SK 287901 B6

SLOVENSKA REPUBLIKA
(19) SK
URAD

PRIEMYSELNEHO

* VLASTNICTVA

SLOVENSKEJ REPUBLIKY

PATENTOVY SPIS

@
(22)
(24)
(€Y
(32)
(33)
(40)
47
(62)
(67)
(86)
87

(96)

Cislo prihlasky: 549-2003
Datum podania prihlasky: 6. 11. 2001
Datum nadobudnutia

u¢inkov patentu: 2. 3. 2012

Vestnik UPV SR &.: 3/2012

Cislo prioritnej prihlasky: 60/246 233,

60/248 095, 60/345 982

Datum podania prioritnej prihlasky: 6. 11. 2000,
13. 11. 2000, 19. 10. 2001

Krajina alebo regionalna

organizécia priority: US, US, US

Détum zverejnenia prihlasky: 2. 3. 2004
Vestnik UPV SR &.: 3/2004

Détum spristupnenia

patentu verejnosti: 20. 2. 2012

Cislo povodnej prihlasky

v pripade vylagenej prihlasky:

Cislo pdvodnej prihlasky uZitkového vzoru
v pripade odbo¢enia:

Cislo podania medzinarodnej prihlasky
podla PCT: PCT/GB01/04902

Cislo zverejnenia medzinarodnej prihlasky
podla PCT: W002/36135

Cislo podania eurépskej patentovej prihlasky:

(n

(13)
(1

Cislo dokumentu:

287901

Druh dokumentu: B6

Int. CL. (2012.01):

A61K 31/00
A61K 33/00
A61K 45/00
A61P 35/00
AG61P 43/00

(73) Majitel: PHARMA MAR, S. A,, Madrid, ES;

(72)  Povodca: Takahashi Naoto, New York, NY, US;
Weitman Steve, San Antonio, TX, US;
D’Incalci Maurizio, Milan, IT;
Faircloth Glynn Thomas, Cambridge, MA, US;
Giavazzi Rafaella, Milan, IT;
Gescher Andreas, Woodhouse Eaves, GB;

(74)  Zastupca: PATENTSERVIS BRATISLAVA, a. s., Bratislava, SK;

(54) Nazov: Poutzitie Ecteinascidinu 743 na vyrobu lieku na a¢inna protinadorovi lie¢bu

(57) Anotacia:

Ecteinascidin 743 pouzZity na pripravu licku na G&inna lie¢-
bu nadoru zaloZen na kombinovanej terapii vyuZivajlicej
Ecteinascidin 743 s d’al$imi pridavnymi lieivami.



10

20

25

30

35

40

45

50

55

60

SK 287901 B6

Oblast’ techniky

Predkladany vynalez sa vztahuje na G&innd protinadorovii lietbu. Ecteinascidin 743, ET-743, je latka s
protinadorovym a&inkom ziskand z morského zdroja.

Doterajsi stav techniky

Na ziskanie informacii o zloZeni ET-743 a jeho pouZiti v protinadorovej liecbe odkazujeme na patent ¢.
WO 0069441, publikovany 23. novembra 2000.

Podstata vynilezu

Dalsie pouzité lie¢iva moZzu byt stastou jedného pripravku alebo sa mézu vyskytovat' vo forme jednot-
livych pripravkov uréenych na podanie naraz alebo v roznom ¢ase. Okruh tychto d'alSich lieCiv nie je nijako
$pecificky obmedzeny, medzi vhodnych kandidatov je mozné zaradit:

a) lieciva s antimitotickym u¢inkom, najma tie, ktoré sa cielené proti zlozkam cytoskeletu vratane mik-
rotubularnych modulatorov, ako su taxdny (napr. taxol. paclitaxel, taxoter, docetaxel), podofylotoxiny alebo
vincaalkaloidy (vincristin, vinblastin);

b) antimetabolity, ako je 5-fludrouracil, cytarabin, gemcitabin, analégy purinov (napr. pentostatin, metot-
rexat);

c¢) alkylagné ¢inidla ako analogy horgi¢ného dusika (napr. cyklofosfamid alebo ifosfamid);

d) liegiva cielené proti DNA, ako su antracykliny adriamycin, doxorubicin, farmorubicin alebo epirubi-
cin;

e) lie¢iva namierené proti topoizomerdzam ako etopozid;

f) hormoény a agonisty alebo antagonisty hormonov, ako si estrogény, antiestrogény (tamoxifén a od ne-
ho odvodené zludeniny) a androgény, flutamid, leuprorelin, goserelin, cyprotrén alebo octreotid;

g) lie¢iva zasahujice do prenosu signalu v nadorovej bunke vritane tych, odvodenych od protilatok,
napr. herceptin;

h) alkyla¢né latky, ako s platinové preparaty (cisplatina, karbonplatina, oxaliplatina, paraplatina) alebo
derivaty nitrosurey;

i) liegiva potencialne ovplyvilujuce metastdzovanie nadorov, ako su inhibitory matrixovej metaloprotei-
nazy;

j) génova terapia a tiSiace prostriedky/alternativne (antisense) lie¢iva;

k) protilatky vyuzivané v protinadorovej terapii;

1) dalsie bioaktivne zli¢eniny morského pdvodu, najmé didemniny, ako je aplidin;

m) analogy steroidov, najmi dexametazon;

n) protizapalové lieky, najmé dexametazon,

o) antiemetikd, najmi dexametazon.

V ramci podrobného opisu tohto patentu uvadzame niekofko prikladov, na ktoré na tomto mieste odkazu-
jeme. Tieto priklady ukazuju zvySeni a&innost’ ET-743 v pripade jeho pouzitia v kombinacii s d'alSimi lie€i-
vami a zaoberajl sa roznymi kombinaciami pouzivajucimi ET-743.

Priklad 1 opisuje Gi¢inné kombinacie ET-743 a doxorubicinu inhibujice nadorovy rast mySich a fudskych
sarkémov u atymickych mysi.

Priklad 2 ukazuje synergicky cytotoxicky U¢inok Ecteinascidinu 743 (ET-743) a doxorubicinu na sarké-
my mékkych tkaniv u linii HT-1080 a HS-18.

Tieto dva priklady ukazuj, Ze pri kombinacii ET-743 s antracyklinmi (najma doxorubicinom) ide o viac
nez samotny aditivny G&inok, ked tato kombindcia je proti udskym nadorom (v tychto prikladoch sarko-
mom) Géinnejiia neZ izolované pouzitie uvedenych lieCiv a ich u¢inok nezavisi od poradia podania lieCiv.
Tieto vysledky prejavuji jasnd nadej na liebu pacientov.

Priklad 3 ukazuje synergicky cytotoxicky u¢inok ET-743 s cisplatinou.

Priklad 4 poskytuje vyhodnotenie uginnosti v zavislosti od poradia aplikacie pri kombinécii ET-743 s
chemoterapeutikami proti skupine ludskych nadorovych bunkovych linii, najmé kombinacii ET-743 s doxo-
rubicinom, taxolom, 7-etyl-10-hydroxykamptotecinom (SN-38), cisplatinou a gemcitabinom.

Tieto dva priklady ukazujd, Ze i¢inok kombinacii ET-743 s platinovymi protinddorovymi preparatmi
(najmi s cisplatinou), nukleozidovym analogom gemcitabinom a inhibitorom topoizomerazy 11 (SN-38, <o je
uéinna latka vyrabana z CPT-11, liegiva kamptotecinovej skupiny) je vac¢si nez len aditivny. U¢inok tychto
kombinacii proti l'udskym nadorom je teda opat’ vy3$3i nez uginok pri samostatnom pouzZiti lie¢iv (v tychto
konkrétnych prikladoch boli uvedené kombindcie pouZité proti réznym nadorovym bunkam: ovaridlnym,
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bunkam hrubého ¢Ereva, placnym, prsnika, kostného sarkému), v niektorych prikladoch bol Gi¢inok na nador
zavisly od poradia expozicie nadoru jednotlivym chemoterapeutikam. TieZ v tomto pripade vysledky ponika-
ju nadej na liecbu pacientov. '

Bolo zaujimavé, Zze synergizmus nebolo mozné vopred predvidat: priklad 4 ukazuje, Ze vo vad3ine testo-
vanych kombinacii nebol pozorovany ziadny synergizmus (v niektorych bol dokonca zaznamenany antago-
nizmus u¢inku chemoterapeutik).

Priklad 5 sa vztahuje na hodnotenie kombinacie ET-743 s doxorubicinom alebo trimetrexatom alebo
paklitaxelom. Ukazuje vacsi nez len aditivny G¢inok kombinacie ET-743 s antracyklinmi (najmi doxorubici-
nom), ktory je pri pouziti proti fudskym nadorom (tu je konkrétne proti sarkomom) vy$§i nez samostatny
uc¢inok akéhokolvek z chemoterapeutik a je nezavisly od poradia aplikéacie lie¢iv. Takéto zavery poniikaju
nadej na liecbu pacientov.

Priklady 6 aZ 8 podporuji a dopiitaju predchadzajuce priklady a ukazuju najmé synergiu ET-743 s doxo-
rubicinom a ET-743 s cisplatinou.

Priklad 9 predstavuje odliSny typ u¢innosti kombinacii opisovanych tymto vynalezom, a to pouZitie vyso-
kych davok dexametazénu chraniacich pred hepatotoxicitou Ecteinascidinu-743 (ET-743).

Predkladany vynalez sa vztahuje na pouZitie vynalezom opisovanych zlugenin v lie€ebnom postupe a na
pouzitie zli¢enin vo vyrobe pripravkou na lie¢bu rakoviny.

Predkladany vynalez mdZze byt vyuzity na lieCbu akéhokol'vek cicavca, najmé Eloveka, ktory je postihnu-
ty nddorovym ochorenim, pricom lieenie zahrnuje podanie terapeuticky u¢inného mnozstva vynalezom opi-
sanej zliCeniny alebo z nej vytvoreného farmaceutického pripravku postihnutému jedincovi.

Predkladany vynalez sa tieZ vztahuje na farmaceutické pripravky zahrnujuce farmaceuticky akceptova-
tel'ny nosi¢, ktory ako aktivnu zloZzku obsahuje vynalezom opisanu zlugeninu.

Priklady farmaceutickych pripravkov zahrnuji akdkol'vek pevnu (tablety, pilulky, kapsuly, granuly atd’.)
alebo kvapalnu (roztoky, suspenzie alebo emulzie) formu so zodpovedajiicim zloZenim umoZziiujucu peroral-
nu, lokélnu alebo parenteralnu aplikdciu, ked’ tento pripravok moZe obsahovat &istu zluceninu alebo akykol-
vek nosic¢ alebo iné farmaceuticky aktivne zlu¢eniny. Na parenteralnu aplikiciu je nutné, aby tieto pripravky
boli sterilné.

Zluceniny alebo pripravky opisované predkladanym vynalezom je mozné aplikovat akymkol'vek vhod-
nym spdsobom, ako je intravendézna infuzia, perordlne, intraperitonealne alebo intravendzne podanie. My
uprednostiiujeme infiizne podanie s dizkou trvania infuzie do 24 hodin, lepsie viak v rozmedzi 2 az 12 hodin,
optimélne v rozmedzi 2 az 6 hodin. Najvyhodnejsie st kratkodobé infiizie umoZiiujiice lie¢bu bez nutnosti
hospitalizécie pacienta cez noc. Pokial to viak situdcia vyzaduje moze dizka infaznej terapie dosahovat' 12
az 24 hodin alebo mdze byt aj dlh3ia. Infuzie mozu byt aplikované vo vhodnych intervaloch asi 2 az 4 tyzd-
ne. Farmaceutické pripravky obsahujice zlu¢eniny opisované predkladanym vynalezom mézu byt do miesta
¢inku dopravované v lipozémoch alebo pomocou nanosférickej enkapsulacie, mézu byt v podobe dlhodobo
sa uvolilujicich pripravkov alebo dopravované do organizmu formou inych standardnych prostriedkov.

Spravna davka zlu¢enin sa bude li§it' v zavislosti od konkrétneho zloZenia pripravku, jeho spésobu poda-
nia a konkrétneho stavu lie€eného pacienta a $tadia nadorového ochorenia. Je nutné zvazit d’alSie faktory,
ako je vek chorého, vaha, pohlavie, ¢as podania, rychlost’ exkrécie, kombinacie pouzitych liediv, citlivost
odpovede a zavaZnost' ochorenia. Poddvanie méze byt kontinudlne alebo opakované, spliiujice limit maxi-
malne tolerovanej davky (MTD).

Kombin4cie opisované tymto vynalezom moéZu byt pouzité u refrakternych pacientov (nedpovedajticich
na iny spdsob lieCby). Na informécie o davkovacich schémach ET-743 a d’alom pouZiti v kombinovanej te-
rapii opisované tymto vynalezom, odkazujeme ¢itatelov na patent &. WO 006 944 1.

Priklady uskuto¢nenia vyndlezu

Priklad 1: U¢inné kombinécie ET-743 a doxorubicinu inhibujice nadorovy rast u mysi a l'udskych sarkémov
atymickych mysi

Potvrdili sme klinickt aktivitu ET-743 u pacientov so sarkémom mikkych tkaniv alebo kosti neodpove-
dajucich na doterajsiu chemoterapiu vratane doxorubicinu (DXR) a izosfamidu.

Vzhladom na potencidlny klinicky vyznam kombinovania ET-743 s Dx sme testovali tato kombinaciu pri
my3om fibrosarkéme UV2237, pri jeho mdr-rezistentnom subtype UV2237/ADR a pri xenografte ludského
rabdomyosarkému TE671. ET-743 aj Dx boli kazdy izolovane uginny pri bunkovej linii my3ieho fibrosar-
kému UV2237, zatial’ o ani jeden nebol alebo bol len obmedzene G&inny proti liniam UV2237/ADR a
TE671. Naproti tomu, kombindcia ET-743 s Dx bola ¢inna v pripade vetkych troch modelov. Synergizmus
bol obzvlast vyznamny proti 'udskému rabdomyosarkému TE671 a zdalo sa, Ze nie je zavisly od poradia ap-
likacie lie¢iv alebo od kombinacie.
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Po jednorazovom i. v. zalieeni uskutoénenom vo faze, ked masa tumor TE671 dosahovala priblizne
100 mg, do$lo k hmotnostnej regresii tumoru (TW1I) a logaritmickému poklesu po¢tu buniek (log,, cell kill -
- LCK), respektive, 0 46 % a 0,132 po samotnej aplikacii ET-743 (0,1 mg/kg), o 50 % a 0,33 po samostatnej
aplikacii Dx (10 mg/kg), o 77 % a 0,924 po sicasnej aplikacii ET-743 (0,1 mg/kg) a Dx (10 mg/kg), 0 82 %
a 1,12 po kombinovanej aplikacii ET-743 (0,1 mg/kg) 1 hodinu pred Dx (10 mg/kg) a 0 75 % a 0,85 po kom-
binovanej aplikacii ET-743 (0,1 mg/kg) | hodinu po Dx (10 mg/kg).

Tieto data naznaduji, Ze kombinacia ET-743 a Dx méZe byt (i¢inna u tumorov, ktoré si len minimalne
alebo vobec citlivé na samostatné podanie tychto liegiv a poskytuju tak silny dévod na vykonanie klinickych
skisok na pouZitie tejto kombindcie.

Priklad 2: Ecteinascidin 743 (ET-743) a Doxorubicin spdsobia synergicky cytotoxicky ti¢inok pri bunkovych
liniach sarkomov mikkych tkaniv HT-1080 a HS-18.

Pri dvoch bunkovych liniach sarkémov, HT-1080, fibrosarkémovej linie citlivej na ET-743 (ICso =
=10 pm) a HS-18, liposarkémovej linie s niz3ou citlivostou k ET-743 (ICs = 270 pm) bol hodnoteny toxicky
vplyv ET-743 v kombinécii s jednym z nasledujicich lie¢iv — doxorubicinom, trimetrexatom alebo paclitaxe-
lom. Pri pouziti ET-743 v kombinacii s kazdym z tychto lie¢iv pri konstantnom molérnom pomere a nasled-
nej analyze pomocou metédy Chou a Talalay bolo dosiahnuté (po 72-hodinovej inkubacii) synergického
O¢inku pri kombinécii ET-743-doxorubicin, tento u¢inok sa viak neobjavil pri kombinacii ET-743 s trimetre-
xatom alebo paclitaxelom. Pri 72-hodinovej expozicii buniek ET-743 a naslednej 48-hodinovej expozicii do-
xorubicinu, trimetrexatu alebo taxolu bol synergicky t¢inok proti obom sarkomovym bunkovym linidm tiez
ziskany pri kombindcii s doxorubicinom. Zaujimavé bolo zistenie, Ze aplikacia, ked' prvy bol podany paclita-
xel a aZ nasledne ET-743 mala vy$§iu GCinnost, neZ aplikacia vykonana v opa¢nom poradi. Tieto vysledky
podporuja klinické §tGdie na liegbu pacientov so sarkémom mikkych tkaniv pomocou kombinécie doxorubi-
cinu s ET-743 na zaklade zistenej aktivity oboch tychto liegiv proti tomuto typu ochorenia.

Priklad 3: Synergicky cytotoxicky u¢inok ET-743 a cisplatiny

Pri Ecteinascidine 743 (ET-743) bola preukazana vyrazna protinadorova aktivita na niekol'kych predkli-
nickych systémoch a vytvorila tak nadeje aj na klinicka aktivitu. ET-743 viaze N2 guaniny v malom Zliabku
dvojskrutkovice DNA a ovplyviiuje regulaciu transkripcie (Minuzzo et al., PNAS, Vol. 97, 6780-84, 2000).

Predchadzajuce 3tidie ukdzali, Ze bunky s poruchou repairového aparatu (MMR) vykazuja rovnaki citli-
vost’ k ET-743 ako bunky s normalnou funkciou MMR. NER-deficientné bunky s vysokou citlivostou k cis-
platine (DDP) s 6- aZ 8-krat menej citlivé k ET-743. Na zaklade odli$nosti mechanizmov zaistujucich (na-
dorovej bunke) opravu defektov sposobenych ET-743 a cisplatinou a vzhl'adom na potencialny klinicky zau-
jem o tito kombinaciu, vykonali sme §tudiu hodnotiacu cytotoxické ucinky ET-743 a cisplatiny na niekol-
kych Pudskych nadorovych liniach. V tejto §tidii bola pouzita bunkova linia karcinomu ovaria Igrove-1, jej
subtyp rezistentny na ET-743 (1G/PSC/ET) a bunkova linia karcinému hrubého ¢reva HCT 116 (MMR-
-deficientny) a HCT1 1-ch3 (s normalnou funkciou MMR).

Bunky boli exponované pogas | alebo 24 hodin réznym koncentraciam samostatne aplikovaného ET-
-743 alebo DDP alebo ich kombinaciam a cytotoxicky G&inok bol po odfarbeni sulforotaminom B hodnoteny
pomocou kalorimetrickej kvantifikacie. Pri v3etkych bunkovych liniach bol v oboch pripadoch jednohodino-
vej aj 24-hodinovej inkubacie pozorovany synergicky u¢inok. Zaujimavé bolo zistenie, Ze pri HCT116 rezis-
tentného k DDP zrejme ET-743 umoznilo spitné dosiahnutie senzitivity, a to aj v koncentréaciach, pri ktorych
ma pri samostatnej aplikécii minimalny ginok. Zhrnutie ziskanych dat poskytuje dovod k pristupeniu ku kli-
nickym skigkam na kombinaciu ET-743 s DDP.

Priklad 4; ET-743 v kombinacii s doxorubicinom, taxolom, SN-38, cisplatinou a gemcitabinom

Hodnotili sme G¢inok ET-743 v kombinacii s doxorubicinom, taxolom, SN-38, cisplatinou a gemcitabi-
nom proti panelu udskych nadorovych bunkovych linii. Tieto Stadie boli navrhnuté s cielfom ur¢it’ typ vza-
jomnej interakcie lie¢iv, a to medzi ET-743 a standardnymi chemoterapeutikami a vplyv poradia podania jed-
notlivych lie¢iv na protinddorovy Gicinok. K opisu typu vzdjomnej interakcie lieCiv bolo pouZzitych mnoho
kombinacii ET-743 so $tandardnymi cytotoxickymi ¢inidlami bez pouzitia modelového systému (Laska et al.,
Biometries 50:834, 1994) Tieto $tadie ukazujd, Ze bez ohladu na expoziciu sa najéastejsie pozoruje aditivny
typ vzajomnej interakcie lieivo-lie¢ivo.

Synergicky G€inok pri vzajomnej interakeii lie¢iv bol pozorovany v pripadoch, ked” kombinacia s ET-743
bola pouzita proti bunkovym liniim nemalobunkového karcinému pluc (predchidzala expozicia SN-38), os-
teosarkému (preexpozicia s ET-743, nasledne cisplatina), karcinému prsnika (preexpozicia s ET-743, nasled-
ne gemcitabin), karcinému hrubého &reva (preexpozicia s ET-743, nasledne SN-38 a sucasné expozicia ET-
-743 a SN-38). Bol zaznamenany prechodny aditivny/synergicky u¢inok pri vzajomnej interakcii (preexpozi-
cia s ET-743, nasledne SN-38 pri bunkovej linii nemalobunkového karcinému plic (NSCL); preexpozicia s
SN-38 pri karcinéme &reva a NSCL; sucasnd expozicia ET-743 a cisplatine pri osteosarkome a ET-743 a
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SN-38 pri NSCL). Antagonizmus bol preukazany pri sii¢asnom pouziti ET-743 s taxolom pri dvoch NSCL
liniach a s doxorubicinom pri rabdomyosarkémovej linii.

Tieto $tudie ukazuju, ze ET-743, ktory je v druhej faze klinickych skigok, by sa mohol v kombin4cii s
niekolkymi cytotoxickymi latkami pouzivat proti Sirokému spektru nadorov.

Material a Metody
Bunkova kultdra:

Nadorové bunkové linie 'udského karcinému prsnika (MDA-435, MDA-231, T-470), nemalobunkového
karcinomu pl'ac (NCI-HS522, NCI-H226, NCI-H23), karcinému hrubého &reva (HCT-116, HT-29, Colo-320),
osteosarkomu (HOS, U-2, OS, Sa0S-2), rabdomyosarkému (RH1, RH30, RD) boli vykultivované v RPMI-
-1640 obohatenom o 10 % fetalne bovinné sérum a 2 mM L-glutamin. Vetky kultivované kultiry boli udr-
ziavané v kultivagnych flasiach (75 cm?) pri teplote 37 °C vo zvlh¢ovacich inkubatoroch v atmosfére s 5 %
podielom CO; a 95 % vzduchu.

Analyza ICsg:

Vopred definované mnoZzstvo exponencidlne sa mnoziacich nadorovych buniek bolo inokulované do 96-tich
jamkovych dosticiek pre tkanivové kultiry a fixované pocas 24 hodin. Nasledne bola ku tkanivovym kultd-
ram pridana dosticka s lieCivami tvorena postupnym koncentraénym riedenim ET-743 alebo standardnych
chemoterapeutik. Inkubécia buniek bola vykonana formou 24-hodinovych expozicii po&as 3 dni s naslednym
pridanim MTT na ¢as 4 hodin. Krystaly, ktoré vznikli, boli potom rozpustené kyselinou/alkoholom, absor-
bancia (570 nm — vzorka/630 nm — kontrola) bola uréena pomocou odéitavacieho systému pre mikrotitradni
dosku. Vysledky boli vyjadrené ako percenta iimrtia nadorovych buniek vztiahnutd na priemerni hodnotu
kontrol.

Kombina¢né Stadie:
Koncentra¢na schéma (koncentracia vyjadrena ako percenta z ICs, jednotlivych lie¢iv) pouzita na charak-
terizaciu typu vzajomnej interakcie lie¢iv v kombinaénych §tadiach je ukazana neskor:

Koncentricia lieciva (vyjadrena v percentach 1Csp)
ET-743 Standardné lieivo

100 0

75 25
60 40
50 50
40 60
25 75
0 100
0 0

Statisticka analyza kombina&nych $tadii:

Statistické porovnania st vykonané s kazdou testovacou kombinaciou (75 : 25 — ET-743/5tandardné 0éin-
né latky) a krajnymi hodnotami (100 : 0 — ET-743 a 0 : 100 — 3tandardné G&inné latky). Statisticky vyznamné
pozorovanie vyZaduje existenciu rozdielu medzi hodnotou absorbancie kombinacie (medzi ET-743 a §tan-
dardnymi G&innymi latkami) a oboma krajnymi hodnotami (ET-743 a $tandardné G&inné latky izolovane).
Pokial véd¢Sina hodndt (> 3 z 5) je Statisticky nad definovanou hranicou alebo pod definovanou hranicou, po-
tom opisujeme antagonizmus, respektive synergizmus. Iné rozloZenie nameranych hodnét zodpoveda skor
aditivnemu G¢inku pri vzajomnej interakcii. Velmi tazka je interpretacia v pripade vyznamného pribliZenia
ku spojnici krajnych hodnét. Pokial sklon kriviek pre 1Cs, jednotlivych latok je rovnaky (nepravdepodobng),
potom je v danom pripade mozné urcit typ interakcie.

Postupné kombinacie ET-743 s chemoterapeutikami

Typ tumoru/bunkova linia Podmienky expozicie/lieCivo Zistend vzajomna interakcia
Osteosarkom
NOS 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Synergia
cisplatina;
24 hodin cisplatina, nasledne 24 hodin | Aditivny G¢inok
ET-743;
24 hodin sucasne ET-743 a cisplatina | Aditivny udinok
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Postupné kombinacie ET-743 s chemoterapeutikami

Typ tumoru/bunkova linia

Podmienky expozicie/lieCivo

Zistena vzajomna interakcia

U2-08

24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
cisplatina;

24 hodin cisplatina, nasledne 24 hodin
ET-743;

24 hodin sii¢asne ET-743 a cisplatina

Aditivny G€inok
Aditivny u€inok

Aditivny u€inok

Sa06

24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
cisplatina;

24 hodin cisplatina, nasledne 24 hodin
ET-743;

24 hodin sacasne ET-743 a cisplatina

Aditivny uéinok
Aditivny ucinok

Aditivny 0¢inok

Nemalobunkovy karciném
plic
NCB-H226 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivay u€inok
taxol;
24 hodin taxol, nasledne 24 hodin ET- | Aditivny G¢inok
743,
24 hodin sugasne ET-743 a taxol; Antagonizmus
24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
SN38; Aditivny ucinok/Synergizmus
24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET-
743; Aditivny uéinok/Synergizmus
24 hodin sacasne ET-743 a SN38
Aditivny u¢inok
NCB-NS522 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivny u€inok
taxol;
24 hodin taxol, nasledne 24 hodin ET- | Aditivny u€inok
743,
24 hodin sa&asne ET-743 a taxol; Antagonizmus
24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
SN38; Aditivny u€inok/Synergizmus
24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET-
743; Aditivny 0¢inok/Synergizmus
24 hodin sucasne ET-743 a SN38
Aditivny ucinok
NCB-N23 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivny u¢inok/Antagonizmus

taxol;

24 hodin taxol, nasledne 24 hodin ET-
743,

24 hodin su¢asne ET-743 a taxol;

24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
SN38;

24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET-
743,

24 hodin sti¢asne ET-743 a SN38

Aditivny uéinok
Antagonizmus
Aditivny u€inok
Synergizmus

Aditivny u¢inok/Synergizmus

Karciném prsnika

MDA-435 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin [ Aditivny u¢inok
gemcitabin;
24 hodin gemcitabin, nasledne 24 ho- | Aditivny Gi¢inok
din ET-743;
24 hodin su¢asne ET-743 a gemcitabin | Aditivny ii¢inok
MDA-231 24 hodin ET-743, néasledne 24 hodin | Aditivny u¢inok

gemcitabin;
24 hodin gemcitabin, nasledne 24 ho-
din ET-743;
24 hodin sucasne ET-743 a gemcitabin

Aditivny u€inok

Aditivny a¢inok
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Postupné kombinacie ET-743 s chemoterapeutikami

Typ tumoru/bunkova linia

Podmienky expozicie/lie¢ivo

Zistend vzajomna interakcia

T47-8

24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
gemcitabin;
24 hodin gemcitabin, nasledne 24 ho-
din ET-743;
24 hodin sucasne ET-743 a gemcitabin

Aditivny ucinok
Aditivny u¢inok

Aditivny u€inok

Karcinédm hrubého ¢reva

MCT-116

24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin
SN38;

24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET-
743;

24 hodin su¢asne ET-743 a SN38

Synergizmus
Aditivny u¢inok

Aditivny uéinok

NT-29 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivay G¢inok
SN38;
24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET- | Aditivny u¢inok
743;
24 hodin sugasne ET-743 a SN38 Aditivny uéinok
Colo-320 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin [ Aditivny u¢inok
SN38;
24 hodin SN38, nasledne 24 hodin ET- | Aditivny u¢inok/Synergizmus
743;
24 hodin su¢asne ET-743 a SN38 Synergizmus
Rabdomyosarkém
RNI 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivny u¢inok
doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledne 24 ho- | Aditivny u¢inok
din ET-743
24 hodin sucasne ET-743 a doxorubi- | Aditivny G¢inok
cin
RD 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivny {i¢inok
doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledne 24 ho- | Aditivny u¢inok
din ET-743;
24 hodin sucasne ET-743 a doxorubi- | Aditivny u€inok/Antagonizmus
cin
RN30 24 hodin ET-743, nasledne 24 hodin | Aditivny G¢inok
doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledne 24 ho- | Aditivny u¢inok
din ET-743;
24 hodin siéasne ET-743 a doxorubi- | Antagonizmus
cin
Zavery

Tieto $tudie naznaduju, Ze bez ohl'adu na poradie expozicie medzi ET-743 a $tandardnymi chemoterapeu-
tikami, najobvyklej$im pozorovanym typom interakcie lieGivo-lieivo je aditivny a&inok.

Preukazatelny synergicky ucinok bol pozorovany pri preexpozicii SN-38 pri NSCL bunkovym liniach
NCI1-H522 a NCI1-H23, preexpozicie ET-743 pri jeho kombinacii s cisplatinou pri HOS osteosarkéme, s
gemcitabinom pri linii karcinému prsnika T-470, preexpozicie SN-38 pri karcindme hrubého &reva HCT-116
a stCasna expozicia ET-743 a SN-38 pri linii karcinomu hrubého &reva Colo-320. Antagonizmus bol preuka-
zany pri si€asnom pouziti ET-743 s taxolom pri NSCL linii NC1-H522 a NC1-H23 a s doxorubicinom pri
RHI rabdomyosarkémovej linii.

Priklad 5: Interakcie medzi ET-743 a inymi latkami pouZzivanymi na lie¢bu nadorov

Aj ked’ je ET-743 v si¢asnosti v $tadii klinickych $tudii na lie€bu nadorov u ludi, mechanizmus jeho pro-
tinadorového u€inku nebol dosial’ plne objasneny. Ciel'om tejto $tadie bolo stanovit podstatu interakcie me-
dzi ET-743 a inymi protinadorovymi G¢innymi latkami (doxorubicin; DXR, trimetrexat; TMTX a paclitaxel;
taxol) pomocou metédy kombinaéného indexu (CI) Chou a Talalay. Na lepsie pochopenie moznosti klinické-
ho vyuzitia ET-743 pouzZila predkladana studia SRB kvantitativnu metédu pre in vitro testovanie cytotoxicity
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dosiahnutej kombinaciou ET-743 s troma dalsimi protinadorovymi latkami pri pouzZiti v roznych davkova-
cich schémach pri dvoch liniach sarkémov mikkych tkaniv, HT-1080 a HS-18. DXR jediny v kombinacii s
ET-743 dosahoval synergie nezavislej od poradia aplikacie. Su¢asna aplikacia ET-743 s DXR viedla k syner-
gickému G¢inku pri oboch bunkovych liniach.

CI (priemerné) na dané davkovacie schéma 0,86, 0,83, 0,84 a 0,85 pri 50 %, 75 %, 90 % a 95 % zaniku
buniek, respektive, pri HT-1080 linii a 0,89, 0,74, 0,64 a 0,60 pri 50 %, 75 %, 90 % a 95 % zaniku buniek,
respektive pri HS-18 linii. Poradie, ked’ 24 hodinové inkubécia s ET-743 predchédzala aplikacii doxorubici-
nu, sa ukazalo ako najiginnejsi postup pri obidvoch bunkovych linidch; vysledkom bol sistavne nizky CI
zodpovedajuci aZz 90 % hodnote zaniku nadorovych buniek pri oboch liniach. Uginny bol aj postup, ked’ ex-
pozicia taxolu predchadzala ET-743. Tieto vysledky naznacuji vhodnost’ dalSieho testovania kombinacie
ET-743 s doxorubicinom v klinickych §tadiach zameranych na lie¢bu sarkému mékkych tkaniv.

Material a Metédy
Chemikalie

Pouzité ET-743 poskytla Pharma-Mar S.A. (Tres Cantos, Madrid, Spain) a bolo pripravené/dodané vo
forme 2 mM roztoku v dimetylsulfoxide. Paclitaxel a DXR bol ziskany od Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA) a TMTX poskytla Warner-Lambert (Parke-Davis, Ann Arbor, Mich., USA).

Bunkova kultiura
Bunkové linie sarkému mikkych tkaniv, HT-1080 a HS-18, sa nechali narast' v jednej vrstve v RP<I-
-1640 obsahujiicej 10 % fetalneho bovinneho séra.

SRB kvantifikacia cytotoxicity

Cytotoxicita aktivnych latok bola uréena pomocou SRB kvantifikacie cytotoxicity vykonanej v 96-jam-
kovych mikrotitraénych dosti¢kach podla opisaného postupu. Bunky boli umiestnené do jamiek v duplikate
(5000 buniek/jamka) a vystavené G¢inku lie¢iv s rdznymi koncentraciami. Bunky boli fixované 50 % rozto-
kom TCA poéas | hodiny a do kazdej jamky bolo pridané 0,4 % SRB (sigma). Po 30-minutovej inkubécii
boli doiticky premyté 1 % kyselinou octovou a odgitané pri 570 nm na od¢itavacom zariadeni pre mikrotit-
raéné dosticky Biowhitaker microplate reader 2001. Jamky, ktoré obsahovali bunky, ale boli bez lieCiva a
jamky s médiom a lie¢ivami, ale bez obsahu buniek, boli pouzité ako pozitivna a negativna kontrola, respek-
tive.

Sudasna expozicia ET-743 a DXR, TMTX alebo paclitaxelu

Bunky boli umiestnené do 96-jamkovych doiticiek, ako je opisané. Kulttiry boli oetrené siedmimi roz-
nymi koncentraciami jedného lie¢iva alebo kombinaciou lie¢iv s molarnym pomerom 1 : 100 (ET-743 : iné
lietivo). Po 72 hodinovej expozicii bola rastova inhibicia merana pomocou SRB kvantifikalnej met6dy.

Postupna expozicia ET-743 a DXR, TMTX alebo paclitaxelu

S pouzitim rovnakého experimentalneho systému opisaného skor, sme nechali na bunky posobit’ tri rozne
koncentracie predstavujuce 1C25, 1C50, 1C75 pre ET-743, DXR, TMTX a paclitaxel, respektive. Po 24 hodi-
nach preexpozicie ET-743 alebo kombinacie lie¢iv bol na &as 48 hodin pridany druhy typ lieCiva do prisius-
nej jamky.

Analyza zastipenych faz bunkového cyklu

Exponencialne rastice bunky boli o3etrené v pritomnosti lieCiva alebo bez pritomnosti lie€iva pocas nie-
kolkych hodin. Bunky boli potom zobraté a fixované pomocou ladového 70 % metanolu. DNA bola odfar-
bené propidiumjodidom, ako je opisané. Desat'tisic odfarbenych buniek bolo analyzované na Becton Dickin-
son fluorescenéne aktivovanom bunkovom porteri (FACS).

Ur&enie synergizmu a antagonizmu a konstrukcie izobologramu

C1 bol vypoéitany pomocou Chou-Talalayovej rovnice, ktora zapocitava tak potenciu (Dm alebo 1Cs),
ako aj tvar krivky zavislosti G¢inku od davky (hodnota m). V3eobecna rovnica pre klasicky izobologram
(CI= 1) je dana vztahom:

Cl= (D), /(Dx), +(D);/(Dx), (A),

kde (Dx), + (Dx), v menovateloch sit davky (alebo koncentracie) pre samotné D, (ET-743) a D, (iné lie€ivo)
vytvarajiice X % inhibiciu, zatial’ ¢o (D), + (D), v &itateloch su davky ET-743 a iného lieciva v kombinacii,
tiez s hodnotou inhibicie X % (t. j. sii izoefektivne). CI < 1, CI = 1, CI > | oznauju synergizmus, aditivny
uc¢inok a antagonizmus, v uvedenom poradi.

(Dx), + (Dx), mdZzu byt I'ahko spogitané podla rovnice pre stredny afinok podla Chou a Chou et al.:
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Dx =Dm [fa/ (1 — fa)]'™ (B),

kde Dm je davka zodpovedajuca strednému G¢inku ziskana z anti-log X-vymedzeni oblasti stredného G&inku,
X-log (D) verzus Y - log[fa/ (1 — fa)] alebo
Dm = 101Y™"™e=mm ke m je skon oblasti stredného Géinku. Softvér Chou a Chou umoZiiuje automaticky
vypocet hodnét m, Dm, Dx a Cl. Z(Dm),, (Dx), a D1 + D2 je l'ahké automaticky podla rovnice (A) zostavit’
izobologram.

Pre konzervativne vzajomné nevynimo¢né izobologramy dvoch aktivnych latok, je k rovnici (A) pridany
treti vyraz:

(D1) (D2) / (Dx), + (Dx),.

Tento treti vyraz sa obvykle pre zjednodusenie vypusta a je potom indikované vzajomné vynimoéné pre-
vzatie alebo klasicky izobologram. V ¢astiach vysledok 2 a 3, sii udané hodnoty CI ziskané z klasického
(vzajomne exkluzivneho) vypoctu.

Vysledok 1
Cytotoxicky 0¢inok 4 lie¢iv na HT-1080 a HS-18
I1Cs; pre ludsky sarkém mikkych tkaniv

HT-1080 HS-18

ET-743 (nM) 0,01 0,27

DXR (nM) 25 225
T™MTX (nM) 6 70 000

Paclitaxel (nM) 1,3 10

Tato tabulka ukazuje, Ze obidve bunkové linie HT-1080 aj HS-18 vykazovali vdésiu citlivost k ET-743

nez k ostatnym protinadorovym chemoterapeutikdm.

U¢inok kazdého z chemoterapeutik na distribiiciu faz bunkového cyklu u bunkovej kultary
HS-18 za 24 a 72 hodin po oSetreni davkou priblizne I1Cs,

Liec¢ivo Davka HR % G1 fazy % S fazy % G2-M fazy
Kontrola 76,3 11,2 12,5
ET-743 270 pM - o e 24?’90
DXR 25 1M 2 3 38 219
™MIX | 70w 2 55 76 X
Paclitaxel 10 nM 3; gg:g gé»; ;Z,g

Utinok kazdého z chemoterapeutik na distribaciu faz bunkového cyklu u bunkovej kultary
HT-1080 za 24 a 72 hodin po o3etreni davkou priblizne ICs,

Liedivo Davka HR % G1 fazy % S fazy % G2-M fazy
Kontrola 45,5 35,8 16,7
orn | ww | 3| me | e |
DXR 25 M 7 162 55 153
e A N T I
Paclitaxel 1,3 nM %éz‘ ggg 397,63 157,2)3

Vysledok 2 ukazuje CI per bunkové linie HT-1080 a HS-18, ktoré boli vystavené si¢asnému pdsobeniu
ET-743 a jedného z protinadorovych lie¢iv, ako je DXR, TMX alebo paclitaxel, s molarnym pomerom kom-
binovanej zmesi 1 : 100. Pri o3etreni buniek kombinacii ET-743 s DXR boli vietky hodnoty CI pod 1, &o
ukazuje na synergicky t¢inok kombinacie pri obidvoch bunkovych linidch. Cl (priemerné) s touto davkova-
cou schémou boli 0,86, 0,83, 0,84 a 0,85 pri 50 %, 75 %, 90 % a 95 % zaniku buniek, respektive, pri HT-
1080 linii a 0,89, 0,74, 0,64 a 0,60 pri 50 %, 75 %, 90 % a 95 % zaniku buniek, respektive, pri HS-18 linii.
Tento vysledok ukazal, Ze si¢asna expozicia ET-743 a DXR vytvara synergicky cytotoxicky ¢inok. Naopak,




10

20

25

30

35

40

45

50

55

SK 287901 B6

v pripade suasnej expozicie buniek kombinacii ET-743 s TMTX alebo s paclitaxelom bol pozorovany anta-
gonisticky cytotoxicky ucinok.

Cl hodnota bola ziskana pri oboch bunkovych liniach, ktoré boli po¢iatoéne osetrené ET-743 pocas 24
hodin, s naslednou expoziciou DXR pogas 48 hodin. Pri oboch bunkovych liniach poCiatotna expozicia ET-
-743 nasledovana expoziciou DXR vykazala synergicky u¢inok, hodnota CI pre HT-1080 pri 80 % zaniku
buniek bola 0,64 + 0,12 a pre HS-18 pri 88 % zaniku buniek bola 0,24 + 0,06. Naopak, expozicia DXR na-
sledovana expoziciou ET-743 (vysledok 3a, spodny obrazok) vykazovala sice na pociatku dobru hodnotu CI,
ale CI pre HT-1080 pri 80 % zaniku buniek bolo 1,00 + 0,03, ¢o ukazuje, Ze uéinok tejto kombinacie bol adi-
tivny a CI pri vy$$om podiely zaniknutych buniek bol v porovnani so strednou hodnotou zaniku buniek horsi
pri oboch linidch.

Pri expozicii buniek ET-743 nasledovanej expoziciou TMTX boli hodnoty CI pre HT-1080 blizke alebo
presahujuce 1, ¢o ukazuje, Ze uginok tychto dvoch latok je antagonicky alebo aditivny. Naopak, hodnoty pre
HS-18 nepresahovali 0,6, o ukazuje na synergicky u¢inok oboch latok. Pri oSetreni buniek kombinaciou v
poradi TMTX nasledovanym ET-743 bol pri oboch bunkovych liniach, HT-1080 a HS-18, zaznamenany adi-
tivny a¢inok.

Expozicia paclitaxelu nasledovana expoziciou ET-743 viedla k synergickému cytotoxickému u¢inku. Pri
expozicii v tomto poradi bola hodnota CI pre HT-1080 pri 89 % zaniku buniek 0,92 + 0,06 a pre HS-18 pri
78 % zaniku buniek 0,38 £ 0,13.

Zhrnutie

ET-743 je vysoko ¢inné proti bunkam sarkémov mikkych tkaniv, najmé proti malignej fibrosarkémove;j
linii HT-1080.

DXR v kombindcii s ET-743 vytvara synergicky u¢inok nezavisly od poradia expozicie, ale expozicia
ET-743 nasledovana DXR sa zda ako G&innejia pri obidvoch bunkovych linidch.

Expozicia paclitaxelu nasledovana expoziciou ET-743 sa tiez ukdzala ako G¢inna proti bunkam ludskym
sarkémov mikkych tkaniv, ale si¢asna aplikacia mala antagonicky afinok.

Priklad 6: Kombinacia chemoterapeutik s ecteinascidinom 743 (ET-743) pouzita in vivo pri solidnych na-
doroch

Bolo opisané niekolko $pecifickych mechanizmov uginku ET-743 zahrnujucich vézbu v malom Zliabku
DNA, alkylaciu N2 guaninov, transkripént inhibiciu MDR1 génu (Jin et al., PNAS 97, 6775, 2000; Minuzzo
et al., PNAS 97, 6780, 2000) a vplyv na zniZenie aktivacie jadrového receptora SXR (Synold et al., Nature
Med 7, 584, 2001). Samostatne, ET-743 inhibuje in vivo nadorovy rast s dosiahnutim kompletnej remisie pri
niekolkych Fudskych nadorovych liniach/kmeinioch (Hendrlks et al.,, Ann Oncol 10, 1233, 1999) zahrnujacich
melaném (MEXF 989), NSCL (LXFL 529), karciném ovaria (HOC 22) a prsnika (MX-1). Uginnost’ ET-743
v kombinacii s lie¢ivami pdsobiacimi inym mechanizmom moéZe pomdct’ zniZit' toxicitu jednotlivych pouZi-
tych lie¢iv alebo zvysit' u¢innost’ liediva pri rezistentnych nadoroch alebo relapsoch.

Na zhodnotenie vyznamu Gcinku tychto kombinacii bolo niekof’ko u¢innych latok zahrnujicich doxorubi-
cin (DXR; 8 mg/kg), cisplatinu (DDP; 12 mg/kg) a vinblastin (VINB; 6 mg/kg) podanych pred/po ET-743
(0,2 mg/kg), ked’ predchadzalo ofetrenie buniek gdx5 1 hodinu pred expoziciou, pri tychto nadoroch; chon-
drosarkém (CSHA), osteosarkém (OSA-FH), fibrosarkom (SW 684), tumor ovaria (MRI-H-1834), NSCL
(LX-1) a tumor Fadviny (MRI-H-121) s u&¢inkom definovanym ako < 50 % T/C. Pri dutovldknovom modeli
(hollow fiber - HF) vychadzala kombinacia DXR 1 hodinu pre ET-743 konstantne u¢innejSia nez samotné
podanie ET-743 v pripade chondrosarkému (6 % vs. 10 %), fibrosarkému (33 % vs. 48 %) a osteosarkému
(20 % vs. 34 %). Osteosarkémové xenografy vykazovali podobné vysledky s 17 % vs. 43 %. HF Stadie s
DDP ukézali vy$3iu G&innost pri ET-743 podaného pred DDP v porovnani so samotnym podanim ET-743 v
pripade ovaridlneho nadoru (28 % vs. 100 %) a osteosarkomu (15 % vs. 19 %) a rovnakii ucinnost’ pri osteo-
sarkéme (39 % T/C). Data ziskané pri xenografe potvrdzuji, ze podanie ET-743 pred DDP je (€innejsie nez
samotné podanie ET-743 (35 % vs. 66 %). Vynimkou bol pripad NSCL, kde samostatné podanie ET-743 ne-
bolo ¢inné (62 % T/C), ale podanie DDP nasledované ET-743 viedlo k CR (< 1 % T/C). Pri l'advinovych
xenografoch bolo samostatné podanie ET-743 vel'mi G&inné (22 % T/C), ale aj podanie ET-743 nasledované
VINB viedlo k CR (< | % T/C). Prebichaju samostatné §tadie s d’al3imi $tandardnymi lieCivami pri xenogra-
foch nadorov prsnika, ladviny, Zalidku a melanému.

Priklad 7: Predklinicka aktivita a biodistriblicia kombinacii ecteinascidinu 743 (ET-743) s doxorubicinom
(DXR) pri 'udskom rabdomyosarkome

ET-743 je prvy z novej triedy protinadorovych latok s preukdzanou protinddorovou aktivitou. Bola preu-
kézana G&innost ET-743 u pacientov so sarkémom refrakternym k DXR a ifosfamidu. Vzhladom na poten-
cial ET-743 ako uéinného lie¢iva, sme skiimali (1) predklinickn protinadorovi aktivitu kombindacie ET-
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-743/DXR pri l'udskom rabdomyosarkone a (2) mozné vzajomné interakcie liegiv a ich biodistribticiu na ho-
lej mysi a v nddorovom xenografe.

In vitro: Uginok kazdého z dvoch lieciv alebo ich kombinacie bol vyhodnoteny po 1-hodinovej expozicii
pomocou klonogénnej kvantifikacie. Samotny ET-743 alebo DXR vykazovali protinadorova aktivitu pri bun-
kovej linii TE 671. Kombinacia, v silade s izobologramom a kombina&nym indexom, mali pri najmensom
aditivny ¢inok pri niekol’kych nadorovych liniach vratane TE 671.

In vivo: Bolusové i. v. davky (ET-743, 0,1 mg/kg; DXR, 10 mg/kg) boli podané holej mysi v okamihu,
ked’ tumor dosahoval priblizne 100 mg. Hodnoty poklesu hmotnosti tumoru/log, po&tu zaniknutych buniek
boli 46 %/0,132 pri samostatnej aplikacii ET-743, 50 %/0,33 pri samostatnej aplikéacii DXR, 77 %/0,924 pri
sucasnej aplikacii ET-743 a DXR, 82 %/1,12 po kombinovanej aplikacii ET-743 1 hodinu pred DXR a 75 %/0,85
po kombinovane;j aplikacii ET-743 | hodinu po DXR. Synergicky ué¢inok bol tiez pozorovany pri my$om fib-
rosarkéme UV2237 a pri jeho multirezistentnom subtype UV2237/ADR.

Tieto data ukazuju synergicky ¢inok ET-743/DXR a tento i¢inok sa zda byt v d’alom vyvoji nezavisly
od poradia aplikécie lie¢iv aj od kombinacie. Plazmaticka koncentracia ani koncentracia DXR v tumore sa
vyznamne neliSi pri samotnej aplikacii DXR alebo v kombinacii s ET-743. Vyhodnotenie farmakokinetiky
(FK) ET-743 pri izolovanom podani alebo v kombinacii s DXR sa $tuduje. Kombinacia ET-743 a DXR sa
chova dopinkovo in vitro, ale synergicky in vivo pri rabdomyosarkéme TE 671. FK profil DXR nie je
ovplyvneny sicasnym podanim ET-743. Tieto data poskytujun dévod na vykonanie inicialnych klinickych
skuSok na pouziti tejto kombinacie.

Priklad 8: ET-743 a cisplatina (DDP) vykazujd in vitro a in vivo synergicky u¢inok pri bunkovych liniach
ludského sarkému a karcinému ovaria

V tomto pripade ukazujeme, ze ET-743 zvySuje uinnost’ DDP pri pouziti in vitro aj in vivo. V pripade
niekolkych nadorovych linii zahrnujicich Pudsky karcinom &reva (HCT116), karciném ovaria (Igrov-1,
A2780), ich rezistentné subtypy (Igrov-1/PSC-ET a 1A9, respektive) a rabdomyosarkém (TE671) by niziie
koncentricie samostatne aplikovaného ET-743 mohli az dvojnasobne zvysit Gi¢inok DDP. Koncentracie zod-
povedajice 1C30/IC50 pre ET-743 vedi k doplnkovému alebo synergickému tginku. Tieto vysledky vyustili
v in vivo 3tidii s pouzitim xenograftovych modelov s cielom skumat’ G¢inné kombinacie lie¢iv s ET-743.

Pri s. c. transplantovanej TE671, ktora je ¢iastoéne citliva k samotnému ET-743 a DDP, kombinacie tych-
to dvoch lie€iv vytvorila omnoho vicsi protinddorovy i€inok nez bol dosiahnuty pri samotnom pouziti kaz-
dého z tychto lie¢iv v ich MTD hodnotach. Pri ovarialnom tumore, ktory je za normalnych podmienok rezis-
tentny k ET-743 aj DDP pri izolovanom pouziti, vytvorila ich kombinacia rastovi inhibiciu tumoru viésiu
nez 50 %. Pri ortotopicky transplantovanom ludskom ovaridlnom karcinéme HOC8 vytvarajicom nadorovy
rozsev v peritonealnej dutine s ascitom a rezistentnom k ET-743 a len &iasto¢ne citlivom k DDP, kombinacia
tychto dvoch lie€iv viedla k vyraznému zvySeniu preZitia, a to dokonca pri ET-743 davkach 0,05 mg/kg (1/4
MTD) a zérovefi nesposobila Ziadnu vyznamni toxicitu. Pri ET-743 davkach 0,15 mg/kg vyrazne vzrastlo
preZitie, ale doslo aj k narastu toxicity prejavujicej sa poklesom hmotnosti, ktora bola vyznamne vy3sia nez
toxicita spésobena samostatnym podanim lie¢iv.

Tieto vysledky predkladajuo zdvazny doévod na naplanovanie klinickych sku$ok na pouzitie kombinacie
ET-743 a DDP pri sarkémoch a karcinémoch ovaria. /n vitro a in vivo $tudie prebiehaju s cielom objasnit’
mechanizmy synergického u¢inku medzi ET-743 a DDP pri tychto typoch nadorov.

Priklad 9: Vysoké davky dexametazénu (dex) chrania pred hepatotoxickym uéinkom Ecteinascidinu 743
(ET-743) u krys

ET-743, latka ziskana z morského tunikatu, je v sii¢asnosti v Stadiu I1. fazy klinickych skusok. Vykazuje
klinicka aktivitu proti sarkémom a predbezné vysledky predpokladaji G¢innost' proti karcindmu prsnika a
ovaria. U vicSiny lieCenych pacientov viak dochadza k prejavom hepatotoxicity charakterizovanej zvy3enim
transaminaz, u men3ieho po¢tu pripadov dojde k cholestaze. U krysy, ktora je zo zvierat najviac citliva, je to-
xicita charakterizovana pecefiovou nekrézou a zapalom Zzl¢ovodu. Na zaklade protizapalového uginku dex,
sme skusili jeho vplyv na peceilové poskodenie u krys vyvolané ET-743. Samiciam krys kmefia Wistar bola
i. v. aplikovana jedna davka ET-743 (40 pg/kg). Niektoré krysy pred aplikdciou ET-743 jednu p. o. davku
dex, 1, 5, 10 alebo 20 mg/kg za 24 hodin. PeCefiové poskodenie a plazmatické hladiny alkalickej fosfatazy
(ALP), aspartataminotransferazy (AST) a celkového bilirubinu (TB) boli uréené do troch dni od aplikacie
ET-743. Bezné histologické rezy peceiiového tkaniva boli hodnotené na svetelnom mikroskope.

Dva dni po lie¢be ET-743 prejavovalo peceiiové tkanivo krys, ktoré dostali samotny ET-743, znamKky za-
palu ZI¢ovodov, vyrazne degenerativne zmeny epitelu ZI¢ovodov a boli zjavné okrsky nekrézy peéefiového
tkaniva. Plazmatické hladiny ALP a AST boli po dvoch dfioch vyznamne zvysené. Cholestazu odrazalo dra-
matické zvy3enie plazmatickej hladiny TB, ku ktorému doslo 2 dni po aplikacii ET-743. K histopatologic-
kym zmenam a zvy3Seniu plazmatického ALP, AST a TB vobec nedoslo u krys, ktoré boli predliecené davkou
10 alebo 20 mg/kg dex.
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Zatial' &0 dex v davke 1 mg/kg bol protektivny len malo, davka 5 mg/kg mala uZ miernu protektivitu.
Plazmatické hladiny ET-743 u krys, ktoré dostali kazdy defi dex (50 mg/kg) pocas troch dni pred aplikaciou
ET-743, neboli zniZené v porovnani s krysami lieSenymi len samotnym ET-743. NavySe, (€¢innost’ ET-743
proti melanému implantovanému mys3i nebola dexametazénom narusena. Tieto vysledky ukazuji, Ze zarade-
nie vysokych davok dexametazénu do ET-743 lieCebného protokolu méze znizit' jeho hepatotoxicitu u pa-
cientov lie¢enych na nador,

PATENTOVE NAROKY

1. Pouzitie synergickej kombinacie Ecteinascidinu 743 a pridavného lie¢iva vybraného zo skupiny zahr-
nujucej antracyklin, platinu, lie¢ivo zamerané na topoizomerazu, taxan, antimetabolit alebo antimitotické lie-
¢ivo na vyrobu lieku na lie¢bu nadoru.

2. Pouzitie podla naroku 1, vyznadujice sa tym, Zekombinaina terapia vyuziva Ectei-
nascidin 743 a doxorubicin.

3. Pouzitie podla naroku 1, vyznacdujice sa tym, zekombinalna terapia vyuZiva Ectei-
nascidin 743 a cisplatinu.

4. Pouzitie podfanaroku I, vyznadujdce sa tym, Zekombinaina terapia vyuZiva Ectei-
nascidin 743 a paklitaxel.

5. Pouzitie podlanaroku I, vyznadujace sa tym, Zze kombinatna terapia vyuziva Ectei-
nascidin 743 a gemcitabin.

6. Pouzitie podlanaroku |, vyzna&ujlice sa tym, Zzekombinaina terapia vyuZiva Ectei-
nascidin 743 a 7-etyl-10-hydroxykaptotecin.

7. Pouzitie podfanaroku |, vyznaéujiuce sa tym, Zekombinadna terapia vyuZiva Ectei-
nascidin 743 a trimetrexat.

8. Pouzitie podla naroku |, vyznaédujilice sa tym, Zekombinand terapia vyuziva Ectei-
nascidin 743 a vinblastin.

9. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z narokov 2,3,4 alebo 7 na lieCbu sarkému.

10. Pouzitie podfa naroku 3 alebo 6 na lie¢bu rakoviny hrubého Creva.

11. Pouzitie podl'a naroku 3 na liebu intestindlneho nadoru.

12. Pouzitie podla naroku 3 alebo 6 na lie¢bu plicnej rakoviny.

13. Pouzitie podl'a ndroku 5 na lie€bu rakoviny prsnika.

14. Pouzitie podla naroku 8 na lie¢bu rakoviny obliciek.

15. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z predchadzajicich narokov, vyznadujtice sa tym, Ze
Ecteinascidin 743 a pridavné lietivo su poskytnuté ako jeden liek.

16. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 14, vyznadfujice sa tym, Ze Ecteinasci-
din 743 a pridavné lie¢ivo st poskytnuté ako separatne lieky.

17. Pouzitie podl'a naroku 16, vyzna&ujiice sa tym, Ze separatny liek obsahujici Ectei-
nascidin 743 je podavany v tom istom ¢ase ako liek obsahujici pridavné lieCivo.

18. Pouzitie podfa naroku 16, vyznaéujiuce sa tym, Ze separatny liek obsahujici Ectei-
nascidin 743 je podavany v rozdielnom &ase ako liek obsahujici pridavné lie¢ivo.

19. Pouzitie podla ktoréhokol'vek z predchadzajucich narokov, vyznaéujice sa tym, Ze
pridavné lie¢ivo alebo kombindcia je dopravena v lipozémoch alebo pomocou nanosferickej enkapsuldcie.

20. Pouzitie podl'a ktoréhokolvek z predchadzajucich narokov, vyznaé¢ujlice sa tym, Ze
kombinac¢na terapia d’alej vyuziva dexametazon.

21. Synergicka kombinacia Ecteinascidinu 743 a pridavného lieiva vybraného zo skupiny zahrnujicej
antracyklin, platinu, lie¢ivo zamerané na topoizomerazu, taxan, antimetabolit alebo antimitotické lieCivo na
pouzitie na lie¢bu nadoru, ako je opisany v akomkol'vek z predchadzajicich narokov.

Koniec dokumentu
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