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Oblast techniky

Pfedkladany vynalez se tyka zplsobu inhibice ristu
refrakternich nadori, které jsou stimulovany ligandem
epidermilniho rlstového faktoru u lidskych pacientd, kteryito
zplisob zahrnuje 1é&bu lidskych pacientt U€innym mnoZstvim

antagonisty receptoru pro epidermalni ristovy faktor.

Dosavadni stav techniky

Nédorové:onemocnéni Jsou ve Spojenych statech druhou sedouci
pEifinou Wdmrti po srde&nich pfihoddch. Ve vyvoji honch
terapeutickych postupl pro lécbu té&chto devastujicich
onemocnéni do3lo k vyznamnému pokroku. Velkd ¢&ast tohoto
pokroku je zplsobena lep3im porozuménim bun&dné proliferace

normialnich i nddorovych buné&k.

Normalni bufiky proliferuji vysoce kontrolovanou aktivaci
receptordl pro rlstové faktory svymi pfisludnymi ligandy.
Pfiklady téchto receptort jsou tyrosin kindzy receptoru pro

rustové faktory.

Nadorové bunky také proliferuji prostfednictvim aktivace

receptorll pro ristové faktory. Ztrata kontroly miZe byt

€

zplsobena ¢ Eetnymi faktory, jako jsou overexprese rlstovych
faktort a/nebo- receptor, a autonomni aktivace biochemickych

drah re§ulovan?ch rﬁstOVYmi faktory.

Nekterymi pPiklady receptort hrajicimi roli v tumorigenezi

jsou receptory pro epidermilni ristovy faktor (EGRF), ristovy
faktor odvozeny od desti&ek (PDGRF), inzulinu podobny ristovy

faktor (IGRF), nervovy ristovy faktor (NGRF) a fibroblastovy
ristovy faktor (FGF).
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Jednotlivé receptory z rodiny receptord pro epidermilni
ristovy faktor (EGF) Jsou obzvlasts dileZité tyrosin kindzy
receptort pro ristové faktory sdruzené S tumorigenezi
epidermdlnich bun&k. Prvni ¢len rodiny EGF receptortl, ktery
byl objeven, byl glykoprotein majici zjevnou molekulirni vahu
pfibliiné 165 kD. Tento glykoprotein, ktery byl popséan
Mendelsohnem et al. v batentu US Patent &. 4943533 je znam
jako EGF receptor (EGFR) a také jako 1lidsky. EGF receptor-1
(HER1) .

EGFR je overexprimovan vV mnoha typech epidermoidnich
nadorovych bunék. EGF g transformujici ristovy faktor alfa
(TGF-alfa) jsou dva znamé ligandy EGFR. Pfiklady nadord, které
exprimuji EGF receptory, zahrnuji glioblastomy, stejné& tak
jako nadory plic, prsu, hlavy a krku. Amplifikace a/nebo
overexprese EGF receptorli na membranach nadorovych bun&k Jje

sdruZena se Spatnou prognédzou.

LécCba nadorovych onemocnéni tradi&néd zahrnuje chemoterapii
nebo radia&ni 1lé&&bu. Nékteré - priklady chemoterapeutick?ch
latek zahrnuji doxorubicin, cisplatinu a taxol. Radiad&ni 1é&ba
miZe byt budto zevnimi paprsky nebo ze zdroje umist&ného

vV pacientovi, tj. tzv. brachyterapie.

Dalsi typ 1lé&by zahrnuje antagonisty rdstovych faktort nebo
receptorll pro rlstové faktory hrajici roli v proliferaci
bunék. Tyto antagonisté neutralizuji aktivituy rastového
faktoru nebo receptoru a inhibuji rust nadorl, které exprimuji

receptor.

Patent US patent &, 4943533 napriklad popisuje my$i
monoklonalni protildtku nazvanou 225, kterd se véie k EGF

receptoru. Patent je pfipsdn Kalifornské universit& a licenci
SN




mad - exkluzivné spoleCnost ImClone Ssystems Incorporated.
Protildtka 225 je schopna inhibice rasty kultivovanych
nadorovych linifi exprimujicich EGRF, stejné tak jako rust
téchto nadort za podminek in vivo, rostou-1li jako xXenografty
na nahych my3ich. Viz Masui et al. Cancer Res 44, 5592-5598
(1986) .

Nevyhodou pouZiti mySich monoklondlnich protilatek v 1&&b&
élovéka je moZnost odpovédi &lovéka proti my3im protilikam
(HAMA) v disledky pfitomnosti mySich Ig sekvenci. Tato
nevyhoda mife byt minimalizovdna nahrazenim celé konstantni
oblasti my%i (nebo jiné nesavdi) protilatky lidskou konstantni
oblasti. Nshrada konstantnich oblasti lidskymi sekvencemi je

obvykle nazyvana chimerizaci.

Chimerizadni postup miZe byt U¢inn&jsi nahrazeninm struktury
variabilnich oblasti mySi oblasti odpovidajicimi lidskymi
sekvencemi . Strukturou variabilnich  oblasti se rozumi
variabilni oblasti protilatky  jiné nez hypervariabilni
oblasti. Hypervariabilni oblasti jsou také znamy  jako

komplementaritu urcujici oblasti ( CDRs) .

Nahrazeni konstantnich oblasti a struktur variabilnich oblasti
lidskymi sekvencemi je obvykle nazyvana humanizaci.
Humanizovana protilatka je méné imunogenni (tj. vyvoldva nizsi
HAMA  odpové&d), protoZze Je - vice mySich sekvenci nahrazeno
lidskymi sekvencemi. NaneSté&sti nahrazenim vice oblasti mySich
protilatek lidskymi sekvencemi dochizi k naristu ceny i

vynaloZeného usili.

Neni predpokléaddno, e nahrazeni ne-lidskych konstantnich
oblasti lidskymi konstantnimi oblastmi ovliviuje aktivitu
protilatek. Nap#iklad Prewett et al. zaznamenali inhibici

naddorové progrese dobte uchycenych Xenograft? nadoru prostaty
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u myS$i p¥i pouZiti chimerické formy monoklondlni protilatky
anti-EGFR-225, ktera je diskutovéana vySe. Chimericki forma je

nazyvana c¢225. Journal of Immunotherapy 19, 419-427 )1997) .

Dalsim pfistupem ke sniZeni imunogenity protilatek je pouzZiti
fragmentd protilatek. Napfiklad ve &lanku Aboud-Piraka et al.,
Journal of the National Cancer Institute 80, 1605-1611 (1988)
je srovnavan protinddorovy G&inek protildtky  proti EGF
receptoru nazvané 108,4 s fragmenty protilatky. Modelem nadoru
byly KB buiky ve form& xenograftld nahych my3i. KB buniky Jsou
odvozeny =z lidskych oralnich epidermoidnich karcinomi a

exprimuji vy33i mnoZstvi EGF receptordt.

Aboud-Pirak et al. nalezli, Ze protilatka i bivalentni F(ab~),
fragment zpomalili nadorovy rlst za podminek in vivo, adkoli
F(ab”), fragment byl mén& G¢inny. Monovalentni Fab fragment
protilatky, jejiz schopnost vazat receptor sdruZeny s buiikou

byla konzervovéna, vsak naddorovy rist nezpomalil.

Byly uc¢iné&ny také pokusy zlepSit 1é&bu nadorn kombinaci
nékterych z technik zminénych vyse. Baselga et al. napriklad
popsali v Journal of the National Cancer Institute 85, 1327-
1333 (1993) protinadorové G&inky chemoterapeutické latky

doxorubicinu pomoci anti-EGFR monoklondlni protilatky.

Jini autofi se pokusili zvy$it citlivost nadorovych bun&k
k zafeni prost¥ednictvim kombinace zafeni s adjuvantni latkou.
Napriklad v patentu Bonnen, US Patent 4846782 je popsana
zvySend citlivost lidskych n&dora k zareni, byla-1i radiaé&ni
lé¢ba zkombinovdna s 1é&bou interferonem. Snelling et al
zaznamenali ve II. f&zi klinické studie men&i zlepfeni
v radiac¢ni  1é&b& pacientd s astrocytomy s anaplastickymi

loZisky, byla-1i radiadni 1éé&ba zkombinovdna s anti-EGFR
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monoklondlni protilatkou =zna&enou izotopem Jédu 125. viz

Hybridoma 14, 111-114 (1995) .

Podobné Balaban et al zaznamenal schopnost  anti-EGFR
monoklondlnich protilitek senzitizovat Xenografty 1lidského
skvamézniho karcinomu u mySi vasi radiaci, predchézelo-1i
radiacni 1é&b& podani anti-EGFR protildtky nazvané LA22. Viz
Biochimica et Biophysica Acta 1314, 147-156 (1996). Salch et
al. také zaznamenali lep8i kontrolu niadoru =za podminek in
vitro a u mysg, byla-1i radia&ni 1é&ba zvySena anti-EGFR
monoklondlnimi protildtkami. Saleh et al uzavtel, Ze “Dalsi
studie ... mohou vést k nové modalitni RT/Mab terapii”. vVig
abstrakt 4197 v Proceedings of the American Association for

Cancer Research 37, 612, (1996).

Navzdory vyse pPopsanym léc¢ebnym protinaddorovym postuplim nebyl
Zadny namifen specificky na 1é&bu nadors refrakternich ke
konvenéni 1é&b& a radiaci. Refrakterni nadory vedou k‘rychlé
progresi onemocnéni, obvykle se Spatnou progndzou.
V souasnosti mtZe byt jen milo ud&lano pro pacienty s nadory

refrakternimi ke konven&ni nadorové 1écha.

V zavislosti na uvedeném existuje potfeba zlepSeného zplsobu

refrakternich nadora u ¢lovéka.

Popis vynilezu

Tento a dals3i cile, které budou z¥ejmé osobam b&rné& zkuSenym
v oboru, byly dosaZeny poskytnutim zplsobu inhibice rustu
refrakternich nadort, které jsou stimulovény_ ligandem
receptoru pro epidermilni ristovy faktor (EGFR) u lidskych
pacientd. Zplsob zahfnuje léCbu lidskych pacientl WG&innym

mnozstvim antagonisty EGFR/HER].




V dalsi formé& vynalezu zahrnuje zplsob pfredkladaného vyndlezu
1léchu lidskych pacientt kombinaci u¢inného mnozstvi

antagonisty EGFR/HER] a 1écby chemoterapeutiky.

V jesté dal3i forme vynalezu zahrnuje zplisob predkladaného
vynadlezu 1lé&bu lidskych pacientd kombinaci G&inného mnozstvi

antagonisty EGFR/HER1 a radia&ni 1écby.

Detailni popis vynalezu

Pfedklédany vynalez poskytuje zlepSeny zplsob 1écby
refrakternich nadordi, obzvlasts refrakternich malignich nadora

u lidskych pacient®, kte?i maji refrakterni nédor.

Refrakterni niadory

Refrakterni nadory zahrnuji nadory, které neodpovidaji nebo
jsou rezistentni na @ 1é&bu samotnymi chemoterapeutickymi
latkami, samotnou radia&ni léébu nebo jejich kombinaci. Pro
Ucely této specifikace zahrnuji refrakterni nédory také
nadory, které se zdaji byt inhibovany chemoterapeutickymi
latkami a/nebo radiadni léCbou, ale které relabuji do 5 let,

nékdy do 10 let nebo déle po ukonCeni 1é&by.

Typy refrakternich nadorli, které mohou byt lé&eny ve shodé&
S vynalezem, 3jsou jakékoli refrakterni nadory, které jsou
stimulovdny ligandem EGFR. Nékteré priklady ligandti, které
stimuluji EGFR zahrnuji EGF a TGF-alfa.

Rodina receptort EGFR zahrnuje EGFR, ktery je v literature
také oznaCovan Jjako HERL. V této specifikaci se EGFR tyka
specifického &lenu rodiny EGFR receptort nazyvanych EGFR/HERI.

Refrakterni nadory 1é&itelné pfedkléddanym vynilezem jsou
endogenni nadory nativni pro lidské pacienty. Tyto nadory je

mnohem obtiZn&jsi 1é&it ney exogenni xenografty lidskych
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nadort, které byly lé¢eny na zvitatech. Vig napriklad Prewet

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

Nékteré priklady refrakternich nadory zahrnuji karcinomy,
gliomy, sarkomy, adenokarcinomy, adenosarkomy a adenomy. Tyto
nadory se vyskytuji skutedn& ve viech Castech lidského t&la a
ve v8ech orgénech. Nadory mohou byt napriklad pfitomny v prsu,
srdci, plicich, tenkém strevs, tlustém strevs, slezing,
ledvindch, mo&ovém méchy#i, hlavé a krku, vajecénikuy, prostaté,
mozku, slinivce b¥isni, k621, kostech, kostni dfeni, krvi,

thymu, d&loze, varlatech, hrdlu d&loZnim a v jatrech.

Nadory mohou exprimovat EGFR v normédlnim mnoZstvi, nebo mohou
EGFR overexprimovat v mnoZstvi, které nap¥iklad pfevysuje
nbrmélni hodnoty 10, 100 nebo 1000 krat. N&které nadory, které
overexprimuji EGFR zahrnuji nadory prsu, plic, tlustého
stfeva, ledvin, mo&ového méchy¥e, hlavy a krkuy, obzvlasté se
jednd o skvamézni karcinom hlavy a krku, dale nadory

vajecniku, prostaty a mozku.

Antagonisté EGFR/HER1

Refrakterni nadory, které Jjsou pfedmétem predkladaného
vynadlezu, mohou byt 1léCeny antagonistou EGFR/HERL. Pro tugely
této specifikace je EGFR/HER1 jakakoli latka, ktera inhibuje
stimulaci EGFR/HER1 ligandem EGFR/HER].

Rist refrakternich nadord je dostatedné inhibovan u pacienta,
aby se zabranila nebo sniZila brogrese nadoru (tj. rlst,
invazivita, metastizy a/nebo rekurence). EGFR antagonisté,
které Jsou predm&tem pfedkladaného vyndlezu, mohou byt
‘cytostatika, neboli  l&tky inhibujici rast refrakternich
nadortd. Antagonista EGFR je pfednostns cytolytikum, mneboli

latka nic¢ici néador.




Neni znam Z4dny konkrétni mechanismus inhibice v pfedklédaném
vynadlezu. Nicmén& EGFR tyrosin kindzy jsou obecns aktivovany
prostfednictvim fosforylace. Proto fosforyla&ni testy Jjsou
uzite¢né pro predikci uZiteCnosti antagonistll v predkladaném
vynadlezu. N&které u¥itedné testy pro EGFR tyrosin kindzovou
aktivitu ijsou popsany v praci Panek et al., Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics 283, 1433-1444
(1997) a v préci Batley et al., Life Sciences 62, 143-150
(1998). Popis té&chto testy Je timto =zadlend&n zde jako

reference.

EDFR/HER1 antagonisté zahrnuji biologické molekuly nebo malé
molekuly. Biologické molekuly zahrnuji vSechny 1lipidy a
polymery monosacharidq, aminokyselin a nukleotidu majicich

molekulovou vAahu vy$3i nes 450. Biologické molekuly tedy

zahrnuji napriklad oligosacharidy a polysacharidy,
oligopeptidy, polypeptidy, peptidy a proteiny, a
oligonukleotidy a polynukleotidy. Oligonukleotidy a

polynukleotidy zahrnuji napfiklad DNA a RNA.

Biologické molekuly dale zahrnuji derivaty jakychkoli molekul
popsanych  vySe. Derivaty biologickych molekul zahrnuji
napfiklad 1lipidové a glykosyslad&ni derivaty oligopeptida,
polypeptidd, peptidd a proteintl. Derivaty biologickych molekul
dale zahrnuji lipidové derivaty ‘oligosacharidn a
polysacharidd, nap#iklad lipopolysacharid& Nejtypidté&ji dsou
biologické molekuly protildtky, nebo  funké&ni ekvivalenty

protilatek.

Funkéni ekvivalenty protilatek maji vazebné charakteristiky
srovnatelné s protildtkami a inhibuji rtst buné&k, které
exprimuji EGFR. Tyto funké&ni ekvivalenty zahrnuji napriklad
chimerizované, humanizované a Jjednofet&zcové protilatky,

stejné tak jako jejich fragmenty.




Funké&ni ekvivalenty protilatek také zahrnuji polypeptidy
s aminokyselinonmi sekvencemi vyznamné stejnymi jako je
aminokyselinovd sekvence variabilnich nebo hypervariabilnich
oblasti protilitek, které jsou pfedmétem vynalezu.
Aminokyselinova sekvence, kteri je vyznamné stejnd jako dalsi

sekvence, ale kteri se 1i81i od jiné sekvence jednou nebo vice

substitucemi, adicemi a/nebo delecemi, de povazovdna za
ekvivalentni sekvenci. Pfednostné& je méné nez 50%,

pfednostné&ji mén& ney 25% a jesté pfednostn&ji mén& nes 10%
Z poldtu aminokyselinovych rezidui v sekvenci substituovano za,

pfidéno k, nebo deletovano z proteinu.

Funkéni ekvivalent protilatky je pfednostnéa chimerizovanid nebo
humanizovand protilstka. Chimerizovana protilatka obsahuje
variabilni oblast nehuménni protilatky a konstantni oblast
lidské protilatky. . Humanizovana protilatka obsahuje
hypervariabilni oblast (CDRs) ne-huminni protilatky.
Variabilni oblast jind nez hypervariabilni oblast, nap¥iklad
strukturilni variabilni oblast, a konstantni oblast

humanizované protilatky jsou stejné jako u lidské protilatky.

Pro dcely této Pfihladsky mohou byt vhodné variabilni a
hypervariabilni oblasti nehuméhnich protilatek odvozeny
z protiléatek produkovanych jakymkoli savcem  jinym nez
¢lovékem, v kterém jsou produkovany monoklonilni protilatky.
Vhodné p¥riklady savcs jinych neZ je &lovek zahrnuji nap#iklad
kraliky, potkany, ﬁwéi, kon&, kozy nebo primity. Preferovany

jsou mysi.

Funkéni ekvivalenty dale zahrnuji fragmenty protilatek, které
maji vazebné charakteristiky, které jsou stejné jako, nebo
srovnatelné s témito charakteristikami celé protildtky. Vhodné

fragmenty protilatky zahrnuji jakykoli fragment, ktery
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obsahuje dostate&nou &ast hypervariabilni (tj. komplementaritu
‘

urcujici) oblast ke specifické vazb& a s dostatednou afinitou
k EGFR tyrosin kindze k inhibici rtstu bunék, které exprimuji

tyto receptory.

Tyto fragmenty mohou napfiklad obsahovat jeden nebo oba Fab
fragmenty nebo F(ab™), fragment. Fragmenty protilatky
pfednostné obsahuji v3ech 6 komplementarituy urc¢ujicich oblasti
celé protilatky, adkoli funkéni fragmenty obsahujici méné& nes
vSechny tyto oblasti, jako napfiklad tri, Ctyfi, nebo pét

CDRs, jsou také zahrnuty.

Pfednostni fragmenty jsou jednotet&zcové protildtky nebo Fv
fragmenty. Jednofet&zcové protilatky Jsou polypeptidy, které
obsahuji alespofi variabilni oblast té&Zkého rFetldzce protilatky
navazanou k variabilni oblasti 1lehkého #Fet&zce S nebo bez
spojujici sloZky. Fv fragment tedy zahrnuje celé protilatkové
kombinad&ni misto. Tyto Fetézce mohou byt produkovany

v baktériich nebo v eukaryotickych buiikich.

Protildtky a funkéni ekvivalenty mohou byt ¢&leny jakékoli
tfidy imunoglobuling, jako jsou nap¥iklad IgG, IgM, IgA, IgD a
IgE, a Jjejich podtfidy. Prednostni protilatky jsou ¢leny
podtfidy IgGl. Funk&ni ekvivalenty mohou byt také ekvivalenty

nebo kombinacemi jakékoli z vySe uvedenych t¥id a podt¥id.

Protilatky mohou byt také vytvoreny =z Z&douciho receptoru
zpusoby, které jsou dobre znamy v oboru. Receptory jsou budto
komeréné dostupné, nebo mohou byt izolovany dobte Zznamymi
zplsoby. Zpisoby izolace a purifikace EGFR jsou popsany
napriklad v patentu Spada, US Patent 5646153, zacdatek na
sloupci 41, ¥adek 55. Zplsob izolace a purifikace EGFR popsany

VvV tomto patentu je timto zde zaCclenén jako reference.




.y *v

»
L L XX
.
el T ]
[ X2 X )
“onew
towsey
»
2882
onee

11

Zpisoby tvorby monoklonilnich protilatek zahrnuji imunologicky
zplsob popsany Kohlerem a Milsteinem v Casopise Nature 256,
495-497 (1975) a Campbellem v knize "Monoclonal Antibody
Technology, The Production and Characterization of Rodent and
Human Hybridomas”, v Burdon et al., Eds, Laboratory Techniques
iﬁ Biochemistry and Molecular Biology, Volume 13, Elsevier
Science Publishers, Amsterodam (1985). Zpisob rekombinantni
DNA popsany autorem Huse et al. v Casopise Science 246, 1275-

1281 (1989) je také vhodng.

Stru¢né ¥feleno, aby byly produkovany monoklonalni protilatky,
je hostitelsky savec inokulovdn receptorem nebo fragmentem
receptoru, jak je popséano vySe a poté volitelns& znovu
inokulovan. Aby byla inokulace uzZitednsi, musi fragment
receptoru obsahovat dostatedny pocCet aminokyselinovych
rezidui, aby byl definovan epitop molekuly, kteri ms byt
detekovéana. Pokud je fragment pPrilis  kratky, aby byl
imunogenni, miZe byt konjugovan k nosidové molekule. N&které
vhodné nosidové molekuly zahrnuji hemocyanin a bovinni sérovy
albumin. Konjugace miZe byt provedena zpusoby znadmymi v oboru.

Jednim takovym zpisobem je kombinace cysteinového rezidua

fragmentu s Cysteinovym reziduem na nosi&ové molekule.

od inokulovanych zvifat jsou odebrany sleziny n&kolik dnu po
findlni inokulaci. Bun&&né suspenze ze slezin jsou zflzovany
s nédorovou butikou. Vysledné hybridomové buriky, které
exprimuji protilatky, jsou izolovény, nechdny rist a udrzZovéany

v kultufe.

Vhodné monoklon&lni protilatky, stejné tak jako tyrosin kinazy
receptoru pro rlstovy faktor pro tvorbu téchto monoklonilnich
protilatek jsou také dostupné z komer&nich zdrojl, nap¥iklad
od spolec¢nosti Upstate Biotechnology, Santa Cruz Biotechnology

of Santa Cruz, Kalifornie, Transduction Laboratories - of

* "9 osse
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Lexington, Kentucky, RD Systems Inc of Minneapolis, Minnesota,

a Dako Corporation of Carpinteria, Kalifornie.

ZpGsoby tvorby chimerickych a humanizovanych protilatek jsou
také znamy v oboru. Napriklad zplisoby tvorby chimerickych
protilatek zahrnuji zplisoby popsané v patentech US patents,
autor Boss (Celltech) a autor Cabilly (Genetech). Viz patenty
US Patent ¢&. 4816397 a 4816567. Zpusoby tvorby humanizovanych
protilatek jsou popsany napfiklad v patentu Winter, US Patent
¢. 5225539,

Pfednostni zplsob humanizace protilatek je nazyvadn CDR-
grafting. U tohoto zptsobu Jjsou oblasti mysi protilatky, které
pfimo hraji roli ve vazb& antigenu, ve vazb& k oblasti
urcujici komplementaritu, neboli CDRs, naroubovany na lidské
variabilni oblasti za vzniku " pfetvarovanych lidskych”
variabilnich oblasti. Tyto plné€ humanizované variabilni
oblasti jsou poté pfipojeny k lidskym konstantnim oblastem =za

vzniku kompletnich “plné& humanizovanych” protiléatek.

Aby byly vytvo¥eny plné humanizované protilatky, které se
dobfe va&Zi k antigenu, je s vyhodou mnavrhnout p¥etvarované
lidské variabilni oblasti peCliveé., Lidské variabilni oblasti,
do kterych budou CDRs naroubovany, by mély byt peclivé vybrany
a je nezbytné u€init nékolik aminokyselinovych zmen
v kritickych pozicich strukturilnich oblasti (FR) lidskych

variabilnich oblasti.

P¥etvarované lidské variabilni oblasti mohou napfiklad
obsahovat do deseti aminokyselinovych zm&n ve FR zvolené
variabilni oblasti 1lidského lehkého ‘tfet&zce, a az dvanact
aminokyselinovych zm&n ve FR zvolené wvariabilni oblasti
lidského té&Zkého retd&zce. DNA sekvence kédujici geny pro tyto

variabilni oblasti pretvarovanych lidskych t&Zkych a lehkych
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oblasti, pfednostné Y1l a respektive K Pfetvarovana
humanizovani protilatka je poté exprimovanid v savdich bunikach
a jeji afinita pro cil je porovnana s afinitou odpovidajici

mySi protiléatky a chimérické protilatky.

Zpusoby pro vyb&r rezidui humanizované protilatky, které maji
byt substituovany, a pro tvorbu substituci jsou dobte Znamy
Vv oboru. Viz nap#iklad Co et al., Nature 324, 501-502 (1992),
Queen et al., Proc Natl Acad Sci 86, 10029-1003 (1989) a
Rodrigues et al., Int J Cancer, Supplement 7, 45-50 (1992).

Zpisob humanizace a pfetvarovadni 225 anti- -EGR monoklonilni
protilatky je popsan Goldstelnem et al. v PCT p¥ihlasce WO
96/40210. Tento zplisob miZe byt pfizpisoben Pro humanizaci a
pfetvarovani protilidtek proti jinym tyrosin kindzam receptoru

pro ristovy faktor.

Zpusoby pfipravy jednoretezcovych protildtek Jjsou také zZnamy
Vv oboru. N&které vhodné pfiklady Fsou popsény Wellsem et al
Vv Evropské patentové pfihladSce 502812 a v Casopise Int J
Cancer 60, 137-144 (1995) .

Dalsi zplsoby pfipravy funk&nich ekvivalenta popsanych vyse
jsou uvedeny v pCT prihla3ce WO 93/21319, 'V Evropské patentové
pEihlaSce 239400, pCT pfihldsce WO 89/09622, v Evropské
patentové pFihlédZce 338745, v patentu Ug Patent 5658570,

Vv Patentu US Patent 5693780 a Vv Evropské patentové prihlasce
EP 332424.

Pfednostni EGFR protildtky ijsou chlmerlzovane humanizované a
jednofetezcové protildtky odvozené =z mysi protilatky nazvané
225, kterd je popsdna v patentu US Patent &. 4943533. Patent
je pripsan Kaliforﬁské université a licensovdn exkluzivné

spole¢nosti ImClone Systems Incorporated.
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Protildtka 225 je schopna inhibovat rgst kultivovanych
EGFR/HERl-exprimujicich bunék za podminek in vitro, stejné& tak
jako za podminek in vivo, rostou-1i jako xXenografty na nahych
myS8ich. Viz Masui et al., Cancer Res. 44, 5592-5598 (1986) .
Nedavno bylo popsano, Ze léCebny rezim kombinujici 225 plus
doxorubicin nebo cisplatinu vykazoval lécebnou synergii proti
dobfe rostoucim lidskym Xenograftovym modeltm u mySi. Basalga

et al., J Natl Cancer Inst 85, 1327-1333 (1993) .

V jedné formg pfedklédaného vynédlezu byli 1idsti pacienti
s refrakternim skvaméznim karcinomem hlavy a krku 1lé&eni
kombinaci  EGFR/HER1 antagonistou (chimerickd anti EGFR
monoklondlni protildtka, C225) a cisplatinou. Tito pacienti
byli predtim bez reakce na samotnou radiadni 1é&buy, samotnou
chemoterapii, nebo na jejich kombinaci. EGFR/HER1 antagonista

inhiboval rust refrakternich nadord.

Chimerizované, humanizované a  Jjednofetézcové protilatky
odvozené od mysi protilatky 225 mohou byt  pfipraveny
Z protildtky 225, ktera je dostupnid z ATCC. Alternativn& mohou
byt rtzné fragmenty potfebné k pEtiprave chimerizovanych,
humanizovanych a jednofet&zcovych 225 protildtek syntetizovany
ze sekvence poskytnuté Wellsem et al. v Int J Cancer 60, 137-
144 (1995) . Chimerizovand 225 protilatka (c225) miZe byt
pfipravena ve shodé& se zplUsoby pPopsanymi vySe. Humanizovana
225 protilatka mase byt pfipravena ve shoda se zplsobem
popsanym v pfikladu IV PCT pfihlasky wo 96/40210, ktera e
timto zaclené&na jako reference. Jednotet&zcové 225 protildtky
(Fv225) mohou byt pfipraveny ve shodé se zplsoby popsanymi
Wellsem et al. v Casopise Int J Cancer 60, 137-144 (1995) a
v Evropské patentové p¥ihlasce 502812.
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Sekvence hypervariabilnich oblasti (CDR) lehkého a téZkého
fetézce dsou reprodukovany nize. Aminokyselinovad sekvence je

indikovana pod nukleotidovou sekvenci.

Hypervariabilni oblasti t&3kého fetézce ( VH):
CDR1

AACTATGGTGTACAC (sekvence &. 1)

N Y G V H (sekvence &, 2)

CDR2
GTGATATGGAGTGGTGGAAACACAGACTATAATACACCTTTCACATCC (sekvence &,
3)

VI W SG G N T D Y N T P F T S (sekvence &. 4)

CDR3
GCCCTCACCTACTATGATTACGAGTTTGCTTAC (sekvence &. 5
AL T Y Y DY EF A Y (sekvence &. 6)

Hypervariabilni oblasti lehkého fetézce (VL)

CDR1

AGGGCCAGTCAGAGTATTGGCACAAACATACAC (sekvence &. 7)
R A SQ SI G T N I H (sekvence & 8§

CDR2
GCTTCTGAGTCTTATCTCT (sekvence &. 9)

A S8 E S I S = (sekvence & 10)
CDR3

CAACAAAATAATAACTGGCCAACCACG (sekvence &. 11)
Q Q N N N W P T T (sekvence ¢. 12)

Navic k molekul&m biologickych molekul diskutovanym vySe mohou
byt antagonisty uziteénymi v predkladaném vynadlezu také malé

molekuly. Jakidkoli molekula, ktera neni biologickou molekulou
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Jje povaZovadna v této specifikaci za malou molekulu. N&které
pfiklady malych molekul zahrnuji organické .- sloueniny,
organometalické slouceniny, soli organickych a
organometalickych sloudenin, sacharidy, aminokyseliny a
nukleotidy. Malé molekuly dile zahrnuji molekuly, které by
jinak byly povaZovany za biologické molekuly, pokud jejich
molekulovd vdha neni v&t3i ne: 450. Malé molekuly mohou byt
tedy lipidy, oligosacharidy, oligopeptidy a oligonukleotidy a

jejich derivaty majici molekulovou vahu 450 nebo méné&.

Je zdirazifovano, Ze malé molekuly mohou mit jakoukoli
molekulovou vdhu. Jsou pouze nazyvany malymi molekulami,
protoZe maji typicky molekulovou vahu men3i neZ 450. Malé
molekuly zahrnuji molekuly, které jsou nachézeny v pfirodg,
stejné tak jako slouCeniny syntetické. Malé molekuly
ptednostné inhibuji rast refrakternich nadorovych bunék, které

exprimuji EGFR/HER1 tyrosin kindzu.

Byl popsdn velky po&et malych molekul, které inhibuji EGFR.
Napfiklad v patentu Spada et al., US Patent 5656655 jsou
popsédny styrylem substituované heterocarylové slouceniny, které
inhibuji EGFR. Heteroarylovd skupina je monocyklicky kruh
s jednim nebo dvémi heteroatomy, nebo bicyklicky kruh s 1 nebo
4 heteroatomy, sloudeniny jsou volitelns& substituovdny nebo
polysubstituovany. Sloudeniny uvedené v patentu US Patent

5656655 jsou timto zaClenény jako reference.

Spada et al. v patentu US Patent 5646153 uvadéji bis mono
a/nebo vbicyklické arylové, heteroarylové, karbocyklické a
heterokarbocyklické slouceniny, které inhibuji EGFR.
SlouCeniny uvedené v patentu US Patent 5646153 jsou timto

zaClenény jako reference.
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Bridges et al. v patentu US Patent 5679683 uvadeéji tricyklické
pyrimidinové slouceniny, které inhibuji EGFR. SlouCeniny jsou
fhzované heterocyklické pyrimidinové derivity popsané ve
sloupci 3, #?adka 35 a3 sloupec 5, #?adka &. Popis té&chto
slouCenin ve sloupci 3, té&dka 35 a3 sloupec 5, ¥?adka 6 je

za¢lenén timto jako reference.

Barker v patentu US Patent 5616582 uvddi chinazolinové
'derivéty, které maji inhibiéni aktivitu wva&i receptorové
tyrosin kinaze. SlouCeniny uvedené v patentu US Patent 5616582

jsou timto zaClenény jako reference.

Fry et al. v Gasopise Science 265, 1093-1095 (1994) wuvadéji
slouc¢eninu majici strukturu inhibujici EGFR. Strukturdlni
vzorec je uveden na Obrazku 1. Slouenina uvedeni na Obrazku 1

v ¢lanku Fry et al je timto zaClenéna jako reference.

Osherov et al. uvadéji tyrfostiny, které inhibuji EGFR/HER1 a
HERZ. Slouéeniny uvedené v &lanku Osherova et al. a obzvlasts
slou¢eniny v Tabulkach I, ITI, IIT a IV jsou timto uvedené jako

reference.

Levitzki et al. v patentu US Patent 5196446 uvadaji
heteroaryletendiylové nebo heteroaryletendiylarylové
slouc¢eniny, které inhibuji EGFR. SlouCeniny uvedené v patentu
US Patent 5196446 od sloupce 2, 7¥adka 42 do sloupce 3, #adka

40 jsou timto zaclenény jako reference.

Panek et al. v Casopise Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics 283, 1433-1444 (1997) uvadéiji
slouc¢eninu identifikovanou jako PD 166285, Kktera inhibuje
EGFR, PDGFR a FGFR  rodiny receptort. PD 166285 je
identifikovéna jako 6—(2,6-dochlorofenyl) -2~ (4-(2-
dietylaminoetoxy) fenylamino) -8- metyl -8H- pyrido (2,3-4d)
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pyrimidin -7- on majici strukturilni vzorec uvedeny na Obrizku
1 na strané& 1436. Sloudenina Popsand na Obrazku 1 na stran&

1436 ¢lanku Panek et al. je timto zad&lené&na jako reference.

Podani EGFR/HERL antagonistt

Predkladany vyndlez zahrnuje podani u¢inného mnozZstvi
EGFR/HER1 antagonisty lidskym pacientnt. Podani EGFR/HER1
antagonisty miZe byt provedeno riznymi  zplsoby v&etn&
systémového parenterilnimi a enterdlnimi cestami. EGFR/HER1
antagonisté, které jsou predmétem pfedklddaného vyndlezu mohou
byt snadno podany intravendzné (naptiklad intravendzni
injekeci), coZ je prednostnim zpusobem podani. Intravendzni
podani miZe byt provedeno kontaktem EGFR/HER1 antagonista
s vhodnym farmaceutickym nosidem ( vehikulem) nebo excipientni
latkou, jak Jje rozuméno osobami znalymi oboru. EGFR/HER1
anatgonista miZe byt podan s adjuvantni 1&tkou, jako jsou
napfiklad BCG, stimuldtory imunniho systému a

chemoterapeutické latky.

EGFR/HER1 antagonisté, které jsou malé molekuly nebo
biologické 1léky, mohou byt podany, jak je popsdno v patentu
Spada, US Patent 5646153 ve sloupci 57, ta&dka 47 a3 sloupec
59, Efadka 67. Popis podani malych molekul je timto zadlendn

jako reference.

EGFR/HER1 antagonisté, které jsou predm&tem predkladaného
vyndlezu G&inn& inhibuji rist refrakternich nadorovych bunék,
jsou-1li podany lidskému pacientu v G&inném mnostvi. Jak je
zde pouzito, UEinné mnoZstvi je takové mnoZstvi, které je
nezbytné k dosaZeni specifického vysledku inhibice réstu

refrakterniho nadoru.

EGFR/HER1 antagonista je prednostn& podan k nadoru v mnoistvi,

které inhibuje né&dorovy rést bez naruseni rstu normilni
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tkané&. EGFR/HERlL antagonisté pfednostné& inhibuji nadorovy rfst
bez zavaZnych wvedlej$ich G&ink%. N&které zavainé vedlejsi

G¢inky zahrnuji Gtlum kostni dfen, anémii a infekci.

Optimidlni davky EGFR/HER1 antagonistd, které jsou protildtkami
a funkCnimi ekvivalenty, mohou byt urceny 1léka¥i na zakladée
celé fady parametrd zahrnujicich napriklad vé&k, pohlavi, vahu
zavaznost onemocné&ni, které ma byt 1léc&eno, protildtku, ktera
ma byt poddna a zptsobu podini. Obecnd je Zadouci sérova
koncentrace polypeptidl a protilatek, které umoZfiuji saturaci
cilového receptoru. Napfiklad koncentrace v nadbytku p¥iblizZné&
0,1 nM je normdlné& dostate&nd. Napriklad davka 100 mg/m? C225

poskytuje sérovou koncentraci p#ibli#n& 20 nM po dobu 8 dnt.

Jako orientaéhi pokyn mohou byt davky protilatek podavany
tydné v mnoZstvi 10-300 mg/m?. Ekvivalentni davky
protilatkovych fragmentd by mély byt pouZivany v Cetnéjdich
intervalech, aby se udrfela sérova koncentrace vy33i ne? je

koncentrace, kterd umoZfiuje saturaci receptordu.

Kombina¢ni terapie

V jedné prednostni form& vynalezu mise byt refrakterni n&dor
lécen G¢innym mnozZstvim EGFR/HER1 antagonistou,
chemoterapeutickymi 1latkami, radia&ni lé¢bou, nebo Jejich

kombinacemi.

Priklady chemoterapeutickych latek nebo chemoterapie zahrnuji
alkyla¢ni 1latky, nap¥iklad nitrogen mustard, etyleniminové
slouCeniny, alkyl sulfondty a dalsi slouCeniny s alkyladnim
uc¢inkem, jako Jjsou napfiklad nitrosourea, cisplatina a
dakarbazin, antimetabolity, napriklad kyselina listova,
antagonisté purin@l a pyrimiding, inhibitory mitézy, napfiklad
vinca alkaloidy derivaty 'podofylotoxinﬁ, cytotoxicka

antibiotika a derivaty kamtotecinu.
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Kamptotecinové derivaty zahrnuji napriklad kamptotecin, 7-etyl
kamptotecin, 10-hydroxy -7- etyl-kamtotecin (SN38), 9-amino
kamptotecin, 10, 1- metylendioxy-kamptotecin (MDCPT a
topotekan. Takové kamptotecinové derivaty také zahrnuji
laktonové stabilni pbreparaty 7-etyl-kamptotecinu uvedené
v patentu US Patent 5604233, djenz je cely timto zadlené&n jako

reference.

Predkladany vyndlez zahrnuje vysoce lipofilni kamptotecinové
derivaty, jako jsou nap¥iklad 10, 11-metylendioxy-kamptotecin,
10,11l-etylendioxy-kamptotecin, 9-etyl-kamptotecin, 7-etyl-10-
hydroxy-kamptotecin, 9-metyl-kamptotecin, 9-chloro-10,11-
metylendioxy-kamptotecin, 9-chlorokamptotecin, 10-hydroxy-
kamptotecin, 9,10-dichlorokamptotecin, 10-bromo-kamptotecin,
10-chlorokamptotecin, 9-fluoro-kamptotecin, 10-metyl
kamptotecin, 10-flurokamptotecin, 9-metoxykamptotecin, 9~
chloro -7- etyl-kamptotecin a 11-fluoro-kamptotecin. Takové
vysoce lipofilni kamptotecinové derivaty jsou uvedeny
v patentu US Patent &. 5880133, jenZ Jje cely timto zadlené&n

jako reference.

Ve vodé€ rozpustné kamptotecinové derivaty =zahrnuji nap¥iklad

ve vodé rozpustnd analoga kamptotecinu znama jako CPT-11, 11-

hydroxy -7- alkoxy - kamptotecin, 11-hydroxy -~7- metoxy
kamptotecin (11,7-HMCPT) a 11-hydroxy -7- etyl kamtotecin
(11, 7-HECPT) , 7-dimetylaminometylen -10,11- metylendioxy -
20(R,S8) - kamptotecin, 7-dimetylaminometylen -10,11-
metylendioxy -20(S)- kamptotecin, 7-dimetylaminometylen -

10,11- etylendioxy -20(R,S)- kamptotecin a 7-morfolinometylen
-10,11- etylendioxy -20(S)-kamptotecin. Takové ve vodé
rozpustné kamptotecinové derivaty jsou uvedeny v patentu US
Patent ¢&. 5559235 a 5468754, jeZ fgsou celé timto zacClenény

jako reference.
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P¥ednostni chemoterapeutické latky nebo chemoterapie zahrnuji
amifostin (etyol), cisplatinu, dakarbazin (DTIC),
daktinomycin, mechloretamin (nitrogen mustard), streptozocin,
cyklofosfamid, karmustin (BCNU), lomustin (CCNU), doxorubicin
(adriamycin), doxorubicin lipo (doxil), gemcitabinv (gemzar) ,
daunorubicin, daunorubicin lipo (daunoxom) , prokarbazin,
mitomycin, cytarabin, etoposid, metotrexit, 5-fluorouracil,
vinblastin, vincristin, bleomycin, paclitaxel (taxol),
docetaxel (taxotere), aldesleukin, aspariginazu, busulfan,
karboplatinu, kladribin, kamptotecin, CPT-11, 10-hydroxy -7-
etyl-kamptotecin (SN38), dakarbazin, floxouridin, flﬁdarabin,
hydroxyureu, itofosfamid, idarubicin, mesnu, intérferon alfa,
interferon beta, irinotekan, mitoxantron, topotekan,
leuprolid, megestrol, melfalan, merkaptopurin, plicamycin,
mitotan, pegaspargizu, pentostatin, pipobroman, plicamycin,
streptozocin, tamoxifen, teniposid, testolakton, thioguanin,
thiotepu, wuracil mustard, vinorelbin, chlorambucil a jejich

kombinace.

Podani chemoterapeutickych 1latek mte byt provedeno celou
fadou zpusobi 'zahrnujicich systémové podadni parenterilnim a
enterdlnim zptsobem Chemoterapeutickd 1latka je prednostné
podavédna intravenézné v kombinaci chemoterapeutické 1latky
s vhodnym nosicem ( vehikulem), nebo excipientni latkou, jak je
rozuméno osobami znalymi oboru. Davka chemoterapeutické 1atky
zavisi na C&etnych faktorech, jak je dobfe znamo v oboru. Tyto
faktory zahrnuji v&k, pohlavi, vahu, z&vaZnost onemocnéni,
které md byt 1lé&eno, a. zpusob podéni. Cisplatina miZe byt
napriklad pohodlné& podavédna v davce okolo 100 mg/m% Mélo by
v8ak byt =zdlraznéno, Ze vyndlez neni omezen na Zadnou

konkrétni davku.




léC¢bou. Zdroj zafeni maZe byt budto externi nebo interni ve
vztahu k léCenému pacientovi. Pokud je zdroj externi, nazyva
se léCba radiaéni 1é&bou zevnim paprskem (EBRT). Pokud je
zdroj z&¥eni interni ve vztahu k pacientovi, je 1é&ba nazyvana

brachyterapii (BT).

LéCba zafenim de provadéna ve shodé s dobre znamymi
standardnimi technikami se standardnim vybavenim vyrobenym pro
‘tento GCel, jako je nap¥iklad AECL Theraton a Varian Clinac.
Davka zatreni z&avisi na Cetnych faktorech, jak je dobfe znamo
v oboru. Takové  faktory zahrnuji typ 1léceného organu,
pritomnost zdravych orgdnt v cesté& zafeni, které mohou byt
neZddoucim zplsobem posSkozeny, toleranci pacienta k radiaéni
lé¢bé a plochu té&la, kterou je potfeba 1é&it. Davka bude
typicky mezi 1 a 100 Gy, a specific¢téji mezi 2 a 80 Gy.
Neékteré davky, které byly =zaznamenany, zahrnuji 35 @Gy na
michu, 15 Gy na ledviny, 20 Gy na jatra a 65-80 Gy na
prostatu. Mélo by byt v3ak zd@razn&no, Ze vyndlez neni omezen
na Zzadnou konkrétni davku. Davka bude urcena oSet¥ujicim
lékarem ve shodé s konkrétnimi faktory v dané situaci, v&etné&

faktord zminénych vyse.

Vzdalenost mezi zdrojem zevniho zaFeni a vstupem do pacienta
miZe byt jakakoli vzdédlenost, které reprezentuje pfijatelnou
rovnovdhu mezi zabitim cilovych bun&k a minimalizaci
vedlejSich u¢inkd. 2Zdroj zevniho z&feni je typicky mezi 70 a

100 cm od bodu vstupu do pacienta.

Brachyterapie je obvykle provdd&na umisténim zdroje zA&feni do
pacienta. Zzdroj zareni je typicky umistén p#ibliZné& 0-3 cm od
tkéné, ktera ma byt 1lécena. Znamé  techniky zahrnuji

intersticidlni, intrakavitirni a povrchovou brachyterapii.




LA R R Y]
L]

Sesey
LEZ 2]
(XX R

LA ENE Y]

L]
LA X R
(R ¥

[ 4
L LE [ XXX ]

23

Radiocaktivni sondy mohou byt implantovany permanentné nebo
docCasné. Nékteré typické radioaktivni atomy, které byly
pouZity v permanentnich implant&tech zahrnuji jéd 125 a radon.
Nékteré typické atomy, které Dbyly pouzity v do&asnych
implantatech zahrnuji radium, cesium-137 a iridium-192.
Nekteré dalsi radioaktiwvni atomy, které byly pouzity

v brachyterapii zahrnuji americium-241 a zlato-198.

Davka z&¥eni pro brachyterapii miZe byt stejna, jako e
zminéno vySe pro radiadéni 1é&bu  zevnim paprskem. Navic
k faktorim zmin&nym vyse 'pro uréeni davky radiadni lécby
zevnim paprskem, Jje do uvahy pro urcCeni davky brachyterapie

také vzat charakter pouZitého radioaktivniho atomu.

V pfednostni formé vynédlezu existuje synergie v 1éche
refrakternich nadord lidskych pacientli 1léCenych EGFR/HER1
antagonistou a chemoterapeutickymi 1l&tkami nebo radiadni
léCbou, nebo jejich kombinacemi. Jinymi slovy dochazi ke
zvySeni inhibice nadorového ritstu EGFR/HER1 antagonistou, jé-
1li zkombinovan s chemoterapeutickou 1latkou nebo radia&ni
léc¢bou, nebo jejich kombinacemi. Synergie miZe byt prokazéna
napfiklad veét$i inhibici r@stu refrakterniho nadoru kombinac¢ni
léCbou, neZ by byla o&ekdvana pfi 1é¢b& budto EGFR/HER1
antagonistou, chemoterapeutickou latkou nebo radiadni 1é&&bou
samotnymi. Synergie Jje pfednostné demonstrovéana remisi
nadorového onemocnéni, kde remise neni ocekdvéna pri 1é&be
EGFR/HER1 antagonigtou, chemoterapéutickou latkou nebo

radiacni lécbou samotnymi.

EGFR/HER]1 antagonista je podavan pfed, be&hem nebo po zahajeni
1é¢by chemoterapeutickou latkou nebo zafenim, stejn& tak Jjako
jejich kombinacemi, tj. pfed a bé&hem, pred a po, béhem a po,
nebo pred, bé&hem a po zahajeni 1é¢by chemoterapeutickou latkou

nebo za¥enim. Pokud je nap#iklad EGFR/HERL antagonista
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protilatkou, je typicky podavan mezi prvnim a tficadtym dnem,
pfednostn& mezi t¥etim a dvacatym dnem, pfednostné&ji mezi
patym a dvandctym dnem pfed zahdjenim radiadni 1éCby a/nebo

léeby chemoterapeutickymi latkami.

P¥riklady provedeni wvvnalezu

Priklad 1

Klinicka studie

V klinické studii byli lé&eni 1idsti pacienti s refrakternim
skvaméznim karcinomem hlavy a krku pomoci kombinace EGFR/HERL
antagonisty (chimerickd anti-EGFR monoklonilni protilatka,
C225) a cisplatinou. Pacienti byli 1lé&eni dvakrat tydne
infuzemi C225 p¥i zahajovacich/udriovacich davkach 100/100,
400/250, nebo 500/250 mg/m®> v kombinaci s 100 mg/m? cisplatiny
kazdé tri tydny. Vzorky nadoru byly ziskadny pfed zahdjeni
lé¢by, 24 hodin po inicidlni infuzi a 24 hodin pfed treti
infdzi za UCelem posouzeni saturace nadoru EGFR a jeho funkce.
Saturace EGFR byla posouzena imunohistochemicky (IHC) za
pouziti M225 (my3i proté&jsek C225) jako primdrni protildtky a
antimy$i IgG jako sekundarni protilatky za u&elem detekce
neokupovaného EGFR. EGFR funkce byla posuzovadna pomoci IHC za
pouziti protilatky specifické pro aktivovana EGFR
(Transduction Labs) a m&Fenim EGFR tyrosin kinadzové aktivity
na lyzatech nadoru po odstran&ni C225-EGFR komplexti. Bylo
zaznamenano na davce zavislé zvySeni saturace receptoru s vice
nez 70% saturaci receptoru pFi 500/250 mg/m? dévce. Podobné
bylo zaznamendno vyznamné sni%eni EGFR tyrosin kin&zové
aktivity s nedetekovatelnou aktivitou u 67% pacientl pfi
davkach 100/100 mg/m? coZ naznaCuje funkéni saturaci.
NeZadoucimi aginky byly horeCka, alergické reakce a koZni
'toxicita, kterd se n@nifestovaia jako folikularni vyraZka nebo
zmény nehtového lézka, které plné ustoupily po skon&eni 1é&cby.
U sedmi hodnocenych pacientd doslo k jedné minimdlni, péti

parcidlni, a jedné kompletni remisi, jak  bylo uré&eno
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fyzikalnim vySet¥enim a laboratornimi hodnotami. Kompletni
odpovéd byla pozorovéna u jednoho pacienta, ktery byl predtim
lécen cisplatinou. Parcidlni odpovéd byla pozorovéna u péti
pacienttd, <&ty¥i byli pfedtim lé&eni chemoterapii a jeden m&l
pfedtim radiaéni 1é¢bu. Minimalni odpovéd byla pozorovana u
jednoho pacienta s predchozi radiaéni léCbou. Tyto vysledky
jsou uvedeny v tabulce, kde CR znamend kompletni odpov&d, PR

v 4

znamena c4stednou odpovéd a MR znamena minimdlni odpovéd.

Tabulka 1

Klinick& studie

Pacient Pfedchozi 1é&ba Celkova odpovéd
1 Cisplatina CR
2 Ad p53 PR
3 Cisplatina PR
4 Cisplatina PR
5 Samotné za¥eni PR
6 Chemoterapie PR
7 Samotné zareni MR

P¥iklad 2

Klinicka studie

V klinické studii byl lécen jeden lidsky pacient
s refrakternim nadorem tlustého streva pomoci  kombinace
EGFR/HER1 antagonisty (chimerickd anti-EGFR monoklonalni
protilatka, C225) a CPT-11. Pacient byl lé&en tydennimi
infazemi C225 pf¥i zahajovaci davce 250 mg/m2 v kombinaci s 125
mg/m2 CPT-11. Udriovaci davky 250 mg/m? €225 v kombinaci s 69-
125 mg/m® CPT-11 byly poddvany jednou tydné. Klinicky pacient
dosahl kompletni remise. Davkovaci schéma je sumarizovano

v Tabulce 2 nize.
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Tabulka 2
Klinicka studie

C225/CPT—11, C225/CPT-11 C225 infdzni CPT-11 infdzni
tydenni davka ((skutednd davka| doba (minuty) doba (minuty)

v mg/m? v mg)

400/125 576/180 120 90

250/125 360/180 60 90
250/CPT—11, 360/0 60 N/A

udrZovano

250/94 360/135 50 75

250/69 360/100 60 85

250/69 360/100 60 75
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PATENTOVE NAROKY %007 -~ 9 QJ \Z

1. Pouziti G¢inného mnoZstvi antagonisty receptoru
epidermalniho rustového faktoru (EGFR) pro vyrobu 1lé&iva pro

inhibici rdstu refrakternich nadort.

2. Pouziti G¢inného mnoZstvi kombinace antagonisty EGFR a
chemotherapeutického ¢&inidla pro vyrobu lé&iva pro inhibici
rustu refrakternich nadordl.

3. Pouziti G¢inného mnoZstvi kombinace antagonisty EGFR a

ozafYovani pro vyrobu 1lé&iva pro inhibici rastu refrakternich

nadort.

4. PouZiti podle nékterého 2z nadrokd 1 a¥ 3, kde refrakterni

nador nadexprimuje EGFR.

5. PouzZiti podle né&kterého z narokd 1 aZ 4, kde refrakternim
nadorem je nédor prsu, srdce, plic, tenkého st¥eva, tlustého
st¥eva, sleziny, ledvin, molového m&chy¥e, hlavy a krku,
vaje&niku, prostaty, mozku, slinivky b¥i%ni, kGZ%e, kosti,
kostni d¥ené&, krve, thymu, d&lohy, varlat, hrdla d&lo¥niho a

jater.

6. Pouziti podle nékterého 2z nédrokt 1 a%¥ 5, kde 1é&ba
refrakterniho nadoru byla nelisp€Snd nebo kde nédor vykazoval
resistenci vadi 1écCbé&.

7. PouZiti podle nékterého z nidrokl 1 aZ 4, kde refrakternim

néddorem je nador tlustého st¥eva, hlavy a krku.

8. Pouziti podle nékterého z narokd 1 aZ 7, kde refrakternim

naddorem je nador Supinaté bullky.
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9. PouZiti podle nékterého =z narokd 1 a¥ 8, kde antagonista

EGFR se podavé intravenosné.

10. PouZiti podle né&kterého z narokd 1 a¥ 8, kde antagonista

EGFR se podava peroridlné.

11. pPouZiti podle né&kterého z ndroklt 2 a¥ 10,kde antagonista

EGFR se podava pred podanim chemoterapeutického &inidla.

12.- Pouziti podle n&kterého z ndrokd 1 a% 11, kde antagonista

EGFR se podava v davce od asi 10 do asi 500 mg/m? za tyden.

13. Pouziti podle nékterého z ndrokl 1 aZ 12, kde antagaﬂista

EGFR inhibuje stimulaci EGFR jeho ligandem.

14. PouZiti podle nédroku 13, kde antagonista EGFR inhibuje
vazbu EGFR k jeho ligandu.

15. PouZiti podle nédroku 13 nebo 14, kde antagonista EGFR

extern& vaZe EGFR.

16. PouZiti podle ndroku 13 nebo 14, kde antagonista EGFR

intern& " vaZe EGFR.

17. PouZiti podle n&kterého =z narokd 13 aZ 16, kde

antagonista EGFR inhibuje wvazbu ATP k EGFR.

18. Pouziti podle né&kterého =z ndrokd 13 aZ 17, kde

o

antagonista EGFR soutéZi s ATP o vazbu k EGFR.

19. PouZziti podle nékterého =z narokd 13 az 18, kde

antagonista EGFR inhibuje fosforylaci EGFR.
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20. PouzZiti podle né&kterého =z nadroka 13 az 19, kde

antagonista EGFR inhibuje tyrosin kinasovou aktivitu EGFR.

21. PouZiti podle neékterého z nérokl 1 a¥ 20, kde antagonista
EGFR obsahuje protilatku nebo jeji funkdni ekvivalent, které

jsou specifické pro EGFR.

22. PouZiti podle nédroku 21, kde protilatka zahrnuje

konstantni oblast lidské protiléatky.

23. PouZiti podle naroku 21 nebo 22, kde protilatka je

chiméricka protilatka obsahujici variabilni oblast my31

protilatky.

24. Pouziti podle nékterého z naroka 21 aZ¥ 23, kde protilatkou
je humanizovand protilatka obsahujici variabilni oblast
obsahujici oblasti urdujici komplementaritu (CDR) myS$i

protilatky a ramcové oblasti lidské protiléatky.

25. Pouziti podle né€kterého z néroku 21 aZ¥ 24, kde protiléatkou
je 1lidskd protilatka obsahujici variabilni oblast 1lidské

protilatky.

26. Pouziti podle nékterého z narokl 1 aZ 25, kde protilatka

se podava v davce postalujici pro nasyceni EGFR.

1

27. Pouziti podle nékterého z naroklti 1 aZ 26, kde antagonista

EGFR zahrnuje malou molekulu.

28. Pouziti podle néroku 27, kde mald molekula =zahrnuje

sloudeninu PD 153035 majici nésledujici strukturu
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29. PouZiti podle naroku 27, kde mald molekula zahrnuje
benzylidenmalonnitril nebo malonnitrilovou nebo tyrfostinovou

sloudeninu.

30. Pouziti podle naroku -27, kde mald molekula =zahrnuje

styryl- substituovanou heterocarylovou sloudeninu.

31. PouZiti podle naroku 30, kde styrylsubstituovanid hetero-
arylovd sloudenina zahrnuje monocyklicky kruh s 1 nebo 2
heteroatomy nebo bicyklicky kruh s 1 aZ asi 4 heterocatomy,

ktery je pop¥ipadé€ jednou nebo vicekrat substituovan.

32. PouZiti podle naroku 30 nebo 31, kde styrylsubstituovani

heteroarylovd sloudenina mé& strukturu odpovidajici obecnému

vzorci
Rs ’
CN R;
R, —
H
. Rs Ry

kde . Re
R pfedstavuje atom vodiku, alkylskupinu nebo aralkylskupinu;

R, predstavuje asi 8- aZ 12-&lenny bicyklicky arylovy kruh
obsahujici 1 aZ asi 4 atomy dusiku, kysliku nebo siry nebo

1 aZ asi 4 N-oxidové skupiny, kteryZto kruh je poptipadé&
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substituovdn 1 aZ asi 3 substituenty Rs, které nemaji

spole¢nd mista p¥ipojeni k tomuto kruhu;

Rs, Rs, Rs, Ry a Rg pYredstavuje kaZdy nezavisle atom vodiku,
kyanoskupinu, alkylskupinu, halogen, skupinu vzorce OR,
CHO, COOH, NRR nebo jeji N-oxid, skupinu vzorce NO,,
NHCOCH;, SR, CFs,, CH=CH-CCOH, NHCO (CH;) ,COOH,

heterocyklylskupinu nebo heterocarylskupinu a

Ry - nezdvisle pYedstavuje vidy alkylskupinu, halogen, skupinu
vzorce OR, CHO, COOH, NRR nebo jeji N-oxid, skupinu vzorce
NO,, NHCOCH,;, SR, CF,, CH=CH-COOH, NHCO (CH;) ,COOH,

heterocyklylskupinu nebo heteroarylskupinu nebo skﬁpinu

vzorce .
I
P
—S
o
O .
33. PouZiti podle néroku 27, kde mald molekula zahrnuje

tricyklickou pyrimidinovou sloudeninu.

34. PouZziti podle naroku 33, kde tricyklickd pyrimidinova
sloudenina zahrnuje 4- (3-bromanilino)benzothieno[3,2-d]-pyrimi-
din; 4-(3-bromanilino)-8-nitrobenzothieno[3,2-d]pyrimidin, 8-
amino-4- (3-bromanilino)benzothieno[3,2-d]pyrimidin nebo 4-(3-

bromanilino) -8-methoxybenzothieno[3, 2-d]pyrimidin.

35. Pouziti podlé naroku 27, kde mald molekula zahrriuje bis-
mono nebo bicyklickou aryl, heteroaryl, karbocyklickou nebo

heterokarbocyklickou slouleninu.

36. PouZiti podle néroku 27, kde mald molekula zahrnuje

sloudeninu obecného vzorce
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Arl X Arll

kde

ArI a ArII nezévisle p¥edstavuje substituovany nebo nesubsti-
tuovany wmono- nebo bicyklicky kruh, =z nich¥ kaZdy je

popfipad& substituovan 1 a¥ asi 3 skupinami R;

X predstavuje skupinu vzorce (CHR;)o.s nebo (CHR;)n-Z- (CHR;).,
kde Z znamen& O, NR’, S, SO nebo S0O,, m a n znamenid &islo
0 é% 3, p¥idemZz soulet m+n m& hodnotu v intervalu 0 a¥ 3 a
Ry a R’ nezadvisle predstavuje kaZdy atom vodiku nebo

alkylskupinu;
nebo jeji farmaceuticky vhodnou sul.

37. PouZiti podle néroku 27, kde mald molekula zahrnuje

derivat chinazolinu.

38. Pouziti podle néroku 37, kde derivat chinazolinu zahrnuje

sloufeninu obecného vzorce

(R2),
HN
N/,
/J§§ Rl
H N~ R
kde
m znamena ¢islo 1, 2 nebo 3;

R pfedstavuje hydroxyskupinu, aminoskupinu, karboxyskupinu,

karbamoylskupinu, ureidoskupinu, alkoxykarbonylskupinu s 1
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aZ 4 atomy uhliku v alkoxylové &asti, N-alkylkarba-
moylskupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku v alkylové &Sasti, N,N-
dialkylkarbamoylskupinu s 1 a% 4 atomy uhliku v ka¥dé
z alkylovych  &asti, hydroxyaminoskupinu, alkoxyamino-
skupinu s 1 aZ 4 atomy uhliku, alkanoyloxyaminoskupinu se
2 aZ 4 atomy uhliku, trifluormethoxyskupinu, alkyiskupinu
s 1 aZ 4 atomy uhliku, alkoxyskupinu s 1 a¥ 4 atomy uhliku

a alkylendioxyskupinu s 1 a% 3 atomy uhliku;

n - znamend ¢islo 1 nebo 2; a

R? pfedstavuje atom vodiku, hydroxyskupinu, halogen, tri-
fluormethylskupinu, aminoskupinu, nitroskhéinu,
kyanoskupinu nebo alkylskupinu s 1 a% 4 atomy uhliku;

nebo jejich farmaceuticky vhodnou stl.

39. PouZiti podle ndroku 27, kde mald molekula =zahrnuje

sloudeninu PD 166285 vzorce

oz
e}

40. PouZiti podle. kteréhokoliv z nadrokd 2 nebo 4 a¥ 39, které

dadle zahrnuje aplikaci oza¥ovani.

41. Pouziti podle kteréhokoliv z ndrokli 3 a¥ 40, které dale

zahrnuje podéavani chemotherapeutického &inidla.




42. Pouziti podle kteréhokoliv =z nirokd 2 nebo 4 a¥ 41, kde
chemoterapeutické ¢&inidlo =zahrnuje amifostin, cisplatinu,
dakarbazin, daktinomycin, mechloretamin, streptozocin,
cyklofosfamid, karmustin, lomustin, doxorubicin, doxorubicin
lipo, gemcitabin, daunorubicin, prokarbazin, mitomycin,
cytarabin, etoposid, metotrexat, 5-fluorouracil, vinblastin,
vincristin, bleomycin, paclitaxel, docetaxel, aldesleukin,

asparagindzu, busulfan, karboplatinu, kladribin, kamptotecin,

CpT-11, 10-hydroxy-7-etyl-kamptotecin (SN38), dakarbazin,
floxuridin, fludarabin, hydroxymolovinu, ifosfamid,
idarubicin, mesnu, interferon alfa, interferon beta,
irinotekan, mitoxantron, topotekan, leuprolid, megestrol,

melfalan, merkaptopurin, plicamycin, wmitotan, pegaspa}éézu,
pentostatin, pipobroman, plicamycin, streptozocin, tamoxifen,
teniposid, testolakton, thioguanin, thiotepu, uracil-

isothiokyanét, vinorelbin, chlorambucil a jejich kombinace.

43. PouZiti podle kteréhokoliv z narok@ 2 nebo 4 a¥ 42, kde
chemotherapeutické <¢inidlo zahrnuje cisplatinu, doxorubicin,
paclitaxel, Irinotekan (CPT-11) nebo topotekan nebo jejich

kombinaci.

44. PouZiti podle kteréhokoliv. z ndrok@i 2 nebo 4 a¥ 43, kde
chemotherapeutické ¢inidlo se podava v davce od asi 69 do asi

125 mg/m? za tyden.

45. Pouziti podle kteréhokoliv z nérokd 3 a¥ 44, kde ozatrovani

se aplikuje ze zdroje, ktery je vzhledem k pacientovi vnit¥ni.

46. PouZiti podle kteréhokoliv z ndrokli 3 a¥ 45, kde oza¥ovani

se aplikuje ze zdroje, ktery je vzhledem k pacientovi vn&j3i.

47. PouZiti podle kteréhokoliv z narokt 3 a¥ 46, kde ozarovani

se podava v davce v rozmezi od asi 2 do asi 80 Gy.




48. Pouziti podle kgeréhokoliv z nadrokl 1 aZ 47, které dale

zahrnuje podavani adjuvantu.

49. PouZiti u¢inného mnoZstvi kombinace chimerické protilétky,
kterd je specifickd pro EGFR, a cisplatiny pro vyrobu lé&iva
pro inhibici rdstu refrakterniho nédoru Supinatych bun&k hlavy

a krku.

50.- PouZiti G€inného mnoZstvi kombinace chimerické protilatky,
kterd je specifickd pro EGFR, a Irinotekanu (CPT-11) pro

vyrobu 1lé&iva pro inhibici ristu refrakterniho nadoru tlustého

str¥eva.
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