii. Vhodné jednotkové ddv-
kové formy na ordlne poddvanie obsahuju asi od 0,05 do 12,5 mg, obvykle 0,25 az 10 mg zliceniny A, spolu
s jednym alebo viacerymi z ich farmaceuticky prijatel'nych riedidiel alebo nosicov.

Kombindciu podl'a predmetného rieSenia je mozné tieZ aplikovat’ v kombindcii s chirurgickym zakrokom,
miernou prolongovanou celotelovou hypertermiou a/alebo radiaénou terapiou.

Podévanie farmaceutickej kombindcie podl'a predmetného rieSenia nevedie len k priaznivym tcinkom,
napr. k synergickému terapeutickému tcinku, napr. s ohl'adom na spomalenie, zastavenie alebo reverziu ne-
oplazmatického ttvaru alebo dlh3{ Cas trvania nddorovej odpovede, ale tieZ k d’al§sim prekvapujicim priazni-
vym tcinkom, napr. k men§iemu mnozstvu vedl'ajsich G€inkov, lepSej kvalite Zivota alebo zniZenej mortalite
a morbidite, v porovnani s monoterapiou pouZitim len jednej z farmaceuticky tcinnych litok pouzitych
v kombindcii podl'a predmetného rieSenia, najmé pri lieCeni nddoru, ktory je refraktérny proti inym chemote-
rapeutikim zndmym ako protinddorové Cinidld. Najmi sa pri aplikdcii v kombindcii s prvym Cinidlom (a)
v nddorovom tkanive a nddorovych bunkach pozoruje zvyseny prijem spolucinidla (b).

DalSou vyhodou je to, Ze je moZné pouZit’ nizSie davky éinnych litok kombinacie podl'a vyndlezu, na-
priklad to, Ze ddvky Casto nemusia byt’ len niZSie, ale aplikuji sa tieZ menej Casto, alebo ich je moZné pouzit’
s ciel'om zniZit’ vyskyt vedlaj§ich t¢inkov za kontroly rastu neoplazmatického ttvaru. Toto je v stilade s pria-
niami a poziadavkami lieCenych pacientov.

Terminy ,,spolo¢né podavanie® alebo ,.kombinované poddvanie®, alebo podobne, ako st tu pouzité, maji
zahffiat’ poddvanie vybranych terapeutickych ¢inidiel jedinému pacientovi, a maji zahfiat’ terapeutické rezi-
my, v rdmci ktorych sa ¢inidld nemusia nutne podavat’ rovnakou cestou poddvania alebo v rovnakom okami-
hu.

Farmaceutické kompozicie na oddelené podédvanie prvého Cinidla (a) a spolu¢inidla (b) a na poddvanie vo
fixnej kombindcii, to znamend jedind galenickd kompozicia obsahujiica aspoii dvoch kombina¢nych partne-
rov (a) a (b), podl'a vyndlezu, je mozné pripravovat’ zndimym spdsobom a st nimi kompozicie vhodné na en-
terdlne, ako je ordlne alebo rektdlne, a parenterdlne poddvanie cicavcom (teplokrvnym Zivo¢ichom), vritane
T'udi, obsahujtice terapeuticky i€¢inné mnoZstvo aspoi jedného farmakologicky t¢inného kombina€ného part-
nera samotného, napr. ako je uvedené skor, alebo v kombindcii s jednym alebo viacerymi farmaceuticky pri-
jatel'nymi nosi¢mi alebo riedidlami, najmi vhodné na enterdlne alebo parenterdlne poddvanie.

Vhodné farmaceutické kompozicie obsahujt napriklad asi od 0,1 % do asi 99,9 %, vyhodne asi od 1 % do
asi 60 %, ti¢innej(nych) latky(tok). Farmaceutickymi pripravkami pre kombinovan terapiu na enterdlne ale-
bo parenterdlne poddvanie st napriklad pripravky v jednotkovych ddvkovych formdich, ako su cukrom po-
tiahnuté tablety, tablety, kapsuly alebo Capiky, alebo ampuly. Ak nie je uvedené inak, si tieto pripravené
zndmym sposobom, napriklad beznym miesenim, granuldciou, potahovanim cukrom, rozpi$tanim alebo lyo-
filizdciou. Ocefiuje sa, Ze jednotkovy obsah kombinaéného partnera obsiahnuty v jednotlivej ddvke kaZdej
ddvkovej formy nemusi samotny tvorit’ i¢inné mnozstvo, lebo poZadované ti¢inné mnoZstvo je mozné do-
siahnut’ poddvanim vécsieho poctu ddvkovych jednotiek.

Terapeuticky i¢inné mnozstvo kazdého z kombina¢nych partnerov kombindcie podla predmetného riese-
nia je mozné poddvat’ sibezZne alebo postupne a v 'ubovol'nom poradi, a zlozky je mozné poddvat’ oddelene
alebo v podobe fixnej kombindcie. Napriklad spdsob oddialenia progresie alebo lieenie proliferativneho ma-
ligneho ochorenia podl'a predmetného rieSenia moze zahfilat’ (i) podavanie prvého Cinidla (a) vo volnej for-
me alebo vo forme farmaceuticky prijatel'nej soli a (i) podavanie spolucinidla (b) vo vol'nej forme alebo vo
forme farmaceuticky prijatel'nej soli, stibeZne alebo postupne v l'ubovol'nom poradi, v spolo€ne terapeuticky
di€innych mnoZstvich, vyhodne v synergicky G€innych mnoZstvdch, napr. v dennych alebo preruSovanych
davkach zodpovedajticich tu opisanym mnoZzstvam. Jednotlivych kombinaénych partnerov kombinécie podl'a
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predmetného rieSenia je mozné poddvat’ oddelene v rdéznych okamihoch v priebehu terapie alebo sticasne
v rozdelenych alebo jedinych kombinaénych formédch. Termin poddvania d’alej zahfila tieZ pouZitie profar-
maka kombinaného partnera, ktory sa in vivo premeni na kombinaného partnera samotného. Predlozené
rieSenie zahfa vSetky také rezimy siubeZnej alebo striedave] terapie a termin ,,poddvanie® sa ma v silade
s tym interpretovat.

Utinn4 dévka kadého z kombinaénych partnerov pouZitych v kombindcii podl'a predmetného rieSenia sa
moze 1i§it’ v zdvislosti od konkrétne pouZitej zlticeniny alebo farmaceutickej kompozicie, spdsobu podéavania,
lieCeného stavu, zdvaZnosti lieCeného stavu. Preto sa ddvkovaci rezim kombindcie podla predmetného rieSe-
nia zvoli podla Sirokého spektra faktorov zahfiiajicich cestu poddvania a rendlnej a hepatickej funkcie pa-
cienta. OSetrujuici lekdr, klinik alebo veterindr s beZnou znalostou mdZe l'ahko stanovit’ a predpisat’ tiinné
mnozstvo samotnych t¢innych 14tok poZzadované na prevenciu, Celenie alebo zastavenie progresie stavu. Op-
timdlna presnost’ dosiahnutia koncentracie ti€innych l4tok v rozsahu, ktory vedie k di¢innosti bez toxicity, vy-
Zaduje rezim zaloZeny na kinetike dostupnosti i¢innych latok do cielovych miest.

Denné ddvky prvého ¢inidla (a) sa budd samozrejme li§it’ v zdvislosti od Sirokého spektra faktorov, na-
priklad od zvolenej zliCeniny, konkrétneho lieCeného stavu a pozadovaného tcinku. VSeobecne sa vSak
uspokojivé vysledky dosiahnu poddvanim rapamycinu alebo jeho derivdtu v dennych ddvkach v rozsahu asi
0,1 aZ 25 mg v podobe jedinej ddvky alebo v rozdelenych ddvkach. Rapamycin alebo jeho derivit, napr. zIi-
Ceninu vSeobecného vzorca (I), je moZné poddvat’ 'ubovol'nou beZnou cestou, najmé enterdlne, napr. ordlne,
napr. vo forme tabliet, kapstil, ndpojovych roztokov, alebo parenterdlne, napr. vo forme injikovateI'nych roz-
tokov alebo suspenzii. Vhodné jednotkové ddvkové formy na ordlne poddvanie obsahuji od asi 0,05 do 10
mg ucinnej latky, napr. zliceniny A, spolu s jednym alebo viacerymi z ich farmaceuticky prijatelnych riedi-
diel alebo nosicov.

Zlicenina A sa dobre zndSa v davkach pozadovanych podla predlozeného vyndlezu. Napriklad NTEL pre
zlideninu A v rdmci StvortyZzdiiovej Stidie na toxicitu predstavuje 0,5 mg/kg/dent pri potkanoch a 1,5
mg/kg/deti pri opiciach.

PATENTOVE NAROKY

1. 40-O-(2-hydroxyetyl)rapamycin na pouzitie ako jedind aktivna zlozka pri lieCeni pevnych nddorov
mozgu inych ako lymfatickd rakovina.

2. 40-O-(2-hydroxyetyl)rapamycin na pouZitie pri lieCen{ pevnych nddorov mozgu inych ako lymfatickd
rakovina podl'a ndroku 1, pricom 40-O-(2-hydroxyetyl)rapamycin je poddavany ordlne vo forme jednotkove;j
davky zahrnujtcej od 0,25 do 10 mg spolu s jednym alebo viacerymi farmaceuticky prijatelnymi riedidlami
alebo nosi¢mi.

Koniec dokumentu
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