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Beskrivelse

Denne oppfinnelsen gjelder kombinasjoner av VEGF-hemmeren VEGF Trap og
den kjemotoksiske agenten irinotekan, som hgrer inn under gruppen topocisome-

rase-hemmere og som benyttes | behandling av neoplastiske sykdommer.

VEGF-hemmere, som hemmer vaskulzer endotelial vekstfaktor, er i de fleste til-
feller biologiske preparater hentet fra Igselige reseptorer, antisens, RNA-
aptamerer eller antistoffer. Topoisomerasehemmerne som benyttes | behandling
av kjente neoplastiske sykdommer velges blandt kamptoteciner, deriblant CPT
11, topotekan og pyridobenzoindol. Denne kombinasjonen er spesielt rettet mot
behandling av kreft | tykktarm og magesekk.

Beskrivelsen og fremstillingen av preparatet med VEGF som benyttes i oppfinnel-
sen er et VEGF-Trap fusjonsprotein og er beskrevet i patentsgknaden
WO000/75319. Fusjonsproteinet kan fremstilles pa forskjellige mater.

Fremgangsmaten for VEGF-Trap er beskrevet | figur 24 (sekvens). VEGF Trap
som er brukt i oppfinnelsen er et fusjonsprotein som omfatter signalsekvensen til
VEGFR1 fusjonert med VEGFR1-reseptorens Ig D2-domene, som igjen er fusjo-
nert med VEGFR2-reseptorens Ig D3-domene som igjen er fusjonert med Fc-
domenet til IgG1 ogsa kalt VEGFR1R2-FcAC1 eller FIt1D2.FIk1D3.FcAC1.

Dosene av VEGF Trap som benyttes i behandling av mennesker, som avhenger
av faktorer hos den som skal behandies, ligger som regel mellom 1 et 10 milli-

gram per kilo ndr administrasjonen gis subkutant eller intravengst.

Av topoisomerase-hemmere benytter man irinotekan ogsd kjent under fellesbe-
tegnelsen CPT-11.

Innotekan gis som regel intravengst med en dose pa mellom 100 mg/m? og 500
mg/m? avhengig av administrasjonsskjema. For eksempel benyttes en dose pa
150 mg/m? ved ukentlig behandling og en dose pd mellom 200 og 400 mg/m?
ved behandling hver tredje uke,.

I en artikkel av H Hurwitz, L Fehrenbacher, W Novotny, T Cartwright, J Hains-
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worth, W Heim, J Berlin, A Baron, S Griffing, E Holmgren, N Ferrera, G Fyfe, B
Rogers, R Ross, F Kabbinavar utgitt i « The New England Journal of Medecine »
beskrives en klinisk studie som viser en hgyere overlevelsesrate ved bruk av
bevacizumab kombinert med innotekan, 5FU og leucovorin sammenlignet med
samme kombinasjon som ikke inneholder bevacizumab. Det er ingenting i denne
kliniske studien som beviser at forbedringen 1 overlevelsesraten kommer av
kombinasjonen av irinotekan og bevacizumab, den kan like gjerne komme av
kombinasjonen av 5FU eller leucovorin med bevacizumab eller av kombinasjonen
av de fire elementene. Det er imidlertid kjent at hver av agensene i kreftbehand-
lingen gir toksiske bivirkninger i tillegg til den terapeutiske effekten og det er
derfor hensiktsmessig & maksimalt begrense bruken av dem, isser nar man kan
oppna samme effekt ved fravaer av minst en av dem. Videre viser artikkelen ing-
en synergieffekt slik den defineres av Corbett, det vil si en effekt som ikke kan
oppnas ved bruk av maksimal tolerert dose av elementene i kombinasjonen
brukt enkeltvis.

VEGF Trap er en lgselig reseptor som fremstilles ved fusjon mellom VEGFR-1 sitt
andre Ig-domene og VEGFR-2 sitt tredje Ig-domene som deretter bindes til Fc-
deten av et menneskehg 1gG1. I likhet med reseptoren VEGFR-1, har aflibercept
(VEGF Trap) en meget hgy affinitet for VEGF-A med en Kd p& 0,5 picoM. Bin-
dingen med hgy affinitet mellom VEGF Trap og VEGF-A ender i dannelsen av et
kompleks som hindrer VEGF | 3 feste seg og aktivere reseptorene sine pa over-
flaten av cellene.

I sammenligning med Avastin (eller bevacizumab) er VEGF Trap en Igselig resep-
tor, mens Avastin er et antistoff rettet mot VEGF-A. VEGF Trap har en mye hgye-
re affinitet for VEGF-A enn Avastin og en annerledes selektivitetsprofil ettersom
VEGF Trap ogsa binder seg til de andre ligandene i reseptorene VEGFR1-2, det
vil si til PIGF (placental growth factor) og VEGF-B. Videre har VEGF Trap en be-
traktehg lavere molekylvekt enn Avastin (115 kDa for aflibercept versus 160 kDa

for Avastin) noe som gir bedre penetrering av solide tumorer.

Det er nd blitt oppdaget, og det er dette oppfinnelsen gjelder, at effekten av
VEGF Trap kan forbedres betraktelig nar det gis i kombinasjon med en substans
som brukes terapeutisk 1 behandling av kreftsyktommer og som har en annen
virkemate enn VEGF-hemmerne, nemlig irinotekan.
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Videre, ettersom preparatenes effekt avhenger av dosen som benyttes, er det
mulig @ bruke hgyere doser og pke effekten og samtidig redusere eller utsette
toksiske virkninger ved @ kombinere VEGF-hemmeren med andre substanser
som pavirker hematopoietiske vekstfaktorer som G-CSF eller GM-CSF eller en-
kelte interleukiner.

Oppfinnelsen gjelder kombinasjoner av VEGF Trap og irinotekan.

Den forbedrede virkekraften av en kombinasjon ifglge oppfinnelsen kan bevises
gjennom den terapeutiske synergieffekten som oppnas.

En kombinasjon har terapeutisk synergieffekt dersom den er terapeutisk bedre

enn det ene eller det andre elementet anvendt ved dets optimale dose.

For & illustrere virkekraften av en kombinasjon, kan det veere ngdvendig 8 sam-
menligne maksimal tolerert dose av kombinasjonen med maksimal tolerert dose
av elementene den bestar av enkeltvis i studien som vurderes. Virkekraften kan
tallfestes, for eksempel som log; av drepte celler som beregnes ved hjelp av
fglgende formel:

log;o av drepte celler = T-C (dager)/3,32 x Tyq

hvor T - C representerer forsinkelsen 1 celleveksten som gjennomsnittstid, 1 an-
tall dager, fgr tumorene i gruppen som behandles (T) og tumorene i kontroll-
gruppen (C) har nddd en forhdndsbestemt verdi (for eksempel 1 g) og T, repre-
senterer fordoblingstid for tumor i dyrekontrollgruppen 1 antall dager [T.H. COR-
BETT et al., Cancer, 40, 2660.2680 (1977) ; F.M. SCHABEL et al., Cancer Drug
Development, Part B, Methods in Cancer Research, 17, 3-51, New-York, Acade-
mic Press Inc. (1979)] Et preparater regnes som aktivt dersom log,q av drepte
celler er stgrre eller hk 0,7. Et preparat regnes som sveert aktivt dersom log,, av
drepte celler er stgrre enn 2,8.

Kombinasjonen, gitt med egen maksimal tolerert dose, hvor dosen av de enkelte
elementene den bestdr av er mindre eller lik elementets maksimale tolererte

dose har terapeutisk synergieffekt dersom log;, av drepte celler er stgrre enn



10

15

20

25

30

35

NO/EP2173349

verdien av logy, av drepte celler av det beste elementet ndr det administreres
alene, 1szer med en differanse pa minst en log cell kill.

Virkekraften av kombinasjonene pa solide tumorer kan eksperimentelt beregnes
pa fglgende mate:

Forsgksdyrene, som oftest mus, far et menneskelig HT116 tumorfragment pa 30
tit 60 mg transplantert bilateralt inn under huden (BRATTAIN, M.G., FINE, W.D.,
KHALED, F.M., THOMPSON, J. og BRATTAIN, D.E., Heterogeneity of malignant
cells from a human colonic carcinoma. Cancer Res., 1981, 41, 1751-1756.) pa
dag 0. De tumorbeerende dyrene fordeles tilfeldig far de blir underlagt forskjelli-
ge behandlinger og kontroller. Under behandling av tumor med foreliggende
oppfinnelse, lot man tumorene utvikle seg til en stgrrelse pa mellom 48 og 294
mg, noe som ga en mediantumor per gruppe pa mellom 129 og 162 mg. Dyrene
som gjennomgikk behandling med VEGF Trap alene hadde en vekt pa mellom
17,1 og 22,7 g, dyrene som gjennomgikk behandling med irinotekan alene had-
de en vekt pa mellom 17,5 og 22,3 g og de som gjennomgikk behandling med
kombinasjonen av de to hadde en vekt pa mellom 17,5 og 23,6 g. Enkelte tu-
morbaerende dyr har ogsé gjennomgatt samme behandling med hjelpestoffet
alene for & kunne skille den toksiske virkningen av hjelpestoffet fra effekten av
kjemoterapien pa@ tumoren. Kjemoterapien startet den 12. dagen etter transplan-
tering av tumor. Injeksjonene av VEGF Trap ble utfgrt subkutant samtidig med
injeksjonene av irinotekan som ble gitt intravengst to ganger daglg. Injeksjone-
ne ble gitt pa dag 12, 15, og 18 etter implantasjon av tumor. De forskjellige dy-
regruppene ble veid tre eller fire ganger i uken til maksimalt vekttap er oppnadd
og deretter ble gruppene veid minst en gang 1 uken til forsgket ble avsluttet.

Tumorene ble malt to eller tre ganger | uken til de hadde naddd rundt 2 g eller til
dyret dgde, dersom dette intraff fgr tumor hadde nddd 2 g. Dyrene ble obdusert

etter avliving.

Den antitumorale effekten ble beregnet ut fra de forskjellige registrerte para-
metre.

Som eksempel vises de oppnadde resultater med kombinasjoner av optimal dose
av VEGF Trap og irinotekan i tabellene nedenfor.
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Oppfinnelsen gjelder ogs8 legemiddelsettene som inneholder preparatene som
brukes i oppfinnelsens kombinasjoner.

Preparatene som inngar i kombinasjonen kan gis samtidig, adskilt eller over tid
slikt at maksimal virkekraft av kombinasjonen oppnas; tilfgrselen kan dermed ha
varierende varighet fra en hurtig tilfgrsel av den totale dosen til vedvarende inn-
spreytning i are.

Av dette fremgar det slik oppfinnelsen definerer det, at kombinasjonene ikke
kun er begrenset til dem som oppnas ved 8 fysisk kombinere elementene, men

ogsd dem som muliggjer adskilt tilfgrsel enten samtidig eller over tid.

Sammensetningene oppfinnelsen gjelder er fortrinnsvis sammensetninger som
kan gis parenteralt.

Sammensetninger som kan gis parenteralt er som regel farmasgytisk akseptable
sterile Igsninger eller suspensjoner som eventuelt kan klargjgres like fgr bruk. Til
preparering av ikke-vannbaserte Igsninger eller suspensjoner kan man bruke
naturlige planteoljer som olivenolje, sesamolje, parafinolje eller injiserbare or-
gansike estere som etyloleat. Vannbaserte sterile Igsninger kan fremstilles ved &
Igse preparatet | vann. Vannbaserte lgsninger egner seg til intravengs tilfgrsel
forutsatt at pH-verdien er riktig tilpasset og at i1sotonisiteten er kontrollert, for
eksempel ved hjelp av tilstrekkelig mengde natriumklorid eller glukose. Sterilise-
ring kan utfgres ved oppvarming eller pd enhver mate som ikke forringer sam-
mensetningen. Kombinasjonene kan ogsa finnes som liposomer eller sammen
med legemiddelbaerere som cyklodekstriner eller polyetylenglykoler.

I kombinasjonene ifglge oppfinnelsen der elementene den bestar av kan gis
samtidig, adskilt eller over tid, er det spesielt gunstig at mengden derivat av
VEGF Trap representerer mellom 10 % og 80 % av kombinasjonens vekt. Det
prosentvise innholdet kan variere avhengig av valgt legemiddelbzerer, gnsket
virkekraft og hvilken krefttype som skal behandles.

Kombinasjonene oppfinnelsen gjelder er szerlig nyttige i behandlingen av kreft |
tykktarm og/eller magesekk. Kombinasjonene har spesielt den fordelen at de
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muliggjgr bruk av preparatene de bestar av i betraktelig lavere doser enn der-
som disse benyttes isolert.

Eksemplet nedenfor illustrerer en av oppfinnelsens kombinasjoner.

EKSEMPEL

Etter vanlig fremgangsmate for subkutan administrasjon, tilberedes ampuller pa
1 cm3 som inneholder 25 mg VEGF Trap ved a fortynne dem i en bufferigsning
med fosfat 5 mM , natriumsitrat 5 mM , natriumklorid 100 mM, polysorbat 20 og
sukrose 20 %. Administrasjonsmengde per mus er 0,1 ml. VEGF Trap gis | en
daglig dose p§ dag 12, 15 og 18 etter implantasjon av tumor.

Etter vanlig fremgangsmate for intravengs administrasjon, tilberedes 0,3 ml per
mus ut fra en variant av irinotekan 20 mg/ml som fortynnes med dekstrose 5 %
i vann,

Lgsningene gis samtidig etter tilstrekkelig opplgsning.

Behandlingen med irinotekan gjentas to ganger daglig med fire timers mellom-
rom pd dag 12, 15 og 18 etter implantasjon av tumor.

Forsgkets resultater vises |1 vedlagte tabell.
Tumorens fordoblingstid = 3,2 dager.

Brukte forkortelser: (T-C) tumorenes vekstforsinkelse, LCK = log av drepte cel-
ler.

Man har observert toksisitet av ininotekan isolert ved doser pd 52,4, 32,5 og
20,2 mg/kg/injeksjon gjennom dgdsfall ved dose pd 52,4 g og vekttap pa over
20 % ved de lavere dosene. Dermed er maksimal tolerert dose av Irinotekan
12,5 mg/kg/inj (total injisert dose p& 75,0 mg/kg). Dosen pd 12,5
mg/kg/injeksjon ble funnet aktiv med en LCK p3 1,8.
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Nar det gjelder VEGF Trap, ble preparatet godt tolerert ved samtlige testede do-
ser og funnet aktivt med en LCK pd 1,7 ved 40 mg/kg/tilfgrsel og 25
mg/kg/tilfarsel. En dose pa mindre enn 10 mg/kg/tilfersel er ogsd aktiv med en
LCK pa 1,3. Dosen pa 5mg/kg/tilfarsel er inaktiv.

Nar det gjelder kombinasjonen hvor dosen irinotekan var pd 32,5 mg/kg/inj ble
den funnet toksisk uavhengig av dosen med VEGF Trap, med et vekktap pd 18
%, naer grensen for toksisitet. Maksimal tolerert dose ble vurdert til mindre enn
20,2 mg/kg/inj med innotekan kombinert med 40 mg/kg med VEGF Trap. Denne
dosen ga en LCK pd 3,0 som bedgmmes som svaert aktiv. Samme aktivitetsgrad
ble funnet med lavere doser av VEGF Trap som 25, 10, 2,5 mg/kg/tilfgrsel (LCK
pa henholdsvis 2,9, 3,0 og 2,9).

12,5 mg/kg/in) med irinotekan kombinert med 40 mg/kg/tilfgrsel er aktiv med
en LCK pa 2,7. Den antitumorale aktiviteten opprettholdes med 25 og 10 ma/kg
VEGF Trap (LCK pd henholdsvis 2,9 og 2,7). Kombinasjonen med 2,5
mga/kg/tilfgrsel med VEGF Trap har en aktivitet pa 2,0 LCK.

Konklusjonen er at aktiviteten av VEGF Trap kombinert med irinotekan gir en
synergieffekt med en "log cell kill" pd 3,0 ved maksimal tolerert dose av kombi-
nasjonen, noe som tilsvarer mer en 1 "log cell kill" sammenlgnet med aktivite-
ten til hver av bestanddelene brukt 1solert, med en "log cell kill" p& 1,8 og 1,7
(ved henholdsvis 12,5 mg/kg/injeksjon med irinotekan og 40 mg/kg/tilfgrsel av
VEGF Trap). Antitumoral aktivitet opprettholdes flere doseringsniv@er under
kombinasjonens maksimalt tolererte dose.
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Patentkrav

1. Kombinasjoner som inneholder VEGF Trap og irinotekan som er av terapeutisk
nytte i behandling av neoplastiske sykdommer.

2. Kombinasjoner 1 fglge krav 1, karakteriseres ved at de inneholder mellom
10 % og 80 % av VEGF Trap i vekt.

3. Preparater som inneholder VEGF Trap og innotekan, brukt som et kombinert
preparat i behandling av neoplastiske sykdommer, enten samtidig, adskilt eller
over tid i behandhling av kreftsykdommer.

4. Kombinasjoner som inneholder VEGF Trap og Irinotekan med unntak av et-
hvert annet kjemotoksisk derivat som gir terapeutisk synergieffekt i behandling
av neoplastiske sykdommer.





