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Nazev vynalezu:
40-0O-(2-hydroxyethyl)rapamycin pro
pouziti jako jedina acinna latka p¥i léCeni
solidniho nadoru

Anotace:

Vyndlez se tyka 40-O-(2-hydroxyethyl)rapamycinu pro
pouziti pti lé€eni solidniho nadoru slinivky bfisni jako
jediné ucinné latky. Vyhodné je solidni nddor pokrocilym
solidnim nadorem. Vyhodné je 40-O-(2-
hydroxyethyl)rapamycin podan v jednotkové davkové
formé pro oralni podani obsahujici 0,25 az 10 mg 40-O-
(2-hydroxyethyl)rapamycinu spole¢né s jednim nebo vice
farmaceuticky ptijatelnymi fedidly nebo nosici.
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40-0O-(2-hydroxyethyl)rapamycin pro pouZiti jako jedina acinna latka pri léCeni solidniho
nadoru

Oblast techniky

Tento vynalez se tyka pouziti 40-O-(2-hydroxyethyl)rapamycinu jako jediné ucinné latky pfi
léceni solidniho nadoru

Dosavadni stav techniky

Rapamycin je znamé makrolidové antibiotikum produkované organismem Streptomyces
hygroscopicus. Mezi vhodné derivaty rapamycinu patfi napriklad slouceniny obecného vzorce I

X
St e

@,
ve kterém
Ri; znamena skupinu CH; nebo alkynylovou skupinu obsahujici 3 az ¢ uhlikovych atomd,
R, znamena atom vodiku nebo skupinu -CH,-CH,-OH, a
X znamena skupinu =0, (H,H) nebo (H,OH),

s tou vyhradou, ze symbol R, nabyva jiného vyznamu nez atomu vodiku, pokud X znamena
skupinu =0 a R, znamena skupinu CHj.

Slouceniny obecného vzorce I jsou popsany napr. v dokumentech WO 94/09010, WO 95/16691
nebo WO 96/41807. Lze je pripravit zpusoby popsanymi v téchto dokumentech nebo analogicky
k nim.

40-0-(2-hydroxyethyl)rapamycin (dale oznaCovany jako sloucenina A), byla popsana v prikladu
8 dokumentu WO 94/09010.

Zjistilo se, Ze jsou slouceniny obecného vzorce I, na zaklad¢ pozorované aktivity, napf. vazby na
makrofilin-12 (t¢Z znamy jako FK-506 vazebny protein nebo FKBP-12), napt. jak se popisuje v
dokumentech WO 94/09010, WO 95/16691 ¢i WO 96/41807, pouzitelné napf. jako
imunosupresiva, napf. pfi 1éCeni akutni rejekce allotransplantatu. Nyni se zjistilo, Ze slouceniny
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obecn¢ho vzorce 1 vykazuji silné antiproliferativni ucinky, které je ¢ini pouzitelnymi pro
rakovinnou chemoterapii, zejména solidnich nadori, obzvlasté¢ pokrocilych solidnich nadori.
Stale vsSak existuje potfeba rozSifeni nastroji rakovinné terapie solidnich nadori, zejména v
pripadech, kdy neni léceni protirakovinnymi slouceninami spojeno s regresi ¢i stabilizaci
onemocnéni.

Podstata vynalezu

V  souladu s konkrétnimi zjiSténimi je pfedmétem tohoto vynalezu 40-O-(2-
hydroxyethyl)rapamycin pro pouZziti jako jedina ucinna latka pri 1é¢eni solidniho nadoru, pfi¢emz
solidnim nadorem je nador slinivky bfisni a 40-O-(2-hydroxyethyl)rapamycin je podan v
jednotkové davkové form¢ pro oralni podani obsahuyjici 0,25 az 10mg 40-O-(2-
hydroxyethyl)rapamycinu spole¢né s jednim nebo vice farmaceuticky prijatelnymi fedidly nebo
nosi¢i. Vyhodng je solidnim nadorem pokrocily solidni nador.

Zminény jsou také:

1.1 Zpisob léceni solidnich nadori u jedince, ktery ho vyZaduje, zahmujici podavani
terapeuticky uc¢inného mnozstvi slouceniny obecného vzorce I uvedenému jedinci.

1.2 Zpisob inhibice ristu solidnich nadoru u jedince, ktery ho vyzaduje, zahmujici podavani
terapeuticky uc¢inného mnozstvi slouceniny obecného vzorce I uvedenému jedinci.

1.3 Zpusob vyvolani regrese nadoru, napf. redukce nadorové hmoty, u jedince, ktery ho
vyzaduje, zahmujici podavani terapeuticky ucinného mnozstvi slouceniny obecného vzorce I
uvedenému jedinci.

1.4 Zpisob osetfovani invazivity solidniho nadoru nebo symptomu spojenych s takovym
nadorovym rastem u jedince, ktery ho vyzaduje, zahmujici podavani terapeuticky ucinného
mnozstvi slouéeniny obecného vzorce I uvedenému jedinci.

1.5 Zpisob prevence metastatického rozsevu nadorii nebo prevence ¢i inhibice ristu
mikrometastazy u jedince, ktery ho vyzaduje, zahrnujici podavani terapeuticky ucinného
mnozstvi slouéeniny obecného vzorce I uvedenému jedinci.

Terminem “solidni nadory” jsou minény nadory nebo/a metastazy (kdekoliv umisténé), jiné nez
lymfatické karcinomy, napf. nadory mozku a jiné nadory centralniho nervového systému (napf.
meningealni nadory, mozkové nadory, mi$ni nadory, nadory kranialnich nervii a jinych ¢asti
centralniho nervového systému, napr. glioblastomy ¢i meduloblastomy); karcinomy hlavy nebo/a
krku; nadory hrudi; nadory ob&hového systému (napf. srdce, mediastina a pleury, a dalSich
nitrohrudnich organi, vaskulami nadory a s nadorem souvisejici vaskulami tkan), nadory
vylucovaciho systému (napf. ledvin, ledvinnych panviéek, mocovodu, mocového méchyfe,
dalSich a nespecifikovanych mocovych organt); nadory gastrointestinalniho traktu (napf. jicnu,
zaludku, tenkého stfeva, tra¢niku, kolorektalni nadory, nadory rektosigmoidniho spojeni, rekta,
anu a analniho kanalu), nadory postihujici jatra a nitrojaterni Zluové cesty, Zlucnik, dalSich a
nespecifikovanych ¢asti zlu€ového traktu, pankreatu a dalSich organu zazivaciho traktu); hlavy a
krku; dutiny ustni (rtu, jazyka, dasné, spodiny dutiny ustni, patra a dalSich ¢asti ust, pfiusnich
zlaz a dalSich ¢asti slinnych Zlaz, tonzil, orofaryngu, nasofaryngu, pyriformniho sinu,
hypofaryngu a dal§ich mist ve rtu, ustni dutin¢ a hltanu); nadory reprodukcniho systému (napf.
vulvy, vaginy, délozniho kréku, délozniho t€la, d€lohy, vajecnikii a dalSich mist spojenych s
zenskymi pohlavnimi organy, placenty, penisu, prostaty, varlete a dalSich mist spojenych s
muzskymi pohlavnimi organy); nadory dychaciho traktu (napf. dutiny nosni a stfedniho ucha,
akcesomich sinii, hrtanu, trachey, bronchii a plic, napf. malobunéény karcinom plic ¢i
nemalobunécny karcinom plic); nadory kosterniho systému (napf. kosti a kloubni chrupavky
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koncetin, kosti a kloubni chrupavky a dalSich mist); nadory kize (napf. maligni melanom kuze,
non-melanomové kozni karcinomy, karcinom kaze z bazalnich bun¢k, karcinom kuze ze
skvaméznich bunék, mesotheliom, Kaposiho sarkom); a nadory postihujici jiné tkan€, coz
zahmuje perifemi nervy a autonomni nervovy systém, pojivové a m¢kke tkang, retroperitoneum a
peritoneum, oko a adnexa, Stitnou zlazu, nadledvinu a dal$i endokrinni Zlazy a souvisejici
struktury, sekundami a nespecifické maligni novotvary lymfatickych uzlin, sekundami a
nespecifické maligni novotvary dychaciho a zazivaciho traktu a sekundami maligni novotvary
jinych mist.

Pokud jsou vySe a nize zminény nador, nadorové onemocnéni, karcinom nebo rakovina, jsou
alternativné nebo navic minény t€Z metastazy v puvodnim organu ¢i tkani nebo/a v libovolném
Jiném misté, at’ jiZ je umisténi nadoru nebo/a metastazy jakékoliv.

K piikladim onemocnéni souvisejicich s deregulovanou angiogenezi patfi, bez omezeni, napf.
neoplastickd onemocnéni, napf. solidni nadory. Angiogencze s¢ povazuje za predpoklad téch
nadoru, které vyrustaji nad urCity pramér, napf. piblizné 1 az 2 mm.

Vynalez se také tyka farmaceutické kompozice pro pouziti pfi n¢kterém z vyse definovanych
zpusobu 1.1 az 1.5 obsahujici slouceninu vzorce I spolecné s jednim nebo vice farmaceuticky
prijatelnych fedidel nebo nosicu.

“Lymfatickym karcinomem*® jsou minény napf. nadory krevniho a lymfatického systému (napft.
Hodgkinova choroba, non-Hodgkinliv lymfom, Burkittiv lymfom, lymfomy souvisejici s AIDS,
maligni imunoproliferativni onemocnéni, mnohocetny myelom a maligni neoplasmata
plasmatickych bun¢k, lymfoidni leukémie, myeloidni leukémie, akutni nebo chronicka
lymfocytami leukémie, monocytarni leukémie, dalsi leukémie specifikovanych typu bungk,
leukémie nespecifikovanych typi bunck, dalsi a nespecifikované maligni neoplasmata lymfoidni,
hematopoetické a pfibuznych tkani, napriklad difusni velkobunécny lymfom, T-bunéény lymfom
nebo kozni T-bunéény lymfom).

Vynalez rovn¢z zahmuje prislusné farmaceuticky piijatelné soli, pfislusSné racematy,
diastereoisomery, enantiomery, tautomery a rovn¢z také prislusné krystalové modifikace vyse
uvedené slouceniny, pokud se vyskytuji, napt. solvaty, hydraty a polymorfy.

Uzitecnost slouceniny obecného vzorce I pii 1é¢eni solidnich nadori, jak je upfesnéno vyse, lze

ukazat pomoci Zivocisnych testovacich metod, a rovnéz tak pomoci klinickych metod, napriklad
v souladu s niZze popsanymi metodami.

Priklady uskuteénéni vynalezu

A, Invitro
A.1 Antiproliferativni aktivita v kombinaci s dal§imi ¢inidly

Bunécna linie, napt. A549 linie rezistentni vuci slouceniné A (ICy v rozmezi nizkych hodnot v
nmol) proti komparativnim KB-31 a HCT116 liniim rezistentnim vuci slouceniné A (ICso v
rozmezi M), se vlozi na devadesatiSestijamkové desky (1500 bunék/jamka v 100 1 media) a
inkubuji se¢ po dobu 24 hodin. Nasledné se v samostatnych zkumavkach pfipravi dvojnasobné
fed¢éna fada (s pocatkem na 8 x IC,, kazd¢ slouceniny) kazdé slouceniny (slouceniny obecného
vzorce I nebo znamého chemoterapeutického Ccinidla), bud® samotné nebo v parovych
kombinacich, a roztoky se pridaji do jamek. Buriky se poté opétovné inkubuji po dobu 3 dna. V
den 4 se provede barveni methylenovou modfi a stanovi se mnozstvi navazaného barviva
(proporcionalné k poctu prezivSich bun¢k s navazanym barvivem). Nasledné se stanovi hodnoty
ICso pomoci programu Calcusyn, ktery umoziuje méfeni interakce, jmenovité tzv. non-
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exkluzivniho kombinac¢niho indexu (CI), kde: CI ~ 1 = interakce je témg¢r aditivni; 0,85 az 0,9 =
lehky synergismus; < 0,85 = synergismus. V ramci této analyzy vykazuji sloueniny obecného
vzorce I, v kombinaci s jinym chemoterapeutickym ¢inidlem, zajimavé antiproliferativni ucéinky.
U kombinace slouceniny A a cisplatiny, paclitaxelu, gemcitabinu a doxorubicinu lze napriklad
ziskat nasledujici hodnoty CI, ukazujici synergické ucinky.

Dreded lnte Cleplatine Pacltaned {iemoitabn Doxonhicm
KR £33 AN {7 8.7

AJN 847 SN {878 884
HOT1IS 8447 8.3 aR 852

Dale v ramci této analyzy sloucenina A, pokud se pouZzije v kombinaci s gemcitabinem, zesiluje
ubytek Zivotnosti A549 bunék a bunécné smrti.

A2  Antiangiogenni aktivita

In vitro analyza antiproliferativni aktivity rapamycinu nebo jeho derivatu, napf. slouceniny A,
proti lidskym endotelovym burikdm umbilikalni zily (HUVECs) ukazuje u VEGF- a bFGF-,
respektive FBS-stimulované proliferace hodnoty ICs, ve vysi 120 = 22 pmol a 841 + 396, a> 10
000 pmol. Dale se v ramci stejného rozmezi koncentraci nepozoruji vyznamné ucinky slouéeniny
A na bFGF-stimulovanou proliferaci normalnich lidskych dermalnich fibroblastia (NHDF). Tyto
vysledky ukazuji, Ze sloucenina A inhibuje proliferaci HUVECsS, pficemz je obzvlasté silna proti
proliferaci vyvolané¢ VEGF, pficemz VEGF je kliCovy proangiogenni faktor.

B. Invivo

V nasledujicich analyzach se protinadorova aktivita vyjadfuje jako T/C % (stfedni zvySeni
objemu nadori oSetfovanych zvirat délené stfednim zvysSenim objemii nadoru kontrolnich zvirat
nasoben¢é 100) a % regrese (objem nadoru minus pocatecni objem nadoru déleno pocatecnim
objemem nadoru a nasobeno 100).

B.1  Aktivita u A549 lidskych xenostépu nadoru plic

Fragmenty A549 nadori (pfiblizn¢ 25 mg; pochazejici od bunééné linie CCL 185, ATCC,
Rockville MD, USA) se subkutanné transplantuji do levého boku BALB/c holych mysi. S
osSetfovanim se zapocne v den 7 nebo den 12 po transplantaci nadoru. Testovana sloucenina se
podava p.o. jednou denné¢ ode dne 7/12 do dne 38/55. V ramci této analyzy, vvkazuji slouceniny
obecného vzorce I, pokud se podavaji v denni davee pohybujici se od 0,1 mg/kg do 2,5 mg/kg,
inhibici rastu nadoru zavislou na davce, napriklad v ramci jednoho reprezentativniho
experimentu vede sloucenina A, pokud se podava v davee 2,5 mg/kg, k setrvalym regresim (41
%), davka 0,5 mg/kg vede k prechodnym regresim (38 % v den 17), s kone¢nou hodnotou T/C
Cinici 16 %, a davka ve vysi 0,1 mg/kg zpomaluje rust nadoru, coz vede ke kone¢né hodnoté T/C
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¢inici 43 % (T/C u kontrolnich zvirat ¢ini 100 %).
B.2  Aktivita u KB-31 lidskych xenostépu epidermoidniho nadoru

Fragmenty KB-31 nadort (pfiblizné 25 mg; pochazejici od bunéénych linii ziskanych od Roswell
Park Memonal Institute Buffalo, NY, USA) se subkutann¢ transplantuji do levého boku BALB/c
holych mysi. S oSetfovanim se zapoéne v den 7 nebo v den 10 po transplantaci nadoru. Testovana
sloucenina se podava p.o. jednou denné ode dne 7/10 do dne 25/35. Protinadorova aktivita se
vyjadiuje jako T/C %, jak je naznaceno vyse. V ramci této analyzy inhibuji slouceniny obecného
vzorce I, pokud se podavaji v denni davce pohybujici se od 0,5 mg/kg do 2,5 mg/kg, rist nadoru;
napfiklad v ramci jednoho reprezentativniho experimentu vede sloucenina A, pokud se podava v
davce Cinici 2,5 mg/kg/den, ke koneéné hodnoté T/C ¢inici 25 % (T/C u kontrolnich zvifat ¢ini
100 %).

B.3  Aktivita u CA20948 krysich nadora pankreatu

Nadory se zavedou u samdich krys Lewis pomoci subkutanni injekce suspenze CA20948
nadorovych bunék pochazejicich od darcovskych krys do levého boku. S osetfovanim se zapo¢ne
v den 4 po inokulaci. Testovana slouéenina se podava p.o. jednou denn¢ (6 dnu v tydnu) ode dne
4 do dne 9 az 15 po inokulaci. Protinadorova aktivita se vyjadfuje jako T/C %, jak je naznaceno
vySe. V ramci této analyzy inhibuji slouceniny obecného vzorce I, pokud se podavaji v denni
davce 0,5 mg/kg az 2,5 mg/kg, rist nadoru; napriklad v ramci reprezentativniho experimentu
vede sloucenina A, pokud se podava p.o. v denni davce 2,5 mg/kg ke konecné hodnoté T/C
¢inicim 23 %. V tom samém experimentu vede prerusované podavani slouceniny A, 5 mg/kg
dvakrat tydné, ke konecné hodnoté T/C Einici 32 %. Sloucenina A v ramci téchto analyz
vyznamné a konsistentn¢ snizuje miru rustu CA20948 pankreatickych nadoru, v porovnani s
vehikulovymi kontrolami (T/C u kontrolnich zvifat je definovana jako 100 %).

Slouceniny obecného vzorce I, napf. sloucenina A, se testuje v dalSich nadorovych modelech v
souladu s postupem popsanym vysSe. Napfiklad vysledkem denni davky 2,5 mg/kg nebo 5 mg/kg
slouceniny A, pokud se podavaji v ramci modelu lidského NCI H-596 nadoru plic, respektive
nadorového modelu lidského MEXF 989 melanomu, jsou kone¢né hodnoty T/C 18 % a 9 %; 5
mg/kg vede ke kone€nym hodnotam T/C Cinicim 20 % (primami nador) a 36 % (metastazy v
cervikalni lymfatické uzlin€), pokud se podavaji v orthotopickém mysSim nadorovém modelu
B16/BL6 melanomu, a 24 %, pokud s¢ podavaji v modelu lidského AR42]J pankreatického
nadoru; 2,5 mg/kg vede ke konecné hodnoté T/C ve vysi 28 %, pokud se podava v modelu
lidského KB-8511 epidermoidniho nadoru rezistentniho vuéi vice 1écivim (MDR). Dobré
protinadorové odpovedi se ziskaji také, pokud se slouceniny obecného vzorce I, napf. sloucenina
A, podavaji preruSované, napf. 2 nasledné dny za tyden nebo dvakrat denné, mySim s
transplantovanymi lidskymi AR42J pankreatickymi nadory.

B.4 Kombinace s doxorubicinem

Mysi s transplantovanymi lidskymi KB-31 epidermoidnimi nadory se oSetiuji po dobu 21 dne
doxorubicinem v davce Cinici 5 mg/kg 1.v. jednou tydné€, slouceninou obecn¢ho vzorce I, napf.
sloueninou A, v davce 2,5 mg/kg p.o jednou denné, nebo kombinaci obou. Poté se v
kombinované skupin€¢ pokracuje v oSetfovani slouceninou obecné¢ho vzorce I samotnou za
ucelem zjisténi, zda maze sloucenina obecného vzorce I suprimovat vyrastani nadoru, které
odpovidaji na konvencni Cinidla. Protinadorova aktivita se vyjadii jako T/C % nebo % regresi,
jak je naznaceno vySe. Napriklad kombinace slouceniny A a doxorubicinu vede k vySSimu
protinadorovému ucinku (74 % regresi) v porovnani s kazdym z ¢inidel samotnym (sloucenina A,
T/C 32 %, doxorubicin 44 % regresi). Pokud se pfida osSetfovani slouceninou A nedochazi k
zadnému zhorSeni ubytkd télesné hmotnosti zpusobenym doxorubicinem. Pokracovani v
osetfovani slouceninou A u kombinované skupiny po ukonceni podavani doxorubicinu inhibuje
vyrustani nadoru, takze objemy nadoru u skupiny s monoterapii doxorubicinem jsou vyznamné
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vys$$i nez u kombinované skupiny. Navic se zda, Ze vysledkem kombinace je vy$Si mira vyléceni
(8/8 nadoru) po 14 dnech po ukonéeni oSetfovani nez u samotné¢ho doxorubicinu (3/8 nadori).

B.5 Kombinace s cisplatinou

Mysi s transplantovanymi lidskymi NC1 H-596 nadory plic se po dobu 21 dne oSetiuji
cisplatinou v davce 2,5 mg/kg i.v. jednou tydn¢, slouceninou obecného vzorce I, napf.
slouéeninou A, v davce 2,5 mg/kg p.o. jednou denné, nebo kombinaci obou. Protinadorova
aktivita se vyjadfuje jako T/C % nebo % regresi, jak je uvedeno vyse. Kombinace slouceniny A a
cisplatiny vede k vys§Simu protinadorovému ucinku (5 % regresi) v porovnani s kazdym z ¢inidel
samotnym (sloucenina A, T/C 26 %; cisplatina, T/C 26 %). Vysledkem kombinace neni zhorSeni
snasenlivosti.

B.6  Antiangiogenni aktivita

B16/BL6 buiiky (5 x 10*) se injekéné intradermalné podaji do ucha C57BL/6 mysi. O sedm dni
pozdéji se zapocne s oSetfovanim rapamycinem nebo jeho derivatem, napf. slouceninou A, nebo
vehikulem. Po dvou tydnech denniho osSetfovani se shromazdi primarni nadory a cervikalni
lymfatické uzliny pro méfeni hustoty cév. Endotel perfundovanych cév se v nadorech vizualizuje
pomoci barviva zbarvujiciho jadro (Hoechst 33342, 20 mg/kg), které se injikuje 1.v. kratce pred
usmrcenim mysi. Nadory a metastazy se momentové zmrazi a fezy se zkoumaji pod svételnym
mikroskopem vybavenym epifluorescentnim zdrojem. Fluorescence H33342-znacenych
endotelovych bunék se pouzije ke stanoveni poctu a velikosti cév v celém nadorovém fezu. Cévy
se rozdé€li do skupin s rozmezim velikosti 10 um. Distribuce cév se hodnoti pomoci histogramové
frekvenc¢ni analyzy. V davee 5 mg/kg p.o. snizuje rapamycin nebo jeho derivat hustotu cév jak u
primamiho nadoru (napf. T/C 50 % pro sloucCeninu A), tak u metastaz (napf. T/C 40 % pro
slouéeninu A), v porovnani s kontrolami. Rapamycin nebo jeho derivat, napf. sloucenina A, také
v metastazach méni distribuci velikosti cév.

B.7 Kombinace s antiangiogennim ¢inidlem

B16/BL6 buiiky (5 x 10%) se intradermalné injikuji do ucha C57BL/6 mysi. O sedm dni pozdéji se
zapocne s oSetfovanim rapamycinem nebo jeho derivatem, napf. slouceninou A, inhibitorem
VEGF receptorové tyrosinkinazy, napf. 1-(4-chloranilino)-4-(4-pyridylmethyl)ftalazinem nebo
jeho soli, napf. sukcinatem, nebo kombinaci obou a monitoruji se G¢inky na rast a hmotnost
primarniho nadoru, respektive metastaz v cervikalnich lymfatickych uzlinach. Denni podavani
antiangiogenniho ¢inidla (100 mg/kg p.o.) nebo rapamycinu ¢i jeho derivatu, napf. slouceniny A,
(1 mg/kg p.o.) samotnych snizuje velikost primamiho nadoru (konecna hodnota T/C: 65 %,
respektive 74 %), zatimco kombinace téchto dvou Cinidel je synergicka (T/C 12 %). Osetifovani
rapamycinem nebo jeho derivatem, napf. slouceninou A a antiangiogennim Cinidlem samotnym
snizuje hmotnosti cervikalnich lymfatickych uzlin (ve vztahu k regionalnim metastazam) (T/C:
75 %, respektive 34 %), a kombinace dale snizuje hmotnosti lymfatickych uzlin (T/C 13 %).
Osetfovani vyznamné zvySuje prirastky télesné hmotnosti v porovnani s kontrolami. U
primamich nadori ukazuje analyza moznych interakci synergii pro slouceninu A a
antiangiogennniho ¢inidla - antiangiogenni Cinidlo/kontroly = 0,66; sloucenina A/kontroly
0,77; sloucenina A a antiangiogenni cinidlo/kontroly = 0,135. Protoze sloucenina A a
antiangiogenni ¢inidlo/kontroly < sloucenina A/kontroly x antiangiogenni ¢inidlo/kontroly (0,51),
je toto definovano jako synergie. U metastaz ukazuje analyza také synergii pro slouceninu A a
antiangiogenni Cinidlo - antiangiogenni Cinidlo/kontroly = 0,337; slou¢enina A/kontroly = 0,75;
sloucenina A a antiangiogenni ¢inidlo/kontroly = 0,122. Protoze slou¢enina A a antiangiogenni
¢inidlo/kontroly < slouc¢enina A/kontroly x antiangiogenni ¢inidlo/kontroly (0,252), je toto také
definovano jako synergie (Clark, Breast Cancer Research Treatment 1997,46:255).

C. Klinicka studie
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Cl Vyzkum klinického pfinosu slouceniny obecného vzorce I, napf. slouCeniny A jako
monoterapie u solidnich nadori

Cil studie: Identifikovat optimalni davku uvedené slouceniny podavané jednou tydné v ramci
studie se zvySujici se davkou a u¢innost optimalni davky u solidnich nadora.

Studie se d€li na 2 asti:
Cast 1:

Primarni cil: Identifikovat optimalni davku slou¢eniny I, napf. slouceniny A, podavané p.o.
jednou tydné, za predpokladu, Ze touto by méla byt minimalni davka spojena s prolongovanou
inhibici mTOR a krevnimi hladinami uvedené slouceniny alesponi ekvivalentnimi hladinam
dosahujicim protinadorového ucinku v in vivo preklinickych studiich.

Sekundami cil: Zhodnotit bezpecnost uvedené slouceniny, pokud se podava samotna pacientim s
rakovinou, a zhodnotit zmény nadorové metabolické aktivity.

Plan: Po sob¢ jdouci skupiny 4 pacienti s pokro¢ilymi malignimi solidnimi nadory, refraktornimi
nebo rezistentnimi vi¢i standardnim terapiim uzivaji slouéeninu obecného vzorce I, napf.
slouceninu A, kazdych 7 dni rizné davky (skupina 1 uziva 5 mg; skupina 2 uziva 10 mg, skupina
3 uziva 20 mg) po dobu 4 tydnii. V tydnu 4 se stanovuje farmakokineticky profil a profil inhibice
mTOR, jak ukazuje inhibice p70s6 kinazy v perifernich lymfocytech. Provede se komparativni
18-fluor-deoxyglukdézovy (FDG) positron-emisni tomografické (FDG-PET) zobrazeni (pfed
prvni davkou, po tfeti davee) za acelem vySetfeni zmény nadorového metabolismu.

Hlavni vybérova kritéria pacientii: Dospéli s pokrocilym stadiem (III az V) solidnich nador,
resistentnim nebo refraktornim vici standardnim terapiim. Alespon jedna nadorova léze by méla
byt méfitelna (> 20 mm v jednom rozmeéru).

Hlavni proménné pro hodnoceni: Bezpecnost (nepfiznivé jevy), standardni biochemické vySetfeni
séra a hematologické vysetfeni, krevni hladiny testované slouceniny, lymfocytami p70-s6-
kinazova aktivita, zmény v nadorovém piijmu glukozy pomoci FDG-PET.

Cast 2:

Primarni cil: Vysetfit aéinnost slou¢eniny obecn¢ho vzorce I, napf. slouceniny A, u pacientu s
pokroc¢ilymi solidnimi nadory, pokud se podava jednou tydné v optimalni davce, jak se
identifikuje v ¢asti 1, jak ukazuje nadorova odpovéd’.

Sekundami cil: Zhodnotit bezpecnost uvedené slouceniny pii této davce.

Plan: 20 pacienti s progredujicim solidnim nadorem v pokroilém stadiu, rezistentnim nebo
refraktornim vici standardnim terapiim, uziva uvedenou slouceninu v davce doporucené jako
vysledek casti 1. Celkovy klinicky stav pacientd se vysetfuje tydné pomoci fyzikalniho a
laboratorniho vySetfeni. Zmény nadorové =zat€éze se hodnoti kazdé 2 meésice pomoci
radiologického vysSetfeni. Zpocatku pacienti uzivaji terapii po dobu 2 mésict. Poté se ponechavaji
na terapii, dokud jejich onemocnéni neprogreduje a léCivo je uspokojivé snaseno. Hlavni
proménné pro hodnoceni: Bezpecnost (nepriznivé jevy), standardni biochemické vySetfeni séra a
hematologické vysetfeni, rozméry nadoru pomoci snimkovani za pouziti pocitaCové tomografic
(CT) nebo zobrazovani magnetickou resonanci (MRI).

C.2 Kombinovana terapie

Vhodnymi klinickymi studiemi jsou napfiklad oteviené, znacené, nerandomizované, studie se
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zvySujici se davkou u pacientii s pokrocilymi solidnimi nadory. Tyto studie slouzi zejména k
vysetfeni synergismu ucinnych latek kombinace podle vynalezu. Priznivé ucinky na proliferativni
onemocnéni lze stanovovat pfimo pomoci vysledku téchto studii nebo pomoci zmén planu studie,
které jsou jako takové odbornikovi v oboru znamé. Takové studic jsou obzvlasté vhodné k
porovnani ucinkti monoterapie za pouziti u¢innych latek a kombinace podle vynalezu. Vyhodné
se¢ davka ¢inidla (a) zvySuje az do dosazeni maximalni tolerované davky a spolucinidlo (b) se
podava ve fixni davce. Alternativné se ¢inidlo (a) podava ve fixni davce a davka spolucinidla (b)
se zvysuje. Kazdy pacient uziva davky ¢inidla (a) bud’ denné nebo prerusované. Uginnost 1é&eni
lze stanovovat v ramci téchto studii napf. po 12, 18 nebo 24 tydnech pomoci radiologického
hodnoceni nadora kazdych 6 tydnu.

Alternativng 1ze za ucelem ovéfeni zde uvedenych priznivych uc¢inku kombinace podle vynalezu
pouzit placebem kontrolovanou, dvojité slepou studii.

Denni davky pozadované pri provadéni zpusobu, jehoz se predkladany vynalez tyka, se budou v
pfipad€, Ze se¢ sloucenina obecného vzorce I pouzije samotnd, liSit napriklad v zavislosti na
pouzité sloucening, hostiteli, zpusobu podavani a zavaznosti 1é¢eného stavu. Vyhodné rozmezi
dennich davek ¢ini pfiblizné od 0,1 do 25 mg v podobé jediné davky nebo v rozdélenych
davkach. Vhodné denni davky pro pacienty ¢ini napf. od 0,1 do 25 mg p.o. Slouceninu A lze
podavat jakoukoliv béznou cestou, zejména enteralné, napr. oralné, napf. ve form¢ tablet, kapsli,
napojovych roztoku, nazaln€, pulmonarné (pomoci inhalace) nebo parenteralng, napr. ve formé
injikovatelnych roztoku nebo suspenzi. Vhodné jednotkové davkové formy pro oralni podavani
obsahuji cca od 0,05 do 12,5 mg, obvykle 0,25 az 10 mg slouceniny A, spole¢né s jednim nebo
vice z jejich farmaceuticky piijatelnych redidel nebo nosicu.

Vhodné farmaceutické kompozice obsahuji napfiklad pfiblizné od 0,1 % do pfiblizn¢ 99,9 %,
vyhodné piiblizné od 1 % do piiblizné¢ 60 %, ucinné latky. Farmaceutickymi pfipravky pro
kombinovanou terapii k enteralnimu nebo parenteralnimu podavani jsou napriklad pfipravky v
jednotkovych davkovych formach, jako jsou cukrem potazené tablety, tablety, kapsle nebo Cipky,
nebo ampule. Pokud neni uvedeno jinak, jsou tyto pfipraveny zpusobem o sob¢é znamym,
napfiiklad pomoci bézné¢ho miseni, granulace, potahovani cukrem, rozpousténi nebo lyofilizace.
Bude cenéno, Ze jednotkovy obsah kombinac¢niho partnera obsazeny v jednotlivé davce kazdé
davkové formy nemusi jako takovy tvofit u¢inné mnozstvi, nebot’ pozadovaného ucinného
mnozstvi 1ze dosahnout podavanim vétsiho poctu davkovych jednotek.

Sloucenina A je dobfe tolerovana a jeji NTEL v ramci Ctyitydenni studie na toxicitu Cini
0,5 mg/kg/den u krysy a 1,5 mg/kg/den u opic.
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PATENTOVE NAROKY

1. 40-O-(2-hydroxyethyl)rapamycin pro pouziti jako jedina ucinna latka pfi léceni solidniho
nadoru, pri¢emz solidnim nadorem je nador slinivky bfisni a 40-O-(2-hydroxyethyl)rapamycin je
podan v jednotkové davkové formé pro oralni podani obsahujici 0,25 az 10 mg 40-O-(2-
hydroxyethyl)rapamycinu spolecné s jednim nebo vice farmaceuticky pfijatelnymi fedidly nebo
nosici.

2. 40-0-(2-hydroxyethyl)rapamycin pro pouziti pii 1é¢eni podle naroku 1, pfiéemz solidni nador
je pokrocilym solidnim nadorem.
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