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Liecivo na inhibiciu rastu refraktérnych nddorov

Oblast techniky -

Predkladany vynadlez sa tyka spdsobu inhibicie rastu
refraktéinych nadorov, ktoré su stimulované ligandom
epidermédlneho rastového faktoru u Tudskych pacientov, ktory
- spdsob zahrnuje liecbu Iudsk?ch-pacientov G¢innym mnoZstvom

:antaéonistu receptora pre epidermdlny rastovy faktor.

DoterajSi stav techniky

Nadorové ochorenia su v Spojenjch Stdtoch druhou veduicou
priéinou.ﬁmrti po srdcovych prihodéch. Vo vyvoji novych
terapeutickych postupov pre liedbu tychto devastujucich .
‘ochoreni do3lo k vyznamnému pokroku. Velka ¢&ast tohto pokroku
je spdsobend lep3im porozumenim buﬁeénej proliferacie

" norm&lnych aj nédorovych buniek.

Normédlne bunky proliferuji vysoko kontrolovanou aktivéaciou
receptorov pre rastové faktory svojimi prislusnymi ligandmi.
Priklady thhto receptorov sﬁ tyrozin kinézy réceptora pre

rastové faktory.
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Négorové bﬁnky tieZ proliferuju prostredniétvom aktivécie
receptéiov pre rasfové faktory. Strata kontroly méZe byt
. spésobena Cetnymi faktormi, ako si overexprese rastovych
faktorov a/alebo receptorov, a autonémnej aktivéacie

biochemickych dr&h regulovanych rastovymi faktormi.

Niektorymi prikladmi receptorov hrajicimi rolu v



tumorigenéze sU receptory pre epidermélny rastovy faktor
(EGRF), rastovy faktor odvodeny od dostic¢iek (PDGRF), inzulinu
podobny rastovy faktor (IGRF), nervovy rastovy faktor (NGRF) a
fibroblastovy rastovy faktor ( FGF) .

Jednotlivé receptory z rodiny receptorov pre epidermdlny
rastovy faktor (EGF) st zvla3t déleZité tyrozin kinazy
receptorov pre rastové faktory zdruZené s tumorigenézou
epidermadlnych buniek. Prvy Clen rodiny EGF receptorov, ktory
bol objaveny, bol glykoprotein majuci zjavnu molekuldrnu v&hu
pribliZne 165 kD. Tento glykoprotein, ktory bol popisany
Mendelsohnom et al. v patente US Patent &. 4943533 je znémy
ako EGF receptor (EGFR) a tieZ ako ITudsky EGF receptor-1

(HER1)

EGFR je overexprimovany vo vela typoch epidermoidnych
nadorovych buniek. EGF a transformujuci rastovy faktor alfa
(TGF-alfa) su dva zndme ligandy EGFR. Priklady nadorov, ktoré
exprimuju EGF receptory, zahrnuju glioblastémy, rovnako tak
ako nédory pliuc, prsnika, hlavy a krku. Amplifikédcie a/alebo
over expresie EGF receptorov na membrénach nadorovych buniek

je zdruZend so zlou progndzou.

Lie&ba n&dorovych ochoreni tradiéne zahrnuje chemoterapiu
alebo radia¢nui lieCbu. Niektoré priklady chemoterapeutickych
latok zahrnujud doxorubicin, cisplatinu a taxol. Radiacdna
liec¢ba mbéZe byt bud to vonkajsSimi 1ucémi alebo zo zdroja

umiestneného v pacientovi, tzn. tak nazyvanad brachyterapia.

Dalsi typ lie&by zahrnuje antagonistov rastovych faktorov
alebo receptorov pre rastové faktory hrajucich rolu v
proliferdcii buniek. Tito antagonisti neutralizujd aktivitu
rastového faktora alebo receptora a inhibujud rast nédorov,

ktoré exprimuijl receptor.



Patent US Patent &. 4943533 napriklad popisuje my3aciu
monoklondlnu protildtku nazyvani 225, ktorad sa viaZe k EGF
receptoru. Patent je pripisany Kalifornskej univerzite
a licenciu méd exkluzivne spoloCnost ImClone Systems
Incorporated. Protilatka 225 je schopnéa inhibicie rastu
kultivovanych naddorovych linii exprimujucich EGRF, rovnako tak
ako rast tychto néddorov za podmienok in vivo, rastu-1li ako
xenografty na holych my8iach. Vid Masui et al. Cancer Res 44,

5592-5598 (1986).

Nevyhodou pouZitia my3acich monoklondlnych protilatok v
lieCbe Cloveka je moZnost odpovedi &loveka proti my3acim
protilatkam (HAMA) v dbésledku pritomnosti my3acich Ig
sekvencii. T&to nevyhoda méZe byt minimalizovana nahradenim
celej konStantnej oblasti mySacej (alebo inej necicav&ej)
protilatky Iudskou konStantnou oblastou. Ndhrada kon3tantnych
oblasti ludskymi sekvenciami je zvycajne nazyvana

chimerizéaciou.

Chimeriza&ny postup méZe byt ulinnej3i nahradenim
Struktury variabilnych oblasti my3i oblastou odpovedajucimi
Iudskymi sekvenciami. Struktirou variabilnych oblasti sa
rozumie variabilné oblasti protilatky inej ako hypervariabilné
oblasti. Hypervariabilné oblasti sd tieZ zname ako

komplementaritu urcujtce oblasti ( CDRs).

Nahradenie konStantnych oblasti a 3truktir variabilnych
oblasti Iudskymi sekvenciami je zvy&ajne nazyvané
humanizaciou. Humanizovanad protiladtka je menej imunogénna
(tzn. vyvolava niZ8iu HAMA odpoved), pretoZe je viacej
mySacich sekvencii nahradené Iudskymi sekvenciami. Naneitastie
nahradenim viacej oblasti mySacich protilatok Iudskymi

sekvenciami dochédza k narastu ceny aj vynaloZeného usilia.



Nie je predpokladané, Ze nahradenie nie-ludskych
konstantnych oblasti Iudskymi konitantnymi oblastami
ovplyviiuje aktivitu protildtok. Napriklad Prewett et al.
zaznamenali inhibiciu n&dorovej progresie dobre uchytenych
xenograftov nadoru prostaty u my3i pri pouZiti chimerickej
formy monoklondlnej protilétky anti-EGFR-225, ktora je
diskutovanad vy$Sie. Chimerickd forma je nazyvana c225. Journal

of Immunotherapy 19, 419-427 )1997).

Dalsim pristupom k zniZeniu imunogenity protildtok je
pouZitie fragmentov protildtok. Napriklad v &lanku Aboud-
Piraka et al., Journal of the National Cancer Institute 80,
1605-1611 (1988) je zrovnavany protinadorovy ucinok protilatky
proti EGF receptoru nazyvanej 108,4 s fragmentmi protil&tky.
Modelom nadoru boli KB bunky vo forme xenograftov holych mysi.
KB bunky su odvodené z Tudskych oréalnych epidermoidnych

karcinbémov a exprimujd vy$Sie mnoZstvo EGF receptorov.

Aboud-Pirak et al. naliezli, Ze protil&tka aj bivalentna
F(ab"), fragment spomalili nadorovy rast za podmienok in vivo,
ackolvek F(ab”), fragment bol menej uinny. Monovalentny Fab
fragment protilatky, ktorej schopnost viazat receptor zdruZeny

s bunkou bola konzervovand, v3ak nadorovy rast nespomalil.

Boli urobené také pokusy zlep3it liecbu nadorowv
kombinaciou niektorych z technik spominanych vy3Sie. Baselga
et al. napriklad popisali v Journal of the National Cancer
Institute 85, 13271333 (1993) protinddorové G&inky
chemoterapeutickej latky doxorubicinu pomocou anti-EGFR

monoklonédlnej protilatky.

Ini autori sa pokusili zvySit citlivost nadorovych buniek
k Ziareniu prostrednictvom kombindcie Ziarenia s adjuvantnou

latkou. Napriklad v patentu Bonnen, US Patent 4846782 je



popisand zvySend citlivost ludskych nadorov k Ziareniu, ak
bola radia¢nd lieCba skombinovanad s lieCbou interferdnom.
Snelling et al zaznamenali v II. faze klinickej Studie men3ie
zlepSenie v radiacnej liecCbe pacientov s astrocytémami s
anaplastickymi loZiskami, ak bola radiadnd lie&ba skombinovana
s anti-EGFR monoklonalnou protilatkou oznacenou izotopom jédu
125. vid Hybridoma 14, 111-114 (19995).

Podobne Balaban et al zaznamenal schopnost anti-EGFR
monoklonédlnych protildtok senzitizovat xenografty Iudského
skvamézneho karcindému u myS3i vo&i radidcii, ak predchéadzalo
radia¢nej lieCbe podanie anti-EGFR protilatky nazyvanej LA22.
Vid Biochimica et Biophysica Acta 1314, 147-156 (1996). Salch
et al. tieZ zaznamenali lepéiu kontrolu nédoru za podmienok in
vitro a u my3i, ak bola radia¢né& lielba zvySend anti-EGFR
monoklondlnymi protiladtkami. Saleh et al uzavrel, Ze "Daliie
Studie ... mbéZu viest k novej modalitnej RT/Mab terapii". Vid
abstrakt 4197 v Proceedings of the American Association for
Cancer Research 37, 612, (1996)..

Naprotiven vyS3ie popisanym lieCebnym protin&dorovym
postupom nebol Ziadny namiereny Specificky na liedbu nédorov
refraktérnych ku konvencCnej lieCbe a radiédcii. Refraktérne
nadory vedu k rychlej progresii ochoreni, zvy¢ajne s 3Spatnou
prognézou. V sucasnosti méZe byt len mdlo urobené pre
pacientov s nadormi refraktérnymi ku konvencnej nadorovej

liecbe.

V zé&vislosti na uvedenom existuje potreba zlep3eného

spbsobu refraktérnych nadorov u &loveka.

Popis vynédlezu

Tento a dal3ie ciele, ktoré budd zrejmé osobam beZne
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skisenym v obore, boli dosiahnuté poskytnutim spbsobu
inhibicie rastu refraktérnych nadorov, ktoré su stimulované
ligandom receptora pre epidermdlny rastovy faktor (EGFR) u
Tudskych pacientov. Spdésob zahrnuje lieCbu ludskych pacientov

i¢innym mnoZstvom antagonistu EGFR/HERI.

V dal3ej forme vynadlezu zahrnuje spdsob predkladaného
vynalezu lielbu ludskych pacientov kombinadciou ucinného

mnoZstva antagonistu EGFR/HER1 a liecby chemoterapeutikami.
V e3te dal3ej forme vynadlezu zahrnuje spdsob predkladaného
vynalezu lie&bu ludskych pacientov kombinaciou ucinného

mnoZstva antagonistu EGFR/HERI a radiacnej liecby.

Detailny popis vynalezu

Predkladany vynédlez poskytuje zlepSeny spdsob liecCby
refraktérnych nadorov, zvlast refraktérnych malignych nédorov

u ludskych pacientov, ktori maju refraktérny nador.

Refraktérne nédory

Refraktérne nadory zahrnujui nadory, ktoré neodpovedaju
alebo sU rezistentné na lielbu samotnymi chemoterapeutickymi
latkami, samotnt radia&nu liedbu alebo ich kombindciu. Pre
u&ely tejto 8pecifikdcie zahrnuju refraktérne nadory tieZ
nadory, ktoré sa zdaju byt inhibované chemoterapeutickymi
latkami a/alebo radiadnou lie&bou, ale ktoré relabuju do 5

rokov, niekedy do 10 rokov alebo dlhSie po ukonleni liecby.

Typy refraktérnych nadorov, ktoré méZu byt liedené v zhode
s vynalezom, su akékolvek refraktérne nadory, ktoré su
stimulované ligandom EGFR. Niektoré priklady ligandov, ktoré

stimulujdi EGFR zahrnuji EGF a TGF-alfa.



Rodina receptorov EGFR zahrnuje EGFR, ktory je v
literatire tieZ oznaclovany ako HER1l. V tejto Specifikécii sa
EGFR tyka 3pecifického &lenu rodiny EGFR receptorov nazyvanych
EGFR/HERL.

Refraktérne nadory lieCitelné predkladanym vyndlezom su
endogénne nadory nativne pre ludskych pacientov. Tieto nadory
je o vela obtaZnejSie lieCit ako exogénne xenografty ludskych
niddorov, ktoré boli lie€ené na zvieratadch. Vid napriklad

Prewet et al. Journal of Immunotherapy 19, 419-427 (1997).

Niektoré priklady refraktérnych néddorov zahrnuju
karcinémy, glidémy, sarkémy, adenokarcinémy, adenosarkémy a
adenémy. Tieto nédory sa vyskytuju skutolne vo v3etkych
Castiach Iudského tela a vo vSetkych orgénoch. Nadory méZu byt
napriklad pritomné v prsniku, srdci, plicach, tenkom &reve,
hrubom &reve, slezine, oblickéch, moCovom mechire, hlave a
krku, vajelniku, prostate, mozgu, podZaludkovej Zlaze, koZi,
kostiach, kostnej dreni, krvi, thymu, maternici, mie3ku, kr&ku

maternicovom a v pedeni.

Nadory méZu exprimovat EGFR v normdlnom mnoZstve, alebo
méZu EGFR overexprimovat v mnoZstve, ktoré napriklad prevyéujé
normélne hodnoty 10, 100 alebo 1000 kr&t. Niektoré nadory,
ktoré overexprimuju EGFR zahrnuju nadory prsnika, pluc,
tlstého Creva, obliciek, moCového mechira, hlavy a krku,
zvlast sa jedna o skvamézny karciném hlavy, a krku, dalej

nadory vajecniku, prostaty a mozgu.
Antagonisti EGFR/HERI1

Refraktérne nédory( ktoré su predmetom predkladéného

vynalezu, mdéZu byt liec¢ené antagonistom EGFR/HERI. Pre uclely



tejto 3pecifikdcie je EGFR/HER1 ak&kolvek léatka, ktoré
inhibuje stimulédciu EGFR/HER1 ligandom EGFR/HERI1.

Rast refraktérnych nadorov je dostatoCne inhibovany u
pacienta, aby sa zabréanila alebo zniZila progresia nédoru
(tzn. rast, invazivita, metastédzy a/alebo rekurencia). EGFR
antagonisti, ktoré sU predmetom predkladaného vynédlezu, mdZu
byt cytostatikd, alebo latky inhibujice rast refraktérnych
naddorov. Antagonista EGFR je prednostne cytolytikum, alebo

latka nic¢iaca nador.

Nie je znam Ziadny konkrétny mechanizmus inhibicie v
predkladanom vyndlezu. Ale vSak EGFR tyrozin kindzy suU obecne
aktivované prostrednictvom fosforylédcie. Preto fosforylacné
testy su uZito¢né pre predikciu uZitoCnosti antagonistov v
predkladanom vyndlezu. Niektoré uZitolné testy pre EGFR
tyrozin kinazovi aktivitu sU popisané v praci Panek et al.,
Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics 283,
1433-1444 (1997) a v préaci Batley et al., Life Sciences 62,
143-150 (1998). Popis tychto testov je tymto zacCleneny tu ako

referencia.

EDFR/HER]1 antagonisti zahrnuji biologické molekuly alebo
malé molekuly. Biologické molekuly zahrnuju vSetky lipidy a
polyméry monosacharidov, aminokyselin a nukleotidov majucich
molekulovi vdhu vy33iu ako 450, Biologické molekuly teda
zahrnuju napriklad oligosacharidy a polysacharidy,
oligopeptidy, polypeptidy, peptidy a proteiny, a
oligonukleotidy a polynukleotidy. Oligonukleotidy a
polynukleotidy zahrnujui napriklad DNA a RNA.

Biologické molekuly dalej zahrnuju derivaty akychkolvek
molekul popisanych vys3ie. Derivaty biologickych molekil

zahrnuju napriklad lipidové a glykosylacné derivaty



oligopeptidov, polypeptidov, peptidov a proteinov. Derivaty
biologickych molekdl dalej zahrnuju lipidové derivaty
oligosacharidov a polysacharidov, napriklad
lipopolysacharidov. Najtypickej8ie st biologické molekuly

protilatky, nebo funkéni ekvivalenty protilatok.

Funk¢né ekvivalenty protilatok maju vdzobné
charakteristiky zrovnatelné s protildtkami a inhibuju rast
buniek, ktoré exprimuju EGFR. Tieto funké&né ekvivalenty
zahrnujul napriklad chimerizované, humanizované a

jednoretazcové protilatky, rovnako tak ako ich fragmenty.

Funkéné ekvivalenty protilatok tieZ zahrnuju polypeptidy s
aminokyselinovymi sekvenciami vyznamne rovnakymi ako je
aminokyselinova sekvencia variabilnych alebo hypervariabilnych
oblasti protildtok, ktoré su predmetom vynélezu.
Aminokyselinovéd sekvencia, ktord je vyznamne rovnaka ako
dalsie sekvencie, ale ktord sa 1i85i od inej sekvencie jednou
alebo viacej substiticiami, adiciami a/alebo deléciami, je
povaZovana za ekvivalentnd sekvenciu. Prednostne je menej ako
50%, prednostnejSie menej ako 25% a e3te prednostnej3ie menej
ako 10% z poctu aminokyselinovych rezidui v sekvencii

substituované za, pridané k, alebo deletované z proteinu.

Funk&ny ekvivalent protildtky je prednostne chimerizovana
alebo humanizovanad protildtka. Chimerizovand protilatka
obsahuje variabilni oblast nehumannej protil&tky a konStantn&
oblast Iudskej protilatky. Humanizovand protildtka obsahuje
hypervariabilna oblast (CDRs) nie-humannej protilatky.
Variabilna oblast ind ako hypervariabilna oblast, napriklad
Strukturdlna variabiln& oblast, a kon3tantn& oblast
humanizovanej protilatky su rovnaké ako u ludskej protilatky.
Pre uCely tejto prihlasky méZu byt vhodné variabilné a

hypervariabilné oblasti nehumdnnych protilatok odvodené z
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protildtok produkovanych akymkolvek cicavcom inym ako
Clovekom, v ktorom si produkované monokloné&lne protilatky.
Vhodné priklady cicavcov inych ako je &€lovek zahrnuju
napriklad kraliky, potkany, my3i, kone, kozy alebo primaty.

Preferované su mySi.

Funk&né ekvivalenty dalej zahrnuju fragmenty protiléatok,
ktoré maju vazobné charakteristiky, ktoré su rovnaké ako,
alebo zrovnatelné s tymito charakteristikami celej protiléatky.
Vhodné fragmenty protildtky zahrnuju akykolvek fragment, ktory
obsahuje dostatocni ¢ast hypervariabilni (tzn. komplementaritu
urc¢ujucu) oblast k Specifickej védzbe a s dostato&nou afinitou
k EGFR tyrozin kin&ze k inhibicii rastu buniek, ktoré

exprimuju tieto receptory.

Tieto fragmenty mdZu napriklad obsahovat jeden alebo oba
Fab fragmenty alebo F(ab“). fragment. Fragmenty protilatky
prednostne obsahuju v3etkych 6 komplementaritu uréujicich
oblasti celej protiléatky, ackolvek funkéné fragmenty
obsahujice menej ako v3etky tieto oblasti, ako napriklad tri,

Styri, alebo pat CDRs, su také zahrnuté.

Prednostné fragmenty st jednoretazcové protilatky alebo Fv
fragmenty. Jednoretazcové protildtky su polypeptidy, ktoré
obsahujl aspofl variabilni oblast taZkého retazca protilétky
naviazanu k variabilnej oblasti lahkého retazca s alebo bez
spojujuce]j zloZky. Fv fragment teda zahrnuje celé protilatkové
kombinacné miesto. Tieto retazce mbZu byt produkované v

baktériadch alebo v eukaryotickych bunkéch.

Protilatky a funk&né ekvivalenty mdZu byt &lenmi akékolvek
triedy imunoglobulinov, ako si napriklad IgG, IgM, IgA, IgD a
IgE, a ich podtriedy. Prednostné protildtky su &lenmi

podtriedy IgGl. Funk&né ekvivalenty mbéZu byt tieZ ekvivalentmi
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alebo kombindciami akékolvek z vy$8ie uvedenych tried a

podtried.

Protilatky mbéZu byt tieZ vytvorené z Ziadlceho receptora
spdsobmi, ktoré si dobre zname v obore. Receptory su bud to
komerCne dostupné, alebo mdéZu byt izolované dobre znamymi
spbsobmi. Spdsoby izolécie a purifikdcie EGFR su popisané
napriklad v patente Spada, US Patent 5646153, zadiatok na
stipci 41, riadok 55. Spdsob izol&cie a purifikidcie EGFR

popisany v tomto patente je tymto tu zalleneny ako referencie.

Spdésoby tvorby monoklondlnych protilatok zahrnuju
imunologicky spdésob popisany Kohlerom a Milsteinom v Casopise
Nature 256, 495-497 (1975) a Campbellom v knihe "Monoclonal
Antibody Technology, The Production and Characterization of
Rodent and Human Hybridomas", v Burdon et al., Eds, Laboratory
Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, Volume 13,
Elsevier Science Publishers, Amsterodam (1985). Spdsob
rekombinantnej DNA popisany autorom Huse et al. v &asopise
Science 246, 1275-1281 (1989) je tieZ vhodny.

Struéne povedané, aby boli produkované monoklonalne
protilatky, je hostitelsky cicavec inokulovany receptorom
alebo fragmentom receptora, ako je popisané vy3Sie a potom
volitelne znovu inokulovany. Aby bola inokulédcia uZitoé&na,
musi fragment receptora obsahovat dostato&ny polet
aminokyselinovych rezidui, aby bol definovany epitop molekuly,
ktora ma byt detekovanad. Pokial je fragment prilis kratky, aby
bol imunogénny, méZe byt konjugovany k nosiovej molekule.
Niektoré vhodné nosicové molekuly zahrnujud hemocyanin a
bovinny sérovy albumin. Konjugdcia méZe byt prevedena spdsobmi
znamymi v obore. Jednym takym spdsobom je kombinacia
cysteinového rezidua fragmentu s cysteinovym reziduom na

nosicovej molekule.
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Od inokulovanych zvierat si odobraté sleziny niekolko dni
po findlnej inokulécii. Bunelné suspenzie zo slezin su
sflzovaneé s nadorovou bunkou. Vysledné hybridémovej bunky,
ktoré exprimuju protildtky, su izolované, nechané rast a

udrZované v kulttire.

Vhodné monoklonédlne protildtky, rovnako tak ako tyrozin
kindzy receptoru pre rastovy faktor pre tvorbu tychto
monoklonalnych protilédtok su tieZ dostupné z komer&nych
zdrojov, napriklad od spolo&nosti Upstate Biotechnology, Santa
Cruz Biotechnology of Santa Cruz, Kalifornia, Transduction
Laboratories of Lexington, Kentucky, RD Systems Inc of
Minneapolis, Minnesota, a Dako Corporation of Carpinteria,

Kalifornia.

Spdsoby tvorby chimerickych a humanizovanych protilatok su
tieZ znéme v obore. Napriklad spbsoby tvorby chimerickych
protiladtok zahrnuju spbésoby popisané v patentoch US patents,
autor Boss (Celltech) a autor Cabilly (Genetech). Vid patenty
US Patent &. 4816397 a 4816567. Spdsoby tvorby humanizovanych
protilatok su popisané napriklad v patente Winter, US Patent
¢. 5225539.

Prednostny spdsob humanizécie protilatok je nazyvany CDR-
grafting. U tohto spdsobu su oblasti my3acej protilatky, ktoré
priamo hraju rolu vo vdzbe antigénu, vo vidzbe k oblasti
urcujicej komplementaritu, alebo CDRs, navrublované na Iudskej
variabiinej oblasti za vzniku "pretvarovanych Iudskych”
variabilnych oblasti. Tieto plne humanizované variabilné
oblasti su potom pripojené k ludskym kon3tantnym oblastiam za

vzniku kompletnych "plne humanizovanych" protilatok.

Aby boli vytvorené plne humanizované protilatky, ktoré sa
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dobre viaZu k antigénu, je s vyhodou navrhnuté pretvarované
Iudské variabilné oblasti starostlivo. Tudské variabilné
oblasti, do ktorych budd CDRs navriblované, by mali byt
starostlivo vybraté a je déleZité urobit niekolko
aminokyselinovych zmien v kritickych poziciach Strukturdlnych

oblasti (FR) Yudskych variabilnych oblasti.

Pretvarované Iudské variabilné oblasti mdéZu napriklad
obsahovat do desat aminokyselinovych zmien vo FR zvolenej
variabilnej oblasti ludského lahkého retazca, a aZ dvanést
aminokyselinovych zmien vo FR zvolenej variabilnej oblasti
Yudského taZkého retazca. DNA sekvencie kédujuce gény pre
tieto variabilné oblasti pretvarovanych Iudskych taZkych
a Yahkych oblasti, prednostne vyl a respektive k. Pretvarované
humanizovanad protildtka je potom exprimovanad v cicavéich
bunkdch a jej afinita pre ciel je‘porovnané s afinitou

odpovedajucou mySace]j protilatky a chimérickej protiléatky.

Spdsoby pre vyber rezidui humanizovanej protildtky, ktoré
maju byt substituované, a pre tvorbu substitucii su dobre
znadme v obore. Vid napriklad Co et al. , Nature 324, 501-502
(1992) , Queen et al., Proc Natl Acad Sci 86, 10029-1003
(19892) a Rodrigues et al., Int J Cancer, Supplement 7, 45-50
(1992) . Spdsob humanizidcie a pretvarovanie 225 anti-EGR
monoklondlnej protildtky je popisany Goldsteinom et al. v PCT
prihl&ske WO 96/40210. Tento spdésob mbéie byt prispdsobeny pre
humanizaciu a pretvarovanie protildtok oproti inym tyrozin

kindzam receptora pre rastovy faktor.

Spbsoby pripravy jednoretazcovych protildtok su tieZ znéme
\% obbre. Niektoré vhodné priklady su popisané Wellsom et al v
Eurdépskej patentovej prihlaske 502812 a v Casopise Int J
Cancer 60, 137-144 (1995).



14

DalZie spésoby pripravy funk&nych ekvivalentov popisanych
vy88ie sU uvedené v PCT prihlaSke WO 93/21319, v Eurbpskej
patentovej prihlaske 239400, PCT prihl&3ke WO 89/09622, v
Eurépskej patentovej prihlasSke 338745, v patente US Patent
5658570, v Patente US Patent 5693780 a v Eurdpskej patentove]j
prihlaske EP 332424,

Prednostné EGFR protilatky sU chimerizované, humanizované
a jednoretazcové protilatky odvodené z my3acei protilétky
nazyvanej 225, ktor& je popisand v patente US Patent &.
4943533. Patent je pripisany Kalifornskej univerzite a
licenzovany exkluzivne spoloCnostou ImClone Systems

Incorporated.

Protiladtka 225 je schopnd inhibovat rast kultivovanych
EGFR/HERl-exprimujucich buniek za podmienok in vitro, rovnako
tak ako za podmienok in vivo, ak rastd ako xenografty na
holych mySiach. Vid Masui et al., Cancer Res. 44, 5592-5598
(1986) . Nedavno bolo popisané, Ze lieCebny reZim kombinujici
225 plus doxorubicin alebo cisplatinu vykazoval liecebnu
synergiu proti dobre rasticim ludskym xenograftovym modelom u
my3i. Basalga et al., J Natl Cancer Inst 85, 1327-1333 (1993).

V jednej forme predkladaného vynédlezu boli Iudski pacienti
s refraktérnym skvaméznym karcinédmom hlavy a krku liegeni
kombin&dciou EGFR/HER1 antagonistom (chimerick& anti EGFR
monoklonédlna protilatka, C225) a cisplatinou. Tito pacienti
boli predtym bez reakcie na samotnu radia¢ni liedbu, samotnu
chemoterapiu, alebo na ich kombinéciu. EGFR/HER1 antagonista

inhiboval rast refraktérnych néadorov.

Chimerizované, humanizované a jednoretazcové protiléatky
odvodené od mySacej protilatky 225 mbéZu byt pripravené z

protilatky 225, ktord je dostupnd z ATCC. Alternativne mdzZu
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byt rézne fragmenty potrebné k priprave chimerizovanych,
humanizovanych a jednoretazcovych 225 protildtok syntetizované
zo sekvencie poskytnutej Wellsom et al. v Int J Cancer 60,
137-144 (1995). Chimerizovanéd 225 protilatka (c225) mdéZie byt
pripravenad v zhode sa spdsobmi popisanymi vyS5Sie. Humanizovana
225 protilatka mdéZie byt pripravena v zhode so spdsobom
popisanym v priklade IV PCT prihlasSky WO 96/40210, ktora je
tymto zallenen& ako referencia. Jednoretazcové 225 protilatky
(Fv225) mdéZu byt pripravené v zhode so spdsobmi popisanymi
Wellsom et al. v Casopise Int J Cancer 60, 137-144 (1995) a v
Eurdépskej patentovej prihléske 502812,

Sekvencie hypervariabilnych oblasti (CDR) lahkého a
YaZkého retazca sU reprodukované niZsie. Aminokyselinovéa

sekvencia je indikovanad pod nukleotidovou sekvenciou.

Hypervariabilné oblasti taZkého retazce (VH):
CDR1

AACTATGGTGTACAC (sekvencia ¢. 1)

N Y GV H (sekvencia ¢. 2)

CDR2

GTGATATGGAGTGGTGGAAACACAGACTATAATACACCTTTCACATCC (sekvencia ¢&.
3)

VIWSGGNTDYNTTPFT S (sekvencia ¢&. 4)

CDR3
GCCCTCACCTACTATGATTACGAGTTTGCTTAC (sekvencia &. 5)
ALTYYDYETFAY {(sekvencia &. 6)

Hypervariabilné oblasti Yahkého retazce (VL)

CDR1

AGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACAC (sekvencia &. 7)
RASQSIGTNTIH (sekvencia &. 8)
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CDR2
GCTTCTGAGTCTTATCTCT ({sekvencia &. 9)
A SESIS (sekvencia ¢. 10)

CDR3
CAACAAAATAATAACTGGCCAACCACG (sekvencia ¢&. 11)
QQNNNWPTT ( sekvencia ¢. 12 )

Naviac k molekuladm biologickych molekul diskutovanym
vyS3Sie méZu byt antagonistami uZito&nymi v predkladanom
vynaleze tieZ malé molekuly. Akdkolvek molekula, ktora nie je
biologickou molekulou je povaZovand v tejto Specifikacii za
malu molekulu. Niektoré priklady malych molekul zahrnuju
organické zlu€eniny, organometalické zlucdeniny, soli
organickych a organometalickych zlucenin, sacharidy,
aminokyseliny a nukleotidy. Malé molekuly dalej zahrnuju
molekuly, ktoré by inal boli povaZované za biologické
molekuly, pokial ich molekulovd védha nie je vacSia ako 450.
Malé molekuly mbéZu byt teda lipidy, oligosacharidy,
oligopeptidy a oligonukleotidy a ich derivaty majuce

molekulovou vdhu 450 alebo menej.

Je zddbraznované, Ze malé molekuly mdéZu mat akidkolvek
molekulovi véhu. SU iba nazyvané malymi molekulami, pretoZe
maju typicky molekulovd vdhu menSiu ako 450. Malé molekuly
zahrnuju molekuly, ktoré sa nachaddzaji v prirode, rovnako tak
ako zlu&eniny syntetické. Malé molekuly prednostne inhibuju
rast refrakternych néddorovych buniek, ktoré exprimuju

EGFR/HER1 tyrozin kindzu.

Bol popisany velky polet malych molekil, ktoré inhibuju
EGFR. Napriklad v patente Spada et al., US Patent 5656655 su

popisané styrylom substituované heterocarylové zluleniny, ktoré
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inhibuju EGFR. Heteroarylova skupina je monocyklicky kruh s
jednym alebo dvomi heteroatdémami, alebo bicyklicky kruh s 1
alebo 4 hetercatdémami, zluceniny su volitelne substituované
alebo polysubstituované. ZluCeniny uvedené v patente US Patent

5656655 su tymto zaClenené ako referencie.

Spada et al. v patente US Patent 5646153 uvadzaja bis mono
a/alebo bicyklické arylové, heteroarylové, karbocyklické a
heterokarbocyklické zlucCeniny, ktoré inhibujd EGFR. Zluc¢eniny
uvedené v patente US Patent 5646153 st tymto zaClenené ako

referencie.

Bridges et al. v patente US Patent 5679683 uvadzaju
tricyklické pyrimidinové zlucCeniny, ktoré inhibuju EGFR.
Zluceniny su fuzované heterocyklické pyrimidinové derivaty
popisané v stipci 3, riadok 35 aZ stipec 5, riadok 6. Popis
tychto zlG&enin v stipci 3, riadok 35 aZ stipec 5, riadok 6 je

zaCleneny tymto ako referencia.

Barker v patente US Patent 5616582 uvadza chinazolinové
derivaty; ktoré maju inhibiénu aktivitu vo&i receptorovej
tyrozin kinéze. ZlucCeniny uvedené v patente US Patent 5616582

su tymto zallenené ako referencie.

Fry et al. v Casopise Science 265, 1093-1095 (1994)
uvadzaju zlu€eninu majucu Struktiru, ktoréd inhibuje EGFR.
Strukturdlny vzorec je uvedeny na Obrazku 1. ZlUi&enina uvedena
na Obrdzku 1 v &lanku Fry et al je tymto za&lenend ako

referencia.

Osherov et al. uvadzaju tyrfostiny, ktoré inhibujua
EGFR/HER1 a HER2. Zlucleniny uvedené v &lanku Osherova et al. a
zv1a8t zlu€eniny v Tabulkach I, II, III a IV si tymto uvedené

ako referencie.
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Levitzki et al. v patente US Patent 5196446 uvéadzaju
heteroaryleténdiylové alebo heteroaryleténdiylarylove
z1lu&eniny, ktoré inhibujd EGFR. ZluCeniny uvedené v patente US
Patent 5196446 od stica 2, riadok 42 do stipca 3, riadok 40 su

tymto za&lenené ako referencie.

Panek et al. v &asopise Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 283, 1433-1444 (1997) uvadzaju
zludeninu identifikovanu ako PD 166285, ktora inhibuje EGFR,
PDGFR a FGFR rodiny receptorov. PD 166285 je identifikovana
ako 6-(2,6-dochlorofenyl) -2- (4-(2-
dietylaminoetoxy) fenylamino) -8- metyl -8H- pyrido (2,3-d)
pyrimidin -7- 6n majuci Strukturalny vzorec uvedeny na Obréazku
1 na strane 1436. Zlu&enina popisand na Obrazku 1 na strane

1436 ¢lanku Panek et al. je tymto zaClenend ako referencia.

Podanie EGFR/HER1 antagonistov

Predkladany vynélez zahrnuje podanie u&inného mnoistva
EGFR/HER1 antagonistu ludskym pacientom. Podanie EGFR/HERI1
antagonistu méZe byt prevedené rdznymi spbsobmi vréatane
systémového parenterdlnymi a enteré&lnymi cestami. EGFR/HER1
antagonisti, ktoré su predmetom predkladaného vynalezu méZu
byt lahko podané intravendézne (napriklad intravenéznou
injekciou), €o je prednostnym spdsobom podania. Intravendzne
podanie mdéZe byt prevedené kontaktom EGFR/HER1 antagonistov s
vhodnym farmaceutickym nosicom (vehikulom) alebo excipientnou
latkou, ako sa rozumie osob&m znalymi oboru. EGFR/HER1
antagonista méZe byt podany s adjuvantnou latkou, ako su
napriklad BCG, stimuldtory imdnneho systému a

chemoterapeutické latky.

EGFR/HER]1 antagonisti, ktoré su malé molekuly alebo
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biologické lieky, mdéZu byt podané, ako je popisané v patente
Spada, US Patent 5646153 v stipci 57, riadok 47 aZ stipec 59,
riadok 67. Popis podania malych molekdl je tymto za&leneny ako

referencia.

EGFR/HERI antagonisti, ktoré su predmetom predkladaného
vynadlezu uU&inne inhibujd rast refraktérnych nadorovych buniek,
ak st podané Iudskému pacientovi v G€innom mnoZstve. Ak je tu
pouZité, U¢inné mnoZstvo je také mnoZstvo, ktoré je nutné k
dosiahnutiu Specifického vysledku inhibicie rastu

refraktérneho nadoru.

EGFR/HER1 antagonista je prednostne podany k nadoru v
mnoZstve, ktoré inhibuje néddorovy rast bez naruSenia rastu
normédlneho tkaniva. EGFR/HER1 antagonisti prednostne inhibuju
nadorovy rast bez zdvaZnych vedlajSich uc¢inkov. Niektoré
zavainé vedlajs$ie t€inky zahrnuju utlm kostnej drene, anémiu a

infekciu.

Optimalne davky EGFR/HER1 antagonistov, ktoré su
protiladtkami a funk&nymi ekvivalentmi, méZu byt urCené lekArmi
na zaklade celého radu parametrov zahrnujucich napriklad vek,
pohlavie, véhu, zavaZnost ochorenia, ktoré m& byt lieclené,
protildtku, ktord mé& byt podand a spbdsobu podania. Obecne je
Ziaduca sérova koncentrédcia polypeptidov a protilatok, ktoré
umoZiiuju saturaciu cielového receptora. Napriklad koncentracie
v nadbytku pribliZne 0,1 nM je normdlne dostato&na. Napriklad
dévka 100 mg/m? C225 poskytuje sérovu koncentraciu pribliZne 20

nM po dobu 8 dni.

Ako orientacny pokyn mdéZu byt davky protildtok podavané
tyZdne v mnoZstve 10-300 mg/m2. Ekvivalentni davky
protilatkovych fragmentov by mali byt pouZivané v CetnejsSich

intervaloch, aby sa udrZala sérovéad koncentréacia vy33ia ako je
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koncentracia, ktora umoZiiuje saturédciu receptorov.

Kombinac¢né terapia

V jednej prednostnej forme vynédlezu mdZie byt refraktérny
nador lieleny uinnym mnoZstvom EGFR/HER1 antagonistu,
chemoterapeutickymi latkami, radiacnou liecCbou, alebo ich

kombinaciami.

Priklady chemoterapeutickych létok alebo chemoterapie
zahrnuju alkylacné latky, napriklad nitrogén mustard,
etyléniminové zluleniny, alkyl sulfonédty a dalSie zlu&eniny s
alkyla&nym u€inkom, ako st napriklad nitrdézourea, cisplatina a
dakarbazin, antimetabolity, napriklad kyselina listov4,
antagonistov purinov a pyrimidinov, inhibitory mitdzy,
napriklad vinca alkaloidy derivaty podofylotoxinov,

cytotoxické antibiotikd a derivéaty kamtotecinu.

Kamptotecinové derivaty zahrnujl napriklad kamptotecin, 7-
etyl kamptotecin, 10-hydroxy -7- etyl-kamtotecin (SN38), 9-
amino kamptotecin, 10,1- metyléndioxy-kamptotecin (MDCPT a
topotekan. Také kamptotecinové derivaty tieZ zahrnuju
lakténové stabilné prepardty 7-etyl-kamptotecinu uvedené v
patente US Patent 5604233, ktory je cely tymto zalleneny ako

referencie.

Predkladany vyndlez zahrnuje vysoko lipofilné
kamptotecinové derivaty, ako sU napriklad 10,1ll-metyléndioxy-
kamptotecin, 10,1l-etyléndioxy-kamptotecin, 9-etyl-
kamptotecin, 7-etyl-10-hydroxy-kamptotecin, 9-metyl-
kamptotecin, 9-chloro-10,1ll-metyléndioxy-kamptotecin, 9-
chlorokamptotecin, 10-hydroxykamptotecin, 9,10-
dichlorokamptotecin, 10-bromo-kamptotecin, 10-

chlorokamptotecin, 9-fluoro-kamptotecin, 10-metyl kamptotecin,
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10-flurokamptotecin, 9-metoxykamptotecin, 9-chloro -7- etyl-
kamptotecin a ll-fluoro-kamptotecin. Také vysoko lipofilné
kamptotecinové derivaty su uvedené v patente US Patent c.

5880133, ktory je cely tymto zacleneny ako referencia.

Vo vode rozpustné kamptotecinové derivéaty zahrnuju
napriklad vo vode rozpustné analégy kamptotecinu zname ako
CPT-11, ll-hydroxy -7- alkoxy - kamptotecin, 1ll-hydroxy -7-
metoxy kamptotecin (11,7-HMCPT) a ll-hydroxy -7- etyl
kamtotecin (11, 7-HECPT), 7—dimetylaminometylén'-10,11—
metyléndioxy 20(R,S)- kamptotecin, 7-dimetylaminometylén -
10,11l-metyléndioxy -20(S)- kamptotecin, 7-dimetylaminometylén
10,11- etyléndioxy -20(R,S)- kamptotecin a 7-morfolinometylén
-10,11- etyléndioxy -20(S)-kamptotecin. Také vo vode rozpustné
kamptotecinové derivaty si uvedené v patente US Patent &.
5559235 a 5468754, ktoré su celé tymto zaClenené ako

referencie.

Prednostné chemoterapeutické latky alebo chemoterapia
zahrnuju amifostin (etyol), cisplatinu, dakarbazin (DTIC),
daktinomycin, mechléretamin (nitrogén mustard), streptozocin,
cyklofosfamid, karmustin (BCNU), lomustin (CCNU), doxorubicin
(adriamycin), doxorubicin lipo (doxil), gemcitabin (gemzar),
daunorubicin, daunorubicin lipo (daunoxdém), prokarbazin,
mitomycin, cytarabin, etopozid, metotrexat, S5-fluorouracil,
vinblastin, vincristin, bleomycin, paclitaxel (taxol),
docetaxel (taxotere), aldesleukin, aspariginézu, busulfan,
karboplatinu, kladribin, kamptotecin, CPT-11, 10-hydroxy -7-
etyl-kamptotecin (5N38), dakarbazin, floxouridin, fludarabin,
hydroxyureu, itofosfamid, idarubicin, mesnu, interferén alfa,
interferén beta, irinotekan, mitoxantrdén, topotekan,
leuprolid, megestrol, melfaldn, merkaptopurin, plicamycin,
mitotan, pegaspargédzu, pentostatin, pipobroman, plicamycin,

streptozocin, tamoxifén, tenipozid, testolaktén, tioguanin,
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tiotepu, uracil mustard, vinorelbin, chlérambucil a ich

kombinacie.

Podanie chemoterapeutickych latok mdéZe byt prevedené celym
radom spdsobov zahrnujicich systémové podanie parenterdlnym a
enteradlnym spdsobom. Chemoterapeutickd latka je prednostne
podavana intravendzne v kombinacii chemoterapeutickej latky s
vhodnym nosicom (vehikulom), alebo excipientnou latkou, ako sa
rozumie osobam znalymi oboru. Davka chemoterapeutickej latky
zavisi na &etnych faktoroch, ako je dobre zname v obore. Tieto
faktory zahrnuju vek, pohlavie, véhu, zé&vaZnost ochoreni,
ktoré ma byt lieCené a spdsob podania. Cisplatina méZe byt
napriklad pohodlne podavana v davke okolo 100 mg/m?. Malo by
viak byt zddéraznené, Ze vyndlez nie je obmedzeny na Ziadnu

konkrétnu davku.

V eite daldej forme vyndlezu mbZe byt refraktérny nador
lieeny U&innym mnoZstvom EGFR/HER1 antagonistu v kombinacii s
radiadnou liedbou. Zdroj Ziarenia mdZe byt bud to externy
alebo interny vo vztahu k lielenému pacientovi. Pokial Jje
zdroj externy, nazyva sa lie¢ba radia&nou lieébou vonkajSim
1u&om (EBRT). Pokial je zdroj Ziarenia interny vo vztahu k

pacientovi, je lie&ba nazyvana brachyterapiou (BT).

Lie&ba Ziarenim je prevadzand v zhode s dobre znamymi
Standardnymi technikami so Standardnym vybavenim vyrobenym pre
tento u&el, ako je napriklad AECL Theraton a Varian Clinac.
Davka Ziarenia zavisi na &etnych faktoroch, ako je dobre zname
v obore. Také faktory zahrnuju typ lieceného organu,
pritomnost zdravych orgdnov v ceste Ziarenia, ktoré méZiu byt
neZiadicim spdsobom po3kodené, toleranciu pacienta k radiacnej
liedbe a plochu tela, ktorou je potreba liedit. Davka bude
typicky medzi 1 a 100 Gy, a 3pecifickejiie medzi 2 a 80 Gy.

Niektoré davky, ktoré boli zaznamenané, zahrnuju 35 Gy na
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miechu, 15 Gy na oblicky, 20 Gy na peCefl a 65-80 Gy na
prostatu. Malo by byt v3ak zdbéraznené, Ze vynalez nie je
obmedzeny na Ziadnu konkrétnu davku. Davka bude urcena
oSetrujucim lekadrom v zhode s konkrétnymi faktormi v danej

situdcii, vratane faktorov spominanych vySSie.

Vzdialenost medzi zdrojom vonkajSieho Ziarenia a vstupom
do pacienta méZe byt akdkolvek vzdialenost, ktoréd reprezentuje
prijatelnd rovnovéhu medzi zabitim cielovych buniek a
minimalizaciou vedlajsich ulinkov. Zdroj vonkajSieho Ziarenia

je typicky medzi 70 a 100 cm od bodu vstupu do pacienta.

Brachyterapia je obvykle prevddzand umiestnenim zdroja
Yiarenia do pacienta. Zdroj Ziarenia je typicky umiestneny
pribliZne 0-3 cm od tkaniva, ktoré m& byt lielené. Zname
techniky zahrnujd intersticialnu, intrakavitarnu a povrchovu

brachyterapiu.

Radioaktivne sondy méZu byt implantované permanentne alebo
doZasne. Niektoré typické radioaktivne atédmy, ktoré boli
pouZité v permanentnych implantatoch zahrnuju jéd 125 a rad%n.
Niektoré typické atémy, ktoré boli pouZité v docasnych
implantdtoch zahrnuju rédium, cézium-137 a iridium-192,
Niektoré dal3ie radioaktivne atémy, ktoré boli pouZité v

brachyterapii zahrnuju americium-241 a zlato-198.

Davka Ziarenia pre brachyterapiu méZe byt rovnaka, ako je
spominané vy$5ie pre radiacnu liecCbu vonkajSim ldcom. Naviac k
faktorom spominanym vy$Sie pre urcenie davky radiacnej lieclby
vonkajdim ludom, je do uvahy pre urcenie davky brachyterapie

tieZ vzaty charakter pouZitého rédioaktivneho atdmu.

V prednostnej forme vynédlezu existuje synergia v liecCbe

refraktérnych nadorov ludskych pacientov lieenych EGFR/HER1
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antagonistom a chemoterapeutickymi l&tkami alebo radiacnou
lie&bou, alebo ich kombindciami. Inymi slovami dochadza k
zvy$eniu inhibicie n&dorového rastu EGFR/HER1 antagonistom, ak
je skombinovany s chemoterapeutickou léatkou alebo radiacnou
liedbou, alebo ich kombiniciami. Synergia mdZie byt preukdzané
napriklad va&8ou inhibiciou rastu refraktérneho nadoru
kombina&nou lie&bou, ako by bola oakdvand pri liecbe bud to
EGFR/HER1 antagonistom, chemoterapeutickou latkou alebo
radiadnou lielbou samotnymi. Synergia je prednostne
demonstrovana remisiou nadorového ochorenia, kde remisia nie
je o¢ak&vand pri lieCbe EGFR/HER1 antagonistom,

chemoterapeutickou létkou alebo radialnou lie&bou samotnymi.

EGFR/HER]1 antagonista je podavany pred, poCas alebo po
zah&jeni liedby chemoterapeutickou latkou alebo Ziarenim,
rovnako tak ako ich kombin&ciami, tzn. pred a pocas, pred a
po, po&as a po, alebo pred, polas a po zahdjeni lielby
chemoterapeutickou latkou alebo Ziarenim. Pokial je napriklad
EGFR/HER1 antagonista protiléatkou, je typicky podavany medzi
prvym a tridsiatym diiom, prednostne medzi tretim a dvadsiatym
diiom, prednostnej$ie medzi piatym a dvanastym dfiom pred
zahdjenim radiaénej liecby a/alebo liecby chemoterapeutickymi

latkami.

Priklady prevedenia vynalezu

Priklad 1
Klinicka studie

V klinickej 3tudii boli lie&eni ludski pacienti s
refraktérnym skvamdéznym karcindémom hlavy a krku pomocou
kombindcie EGFR/HER1 antagonistﬁ (chimerickd anti-EGFR

monoklonélna protilatka, C225) a cisplatinou. Pacienti boli
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liedeni dvakrat tyZdne infuziami C225 pri otvéaracich
/udrziavacich davkach 100/100, 400/250, alebo 500/250 mg/m? v
kombinacii s 100 mg/m? cisplatiny kaZdé tri tyZdne. Vzorky
nadoru boli ziskané pred zahdjenim liecCby, 24 hodin po
inicidlnej infuzii a 24 hodin pred tretou infGziou za ucCelom
postidenia saturdcie nadoru EGFR a jeho funkcie. Saturacia EGFR
bola posudend imunohistochemicky (IHC) za pouZitia M225
(mySacia protichodnost C225) ako primarne protilatky

a antimy3acej IgG ako sekundarnej protilatky za uCelom
detekcie neokupovaného EGFR. EGFR funkcia bola posudzované
pomocou IHC za pouZitia protilatky Specifickej pre aktivované
EGFR (Transduction Labs) a meranim EGFR tyrozin kin&zove]j
aktivity na lyzatoch naddoru po odstréaneni C225-EGFR komplexov.
Bolo zaznamenané na davke z&vislej na zvySeniu saturécie
receptora s viacej ako 70% saturdciou receptora pri 500/250
mg/m? davke. Podobne bolo zaznameénané vyznamné zniZenie EGFR
tyrozin kinazovej aktivity s nedetekovatelnou aktivitou u 67%
pacientov pri dévkach 100/100 mg/m® , &o naznaduje funk&nud
saturdciu. NeZiaducimi d¢inkami boli horucka, alergické
reakcie a koZnéd toxicita, ktord sa manifestovala ako
folikularna vyrdZka alebo zmeny nechtového 16Zka, ktoré plne
ustipili po skonleni lieCby. U siedmich hodnotenych pacientov
dodlo k jednej minimélnej, piatim parcidlnym, a jedne]
kompletnej remisii, ako bolo urcené fyzikadlnym vySetrenim a
laboratdérnymi hodnotami. Kompletnd odpoved bola pozorovana u
jedného pacienta, ktory bol predtym lieleny cisplatinou.
Parcidlna odpoved bola pozorovand u piatich pacientov, &tyri
boli predtym lieCeni chemoterapiou a jeden mal predtym
radiani lie¢bu. Minimdlna odpoved bola pozorovand u jedného
pacienta s predchadzajucou radiaénqu lieCbou. Tieto vysledky
su uvedené v tabulke, kde CR znamena kompletnu odpoved, PR

znamena &iastocéni odpoved a MR znamend minimdlnu odpoved.
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Tabulka 1

Klinické 5tudie

Pacient Predchédzajuca liecba Celkova odpoved
1 Cisplatina CR
2 Ad pb53 PR
3 Cisplatina PR
4 Cisplatina PR
5 Samotné Ziarenie PR
6 Chemoterapia PR
7 Samotné Ziarenie MR
Priklad 2

Klinické studie

V klinickej &tudii bol lieeny jeden Iudsky pacient s
refraktérnym naddorom tlstého Ereva pomocou kombinécie
EGFR/HER1 antagonistu (chimerick& anti-EGFR monoklonalna
protilatka, C225) a CPT-11. Pacient bol lie&eny tyZdennymi
infaziami C225 pri otvaracej davke 250 mg/m’ v kombindcii s 125
mg/m? CPT-11. Udriiavacie davky 250 mg/m’ C225 v kombinéacii s
69-125 mg/m? CPT-11 boli podavané raz tyZdne. Klinicky pacient
dosiahol kompletne] remisie. Davkovacia schéma je sumarizovana

v Tabulke 2 niZSie.
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Tabulka 2

Klinick& Studie

Cc225/CcpT-11, C225/CpT-11 C225 infuzna CPT-11 infuzna

tyZdennad davka(skutoZna davka doba (mintuty) doba (minuty)
v mg/m’ v mg)

400/125 576/180 120 90
250/125 360/180 60 90
250/CpPT-11, 360/0 60 N/A
udrZované

250/94 360/135 50 75
250/69 360/100 60 85

250/69 360/100 60 75




PATENTOVE NAROKY

. PouzZitie G¢inného mnoZstva antagonistu receptora
epidermdlneho rastového faktoru (EGFR) na vyrobu lieCiva

na inhibiciu rastu refraktérnych nadorov.

. PouZitie d&inného mnoZstva kombindcie antagonistu EGFR
a chemoterapeutického ¢&inidla na vyrobu 1lieiva na

inhibiciu rastu refraktérnych néadorov.

. PouZitie 1d&inného mnoZstva kombindcie antagonistu EGFR
a oZarovania mna vyrobu 1liediva na inhibiciu rastu

refraktérnych nadorov.

. PouZitie podla niektorého z ndrckov 1 aZ 3, kde

refraktérny nddor nadexprimuje EGFR.

. PouZitie podla niektorého =z nédrokov 1 aZ 4 , kde
refraktérnym nédorom Jje nador prsnika, srdca, plic,
tenkého &reva, hrubého &reva, sleziny, Yadvin, mo&ového
mechira, hlavy a krku, vajeénikov, prostaty, mozgu,
slinivky brusnej, koZe, kosti, kostnej drene, krvi,
thymu, maternice, semennikov, maternicového hrdla

a pelene.

. PouZitie podla niektorého z narokov 1 aZ 5, kde lie&enie
refraktérneho nadoru bolo nelspesSné alebo kde nador

vykazoval rezistenciu vodi liedeniu.
. PouZitie podla niektorého =z ndrokov 1 a% 4, kde

refraktérnym nadorom je nédor hrubého &reva, hlavy

a krku.
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8. PouZitie podla niektorého z ndrokov 1 aZ 7, kde

refraktérnym naddorom je nador Supinatej bunky.

9. Pouzitie podla niektorého =z ndrokov 1 aZz 8, kde

antagonista EGFR sa podédva intravendzne.

10. PouZitie podla niektorého z narokov 1 aZ 8, kde

antagonista EGFR sa podéva perordlne.

11. PouZitie podla niektorého =z nérokov 2 aZ 10, kde
antagonista EGFR sa podéava pred podanim

chemoterapeutického €inidla.
12. PouZitie podla niektorého z ndrokov 1 aZ 11, kde
antagonista EGFR sa podava v davke od asi 10 do asi 500

mg/m? za tyZdeil.

13. Pouzitie podla niektorého =z narokov 1 aZ 12, kde

antagonista EGFR inhibuje stimulaciu EGFR jeho ligandom.

14. PouZitie podla néroku 13, kde .antagonista EGFR
inhibuje v&zbu EGFR k jeho ligandu.

15. PouZitie podla nédroku 13 alebo 14, kde antagonista

EGFR externe viaZe EGFR.

16. PouZitie podla ndroku 13 alebo 14, kde antagonista

EGFR interne viaZe EGFR.

17. PouZitie podla niektorého z ndrokov 13 aZ 16, kde

antagonista EGFR inhibuje vazbu ATP k EGFR.
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18. PouZitie podla niektorého z narokov 13 aZ 17, kde

Rl

antagonista EGFR sGtaZi s ATP o vazbu k EGFR.

19. PouZitie podla niektorého z narokov 13 a¥ 18, kde

antagonista EGFR inhibuje fosforylaciu EGFR.

20. PouZitie podla niektorého 2z narokov 13 az 19, kde

antagonista EGFR inhibuje tyrosin kinasovi aktivitu EGFR.

21. PouZitie podla niektorého z nérokov 1 aZ 20, kde
antagonista EGFR obsahuje protildtku alebo jej funkény

ekvivalent, ktoré sG Specifické pre EGFR.

22. Pou¥itie podla néaroku 21, kde protilatka zahffia
kon&tantni oblast ludskej protilatky.

23. PouZitie podla ndroku 21 alebo 22, kde protiléatka je
chimerickd protildtka obsahujica variabilnd oblast

my3acej protildtky.

24, PouZitie podla niektorého 2z narokov 21 aZ 23, kde
protilatkou je humanizované protiléatka obsahujlca
variabilna oblast obsahujicu oblasti urdujice

komplementaritu (CDR) mySacej protilatky a ramcové

oblasti ludskej protilatky.

25. PouZitie podla niektorého z nérokov 21 aZ 24, kde
protiladtkou je ludskd protildtka obsahujtca variabilnd

oblast ludskej protilétky.

26. PouZitie podla niektorého =z narokov 1 aZ 25, kde

protilatka sa podadva v davke dostadujicej na nasytenie

EGFR.
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27. Poubitie podla niektorého z ndrokov 1 az 26, kde

antagonista EGFR zahffia mald molekulu.

28. Pou¥itie podla néroku 27, kde mald molekula zahfhia

z1G&eninu PD 153035 majtcu nasledujicu Struktiru

Br
o)
CH,
' CH.
i' o
29. Pou¥itie podla naroku 27, kde mald molekula zahfiia
benzylidenmalonnitril alebo malonnitrilova alebo
tyrfostinovi zlGCeninu.
30. Pou¥itie podla néroku 27, kde mald molekula zahtia

styryl- substituovani heteroarylovi zldfeninu.

31. PouZitie podla naroku 30, kde styrylsubstituovana
heteroarylovd zld%enina =zahffla monocyklicky kruh s 1
alebo 2 heteroatémami alebo bicyklicky kruh s 1 aZ asi 4

heterocatémami, ktory je pripadne raz alebo viackrat

substituovany.

32. PouZitie podla naroku 30 alebo 31, kde
styrylsubstituovand heteroarylovéd zlG&enina ma Struktdru

zodpovedajlcu v8eobecnému vzorcu

Rg
CN R,
Rs . >

Rs R
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kde

R predstavuje atém vodika, alkylskupinu alebo afalkylskupinu;

R, predstavuje asi 8- a% 12-&lenny bicyklicky arylovy kruh
obsahujici 1 a% asi 4 atémy dusika, kyslika alebo siry alebo 1
a¥ asi 4 N-oxidové skupiny, a tento kruh je pripadne
substituovany 1 a%¥ asi 3 substituentami Ry, ktoré nemajud

spolodné miesta pripojenia k tomuto kruhu;

Re, Rs, R¢, R; a Rg predstavuje kaZdy nezavisle atém vodika,
kyanoskupinu, alkylskupinu, halogén, skupinu vzorca OR, CHO,
COOH, NRR alebo jej N-oxid, skupinu vzorca NOz, NHCOCHj;, SR,
CF;, CH=CH-COOH, NHCO (CH,),COOH, heterocyklylskupinu alebo

heteroarylskupinu a

Ry nezavisle predstavuje vZdy alkylskupinu, halogén, skupinu
vzorca OR, CHO, COOH, NRR alebo jej N-oxid, skupinu vzorca
NO,, NHCOCH;, SR, CF3, CH=CH-COOH, NHCO (CH;) ,COOH,

heterocyklylskupinu alebo heteroarylskupinu alebo skupinu

vzorca
| 0
]
S—
+ I (0]
0
33. Pou¥itie podla néroku 27, kde mald molekula zahfiia

tricyklickd pyrimidinovi zldceninu.

. 34. PouZitie podla naroku 33, kde tricyklicka

pyrimidinova zlGCenina zahfna 4-(3-
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brémanilino)benzotieno[3,2-d]-pyrimidin; 4-(3-
brémanilino) -8-nitrobenzotieno[3,2-d]pyrimidin, 8-amino-4-
(3-brémanilino)benzotieno[3,2-d]pyrimidin- alebo 4-(3-

brémanilino) -8-metoxybenzotieno[3,2-d]pyrimidin.

35. Pou¥itie podla naroku 27, kde mald molekula zahfha
bismono alebo bicyklickd aryl, heteroaryl, karbocyklickad alebo

heterokarbocyklickd zluéeninu.

36. PouZitie podla naroku 27, kde mald molekula zahflia

zld&eninu v8eobecného vzorca

kde

Arl a ArII nezévisle predstavuje subsituovan? alébo
nesubstituovany mono- alebo bicyklicky kruh, z ktorych kazdy

je pripadne substituovany 1 aZ asi 3 skupinami R;

X predstavuje skupinu vzorca (CHRi)o-4 alebo (CHR;) n-Z- (CHRy) n,
kde 2 znamenid O, NR”, S, SO alebo SO,, m a n znamenad ¢islo 0
a¥ 3, prifom sGet m+n md hodnotu v intervale 0 aZ 3 a R;
a R’'nezéavisle predstavuje kazdy atém vodika alebo

alkylskupinu;
alebo jej farmaceuticky vhodna sol.

37. PouZitie podla naroku 27, kde mald molekula zahffia

derivat chinazolinu.
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38. Pou¥itie podla ndroku 37, kde derivédt chinazolinu

zahffia zlddeninu vd3eobecného vzorca

(R2)n

RDm

kde

m znamend &islo 1, 2 alebo 3;

Ry predstavuje hydroxyskupinu, aminoskupinu, karboxyskupinu,
karbamoylskupinu, ureidoskupinu, alkoxykarbonylskupinu s 1 aZ
4 atémami uhlika v alkoxylovej &asti, N-alkylkarbamoylskupinu
s 1 az 4 atémami uhlika v alkylovej Casti, N,N-
dialkylkarbamoylskupinu s 1 a% 4 atémami wuhlika Vv kazdej
z alkylovych &asti, hydroxyaminoskupinu, alkoxyaminoskupinu
s 1 a¥ 4 atdmami uhlika, alkanoyloxyaminoskupinu s 2 aZz 4
atémami uhlika, trifluérmetoxyskupinu, alkylskupinu s 1 aZ 4
atémami uhlika, alkoxyskupinu s 1 aZ 4 atdmami uhlika

a alkylendioxyskupinu s 1 aZ 3 atémami uhlika;

n znamena &islo 1 alebo 2; a

R? predstavuje atdém vodika, hydroxyskupinu, halogén,
trifludrmetylskupinu, aminoskupinu, nitroskupinu, kyanoskupinu

alebo alkylskupinu s 1 aZ 4 atémami uhlika;

alebo ich farmaceuticky vhodnd sol.
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39. Pou¥itie podla néroku 27, kde mald molekula =zahffia

zlG&eninu PD 166285 vzorca

Cl

0]

. ’ N X A
i //J /JL\ Z X ¢l
\ N N N

. H H

40. Pou¥itie podla ktoréhokolvek z nérokov 2 alebo 4 aZ

39, ktoré dalej zahfila aplikdciu oZarovania.

41. PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 3 a% 40, ktoré

dalej zahffia poddvanie chemoterapeutického &inidla.

42. Pouritie podla ktoréhokolvek z nédrokov 2 alebo 4 aZ
41, kde chemoterapeutické ¢inidlo zahfna amifostin,
cisplatinu, dekarbazin, daktinomycin, mechléretamin,
streptozocin, cyklofosfamid, karmustin, lomustin, doxorubicin,
doxorubicin 1lipo, gemcitabin, daunorubicin, prokarbazin,
mitomycin, cytarabin, etoposid, metotrexidt, 5-fluorouracil,
vinblastin, vincristin, bleomycin, paclitaxel, docetaxel,
aldesleukin, asparagindzu, busulfan, karboplatinu, kladribin,
kamptotecin, CPT-11, 10-hydroxy-7-etyl-kamptotecin (SN38),
dakarbazin, floxuridin, fludarabin, hydroxymodovinu,
ifosfamid, idarubicin, mesnu, interferon alfa, interferon
beta, irinotekan, mitoxantron, topotekan, leuproid, megestrel,
melfalan, merkaptopurin, plicamycin, mitotan, pegaspargazu,

pentostatin, pipobroman, plicamycin, streptozocin, tamoxifen,

teniposid, testolakton, tioguanin, tiotepu,
uracilizotiokyanat, vinorelbin, chlérambucil a ich
kombinacie.
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43, PouZitie podla ktoréhokolvek z ndrokov 2 alebo 4 aZ
42, kde chemoterapeutické ginidlo zahfha cisplatinu,
doxorubicin, paclitaxel, Irinotekan (CPT-11) alebo topotekan

alebo ich kombinaciu.

44, PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 2 alebo 4 aZ
43, kde chemoterapeutické &€inidlo sa podédva v davke od asi 69

v

do asi 125 mg/m’ za ty¥deti.

45. PouZitie podla ktoréhokolvek z nédrokov 3 aZ 44, kde
oZarovanie sa aplikuje zo zdroja, ktory ije vzhYadom

k pacientovi vndtorny.

46. PouZitie podla ktoréhokolvek z nérokov 3 aZ 45, kde
oZarovanie sa aplikuje zo zdroja, ktory je vzhladom

k pacientovi vonkajsi.

47. PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 3 aZ 46, kde
o%Yarovanie sa poddva v davke v rozmedzi od asi 2 do asi 80 Gy.
48. PouZitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 aZ 47, ktoré

dalej zahfifla podédvanie adjuvantu.

49. PouZitie 0&inného mnoZstva kombindcie chimerickej
protildtky, ktord 3je 8Specifickd pre EGFR, a cisplatiny na
vyrobu lie&iva na inhibiciu rastu refraktérneho nadoru

dupinatych buniek hlavy a krku.

'50. PouZitie 1uU&inného mnoZstva kombindcie chimerickej
protilatky, ktoréd je 8pecifickd pre EGFR, a Irinotekanu (CPT-
11) na vyrobu lie&iva na inhibiciu rastu refraktérneho nédoru

hrubé&ho &reva.
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