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MISSA 002711

Sello rectangular que dice: OFICINA DE PATENTES - 27 DE
DICIEMBRE DE 1999 - MILAN

DESCRIPCION DE LA INVENCION INDUSTRIAL
a nombre de: NOVARTIS AG
de nacionalidad: SUIZA
con asiento en: BASILEA (SUIZA)

Esta invencién se refiere a combinaciones de un
inhibidor de cinasa de torosina de abl, receptora de PDGF y/o
receptora de Kit, con un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina #&cida-ay, (AGP}, asi como a preparaciones
farmacéuticas .y/o terapias, en relacién con estadogs de
enfermedad que respondan a la inhibicién de cinasa de tirosina
de abl, receptora PDGF, y/o receptora de Kit. En particular, la
invencién se refiere a productos o combinaciones que comprenden
un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF
y/o receptora de Kit con un compuesto orginico capaz de
enlazarse con glicoproteina Scido-o; en una combinacién fija,
o para su administracién cronolégicamente escalonada o
simultdnea, y al uso combinado de ambas clases de compuestos,
ya sea en una combinacién fija, o para su administracién
cronolégicahente escalonada o simultdnea, para el tratamient
de . enfermedades _proliferativas, especialmente enfermedades
tumorales especialmente aquellas que se puedan tratar mediante

la inhibicién de la actividad de cinasa de tirosina de abl,

- receptora de PDGF, y/o receptora de Kit.
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Antecedentes de ls Invencién
Se sabe que un nimero de compuestos inhiben la prolifera-
cién de células por medio de la inhibicién de la cinasa de ti-
rosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit. Por
ejemplo, la Solicitud Internacional Nuimero WO 98/35958, la So-
licitud de Patente Internacional Ndamerc WO 97/02266, y espe-
cialmente la Solicitud de Patente Europea Nimero EP 0,564, 409-
A, asi como la Solicitud Internacional Nimero WO 99/03854, toda
las cuales se incorporan a la presente como referencia, mencio-~
nan compuestos que son inhibidores de cuando menos una de las
cinasas de tirosina mencionadas anteriormente. Ademds, los
compuestos que son de interés, son Tirfostina AGY937 (ver Kaur
y colabgradores, Anticancer Drugs 5, 213-222 (1994)), Herbimi-
cina A (Okabe and Uehara, Leukemia and Lymphoma 12, 2156-2162
(1994), Blood 80, 1330-1338 (1994) y Leuk. Res 18, 213-220
(1994), asi como Rioran y colaboradores, Oncogene 16, 133-1542
(1998)); Tirfostinas AG 1295, AG 1296 (ver Kovalenko y colabo-
radores, Cancer Res 54, 6106-6114 (1994), Lipson y colaborado-
res, Phar@acol & Exp- Therap. 285, 844-852 (1998), Krystal y
colaboradores, Cancer Resa. 57, 2203-2208 (1997)):; SU 101 (Le-
flunomida), asi como su metabolito (ver Shawer y colaboradores,
Clin. Cancér Res. 3, 1167-1177 (1997), Mattar y colaboradores
FEBS Lett 334, 161-164 (1993), Cherwinskyi y colaboradores, In-
flamm. Res. 3, 1167-1177 (1997), y Strawn y colaboradores, EXp.

Opin. Invest. Drugs 7, 533-573 (1988)); y Piridopirimidinas
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(ver, por ejemplo Hamby y colaboradores, J. Med. Chem. 40,
2296-2303 (1997), Dahring y colaboradores, J. Pharmacol. Exp.
Thexr. 281, 1446-1456 (1997), Klutcho y colaboradores , Life
Sci. 62, 143-150 (1998), Panek y colaboradores J. Pharmacol.
Exp- Ther 283 1433-1444 (13897), Boschelli y coiaboradores, J.
Med. Chem. 41, 4365-4377 (1998)). Todas las referencias men-
cionadas anteriormente se incorporan a la presente como refe-
rencia.

Estos compuestos, como se describen en las Solicitudes de
Patentes mencionadas y en otras publicaciones, han demostrado
ser efectivos en la profilaxis, y especialmente en el trata-
miento de enfermedades que son ocasionadas por la desregqulacién
de la fosforilacidén y/o de la actividad de las cinasas de tiro-
sina recién mencionadas.

La fosforilacién de proteinas se ha conocido durante mucho
tiempo como un paso esencial en la diferenciaciédn y en la divi-
sién de las células. 1lLa fosfoiilacibn es catalizada por las
cinasas de proteina K subdivididas en las c¢inasas de seri-
na/treonina y de tirosina. Las cinasas de tirosina comprenden
la cinasa de tirosina receptora de PDGF (Factor de Crecimiento
Derivado de Plaquetas) = PDGF-R TK, la cinasa de tirosina de
abl (abl), y la cinasa de tirosina receptora de Kit (Kit R TK).
Cuando se desregulan estas cinasas de tirosina, por ejemplo,
por medio de mutacién o activacidén a través de factores exter-

nos, por ejemplo compuestos {(compuestos internos naturales, ta-
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les como PDGF, o compuestos externos) que se enlazan con ellas,
entre otras cosas, el resultado es la desrrequlacidén del creci-
miento celular.

El PDG? (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas) es
un factor de crecimiento que se presenta con mucha frecuencia,
que tiene un papel importante tanto el crecimiento normal como
en la proliferacién celular patolégica, tal como en la carcino-
génesis y en los desdrdenes en las células de misculo liso de
loa vasos sanguineca, por ejemplo en aterocesclerosis y trombo-
sis. Su inhibicién se puede medir en analogfa al procedimiento
descrito en la Patente Europea N(Gmero EP 0,564,409, mencionada
anteriormente (ver también E. Andrejauskas-Buchdunger y U. Re-
genass en Cancer Research 52, 5353-5358 (1992)).

La inhibicién de cinasa de abl, por ejemplo, la cihaaa de
tirosina de v-abl, se determina de acuerdo con los métodos de
N. Lydon y colaboradores, Oncogene Research 5, 161-173 (1990) y
J.F. Geissler y colaboradores, Cancer Research 52, 4492-4498
(1992). En estos métodos, se utilizan [Val®]-angiotensina II y
[y-*3P] -ATP como sustratos.

La inhibicién de la cinasa de tirosina receptora de Kit se
puede medir, por ejemplo, como en el ensayo de cinasa c-Kit in
vitro:

El ensayo de cinasa c-Kit in vitro se realiza en placas de
36 pozos como un ensayo de enlace de filtro, utilizando el do-

minio de <cinasa c¢-Kit fusionado <c¢on GST(glutationa-S-
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transferasa) recombinante expresado en baculovirus, y purifica-

do sobre glutationa-Sepharose. La proteina de fusién con GST
se incuba bajo condiciones optimizadas en la presencia o en au-
aencia de fArmaco, y la inhibicién de cinasa se mide detectando
la reduccién en la fosforilacién del péptido P-275 de po-
11 (GluTyr) {(4:1). Se utiliza Gamma- [*’P]-ATP como el donador de
fosfato. De una manera alternativa, es posible utilizar un en-
sayo celular para c-Kit: A las células que sobreexpresan c-Kit
se les agota el suero, y se incuban durante 90 minutos a 37°C
con el fdrmaco, antes de su estimulo con el factor de células
de tallo humano recombinante. Se analizan cantidades iguales
de proteina a partir de los lisados celulares, para determinar
la inhibicién de fosforilacién de c-Kit mediante Western blot,
utilizando anticuerpos contra la fosfotirosina.

Debido a las propiedades descritas, los compuestos que muestran
inhibicién de una de las cinasaa de tirosina mencionadas ante-
riormente, se pueden utilizar como terapéhticos, especialmente
para el tratamiento de enfermedades proliferativas, tales como
céncer, especialmente tumores y leucemias.

Los compuestos, por otra parte, se pueden utilizar no so-
lamente como ingredientes activos inhibidores de tumores, sino
también como fdrmacos contra enfermedades proliferativas no ma-
lignas, por ejemplo ateroesclervsis, trombosis, psoriasis, es-
clerodermitis, vy fisroais. También son adecuados para las

aplicaciones adicionales mencionadas anteriormente para los mo-
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duladores de cinasa C de protefina, y se pueden utilizar espe-
cialmente en el tratamiento de enfermedades que respondan a la
inhibicién de la cinasa receptora de PDGF.

Un inhibidor de cinasa de tirosina como se describe ante-
riormente, también inhibe la cinasa de BCR/Abl (ver Nature Me-
dicine 2, 561-566 (1996)) y por lo tanto, es adecuado para el
tratamiento de céncer y enfermedades tumorales positivas para
BCR/Abl, tales como leucemias (especialmente leucemia mieloide
crbnica y leucemia linfobldstica aguda, en donde se encuentran
egpecialmente wmecanismos de accién apoptébticos), y también
muestra efectos sobre el subgrupo de células de tallo leucémi-
cas, asil como el potencial para la purificacién de estas célu-
las in vitro después de remover estas células (por ejemplo, re-
mocién de médula &sea) y reimplantacidn de las células una vez
que se han liberado de las células de cédncer (por ejemplo, re-
implantacién de células de médula &sea purificadas).

En adicién, un inhibidor de cinasa de tirosina como se
describe anteriormente, puede mostrar efectos Gtiles en el tra-
tamiento de desérdenes.que se presenten como un resultado de
transplante, por ejemplo trasplante alogénico, especialmente
rechazo de tejido, tal como especialmente bronquiolitis oblite-
rativa (OB), es decir, un rechazo crénico de trasplantgs de
pulmSn alogénicos. En contraste con los pacientes sin OB,
aquéllos con OB con frecuencia muestran una concentracién ele-
vada de PDGF en los fluidos de lavado bloncoalveolares. Los

/
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inhibidores de cinasa de tirosina también pueden ger efectivos

en enfermedades asociadas con la migracidén y proliferacién de
células de miisculo liso vascularee (en donde el PDGF y el PDGF-
R con frecuencia también tienen un papel), tales como resteno-
sis y atercesclerosis. También puede inhibir la angiogénesis.

Todos estos usos se describen con detalle en las Patentes
NGmeros EP 0,564,409; WO 97/02266; WO 99/03854 y WO 98/35958, o
en las otras referencias mencionadas anteriormente.

Un ejemplo de un compuesto que muestra actividad inhibido-
ra sobre las cinasas de tirosina anteriormente mencionadas, es
el compuesto denominado 4-(4-metilpiperazin-l1-ilmetil)-N-[4-me-
til-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino) fenil}lbenzamida, que
se describe en la Patente Europea NiGmero EP 0,564,409, y en la
forma de la sal de metansulfonato (STIS71 posteriormente en la
presente), de preferencia en la forma del cristal-f, en la Pu-
blicacién Internacional Nimero WO 99/03854.

Este compuestos es un potente inhibidor de becr/abl, una
proteina de fusién oncogénica que ocasiona Leucemia Mieloide
Crénica (CML). Sin embargo, se ha observado en un ensayo cli-
nico continuo, que los pacientes de CML en crisis, y los pa-
cientes de Leucemia Linfobl&stica Aguda Positiva de Cromosoma
Filadelfia reincidentes (Ph+-ALL) muestran solamente .respuestas
temporales al STIS571, que son seguidas por un breve periodo de
tiempo por el desarrollo de resistencia.

Previamente mostramos que este c mpuesto puede curar rato-
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nes inyectados con células leucémicas BCR/ABL+humanas, si se
mantiene una inhibicién continua de la actividad de cinasa de
bcr/abl. Este modelo se utilizé para estudiar el posible desa-
rrollo de reasistencia a STI571. Cuando se trataron animales
que tenian tumores grandes (>400 miligramos), se observd una
reduccién del tumer en tod.os los animales, con desaparicién en
algunos. Sin embargo, ningGn animal se curd, y los animales
reincidentes no respondieron a un tratamiento adicional, y la
actividad de cinasa de bcr/abl no fue inhibida por la adminis-
tracién de STI571 in vivo, aunque se obtuvieron concentraciones
en plasma activas (aproximadamente 10 uM). Los tumores :se se-
pararon de los animalee resistentea reincidentes, se pusieron
en cultivo, y se probaron dentro de 24 horas para determinar su
sensibilidad in vitro al STI571. 5/5 tumores examinados mos-
traron una ICsp (0.1-0.3 uM) no significativamente dife;ente de
aquélla de la linea parental KU8l2.

Se puede desarrollar resistencia como el resultado de va-
rios factores, operando al nivel celular, o bien solamente in
vivo. Se puede desarrollar reaisténcia al fdrmaco, por ejem-
plo, como un resultado de mutacién/amplificacién del gen blan-
co, induccién de metabolismo, y, paradéjicamente, una mayor de-
gradacién posterior a la traduccién de la proteina blanco, y
similares.

De una manera sorprendente, se ha encontrado que los datoa

farmacocinéticos indicaron que los animales reincidentes alcan-

I



20

, o) 4

zaron concentraciones pico similares a las de los controles,

pero mostraron una reduccidén significativamente mwés lenta en
las concentraciones de STI571 a través del tiempo. Ahora hemos
encontrado que esto ese debe a la preser'xci.a de un factor de en-
lace en el plasma de los animales re|incidentes, que puede redu-
cir la distribucidn del tejido, y liberar el STIS71. Se proba-
ron un nimero de proteinas in vitro, para determinar su capaci-
dad para inhibir la actividad bioclfgica del STIS71. Aunque la
albimina no tiene influencia sobre la inhibicién por el S8STI571
de la proliferacisén de KU812, la glicoproteina &dcida-a, .(AGP)
lo hace en concentraciones fisioel6gicas, incrementando la ICs,
para STIS71 hasta 90 veces. La AGP también inhibe el efecto
del STIS71 sobre la foaforilaci6n de bcr/abl in vitro. La
Constante de Asociacitn (Xa) para el enlace especifico con
STI571 se calcula y se encuentra que es 60 veces mis alta en
AGP que en la albimina. Los niveles de AGP e miden en ratones
mediante un inmunoensayo. Se encuentra una fuerte correlacidn
entre la carga tumoral y las concentraciones de AGP. En adi-
cién, el tratamiento previo con STI571 in vivo también incre-
menta ]_.os niveles en plasma de AGP. De acuerdo con lo anterior,
los animales previamente tratados con STI571, y luego inyecta-
dos con células KUB1l2 y tratados con STI571 24 horas mds tarde,
responden menos al tratamiento que los controles (animales cu-
rados: B/16 contra 16/16, p>0.01). Estos resultados '‘sugieren

que la elevacién de los niveles de AGP, ya sea inducida por el



10 2 /r

tumor o por el tratamiento mismo, es responsable del desarrollo
de resistencia al STI571.

La presente invencidén tiene la tarea de proporcionar un
medio para superar la resistencia que se desarrolla en los ani-
males de sangre caliente si se aplica STI571 o cualquief otro
de los inhibidores de cinasa de tirosina mencionados anterior-
mente, durante el tratamiento de una enfermedad, como se men-
ciond anteriormente.

El resultado sorprendente de que la resistencia contra un inhi-
bidor de cinasa de tirosina, especialmente STIS571, se puede de-
ber al enlace de AGP, y por lo tanto, a la concentracién libre
mds baja del firmaco activo en el plasﬁa sanquineo, forma una
base para la bfisqueda de una solucifn, sea mediante la deten-
cién de una molécula reguladora, por ejemplo una proteina regu-
ladora, para que no se permita la activacién de la transcrip-
cién del gen de AGP, mediante la detencién de la amplificacién
del gen de AGP, mediante la inhibicién de la transcripcién ge-
nética del ARNm que codifica AGP, mediante la inhibicién de la
traducci6n de este ARNm en la proteina madura, mediante la in-
fluencia en su distrib;ucién y acabado hasta la glicoproteina
final, mediante la inhibicién de su secrecién hacia el plasma
sanguineo, mediante la dosificacién mids grande del inhibidor de
cinasa de tirosina, mediante la neutralizacién de la AGP, por
ejemplo por anticuerpos, mediante la activacién del metabolismo

© la eliminacién del plasma, mediante la activacién de la de-

rs
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gradacién posterior a la traduccién de AGP o sus precursores, y
similares.
Inesperadamente, en vista de los reportes que informan que hay
dudas sobre la relevancia del desplazamiento del f&rmaco duran-
te la terapia de f&rmacos combinados (ver, por ejemplo, Kremer
Yy colaboradores, Pharmacological Rev. 40 (1), 1-47 (1988)}, se
ha encontrado que es posible, mediante la combinacién de uno o
mids compuestos de enlace de AGP, con un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit, supe-
rar este tipo de resistencia.

Por consiguiente, la presente invencién permite tener una
mejora importante en la terapia de pacientes qué tengan una de

las enfermedades mencionadas en la presente divulgacién.

Compendio dea la Invancién

Esta invencién ese refiere a una combinacién de (a) un
inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o
receptora de Kit (componente (a)) y (b) un compuesto orgdnic
capas de enlazarse con una glicoproteina &cida-a; (AGP) (compo-
nente (b)), asi como a preparaciones farmacéuticas y/o tera-
pias, en relacifn con estados de enfermedad que respondan a la
inhibicién de la cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF,
y/o receptora de Kit. En particular, la invencién se refiere a
productos o combinaciones que comprenden (a) un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, receptora de PDéF, y/o receptora de

/
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Kit, y (b) un compuesto orgdnico capaz de enlazarse con la gli-
coproteina &cido-a; (AGP), ya sea en una combinacién fija, o
para su administracién cronolégicamente escalonada o simultéd-
nea, y al uso combinado de ambas clases de compuesto, ya sea en
una combinacién fija o para su administracién cronolédgicamente
escalonada o seimultdnea, para el tratamiento de enfermedades
proliferativas, especialmente enfermedades tumorales, especial-
mente aquéllas que puedan ser tratadas mediante la inhibicién
de la actividad de cinasa de tirosina de abl, receptora de

PDGF, y/o receptora de Kit.

Dascripcidn de las Figuras
Las Figuras 1A y B muestran loa efectos de la carga tumo-
ral inicial y de la duracién del tratamiento con STIS71.

Fighra 1A: Se inyectaron dos grupos de 15 ratones sin pelo
con 50 x 10° células leucémicas KU812. El tratamiento con
STI571 (160 miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horas durante
11 dfas) se inicia después de un dia (grupo I; cuadroa) o des-
pués de 8 dfas (grupo II; rombos) en la presencia de un peso de
tumor promedioc de 276 + 97 miligramos. Los nimeros entre pa-
réntesis indican el nimero de animales exenl':os de tumor.

Figura 1B: Los ratones sin pelo inyectados con células
KU812 se tratan con STIS571 (160 miligramos/kilogramo oralmente
cada 8 horas durante 11 dias) despuée de un dfia (grupo I), des-

pués de 8 dfas (grupo II, peso del tumor promedi de 253 i 122

’
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miligramos), o después de 15 dias (grupo I1I, peso del tumor
promedio de 1054 + 258 miligramos). Los resultados represen-
tan el promedio de tres experimentos consecutivos.

Figura 1C: Los animales pertenecientes al grupo II se de-
jan sin tratamiento {controles), o se tratan con STI571 (160
miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horas) durante 11 6 18
dias con STIS71.

La Figura 2 muestra el efecto del re-tratamiento con
STI571 sobre la reincidencia del tumor después de una respuesta
inicial al STI571. Las lineas punteadas se refierem al creci-
miento 8i los tumores no fueron tratados (ver la parte de méto-
dos en los Ejemplos).

La Figura 3 muestra la sensibilidad in vitro a STI571 de
dos tumores resistentes in vivoe. Los valores se expresan como
un porcentaje de los controles que incorporaron 129'362+6329
cpm.

La figura 4 muestra la inhibicién in vivo de la actividad
de cinasa de Bcr/Abl mediante STIS571. Los ratones que tienen
tumor se tratan agudamente con STIS71 oralmente (160 miligra-
moa/kilogramo), y se sacrifican en diferentes puntos del tiem-
po. Las muestras de tumor se extraen y se utilizan para el
andlisis Western blot con anti-fosfotirosina (pTyr) o anti-
Abelson (Abl). El STI571 inhibe eficientemente la fosforilacién
de la cinasa de tirosina de BCR/ABL en los controles (Ctrl) a

las 2 v a las 4 horas {(inhibicién del 80 por ciento y del 50

s
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por ciento mediante andlisis densitométrico), comparindose con
los animales no tratados (n.t:), mientras que los extractos de
los animales reincidentes (Rel) son resistente al tratamiento
con STIS71.

La Figura 5 muestra las concentraciones en plasma y en tu-
mor de STI571, en ratones que tienen tumor previamente tratados
o no con STI571. Los animales se tratan agudamente con STIS71
{160 miligramos/kilogramo oralmente), y se sacrifican a las
0.5, 2, y 5 horas mis tarde., El STI571 se determina mediante
HPLC en muestra de plasma y en extractos de tumor. Loes ratones
de control nunca reciben un tratamiento previo con STI571,
mientras que los ratones previamente tratados se someten a dos
ciclos de 11 dias de STI571 (como en la Figura 2). Los pesos
de tumor promedio son de 450 + 129 miligramos en los controles
de 684 + 283 miligramos en los ratones previamente tratados.

La Figura 6 muestra la sensibilidad in vitro a STIS571 de célu-
las KUBl12 en la presencia de glicoproteina dcida a;, (A) y albaG-
mina (B) (ver la recuperacién de *H-timidina en los métodos).

La Figura 7 muestra el efecto de dos muestras de suero que
contienen diferentes cantidades de AGP scbre la actividad in
vitro de STI571 sobre células KUBl2.

Las Figuras 8A y B muestran la determinacién de AGP en ra-
tones normales y que tienen tumor.

Figura 8A: Concentraciones en‘ilasma promedio de AGP en

ratones con diferentes estados de enfermedad o de tratamiento.

’
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Grupo 1 (n=11) se refi;ere 4 ratones normales, grupo 2 {(n=8}) a
ratones tratados con STI571 durante 11 diae (y muestreados tres
dias después de la descontinuacién del tratamiento), grupo 23
(n=6) a ratones que tienen un tumor de 8 dfias de edad (peso
promedio de 304 i 116 miligramos), grupo 4 (n=7) a ratones que
tienen un tumor de 15 dias de edad (peso promedio de 1184 + 295
miligramos) .

Figura 8B: Determinacién directa de AGP en ratones norma-
les y que tienen tumor, mediante isocelectroenfoque: las pistas
1-2 se refieren a ratones normales, las pistas 3-4 a los anima-
les que tienen tumores grandes (>1 gramo). Las diferentes iso-
formas de AGP se indican y estdn comprendidas entre un pH de
3.4y 4.0.

La Figura 9 muestra el efecto de AGP (en 1 miligramos/mi-
lilitro} y eritromicina, eobre la actividad de STI571 (en un
M) sobre células KUB12.

La Figura 10 muestra el efecto de AGP y eritromicina sobre
la inhibicién de la autofosforilacién de bcr/abl inducida por
STIS71.

Se incuban 3 x 10° células por pozo a 37°C con base de
eritromicina (100 uM), STIS?71 (3 uM) AGP (2 miligramos/mili-
litro). Después de 1 hora, la células se lavan dos veces con
suero regulado con fosfato frfo (PBS), y subsecuentemente se
lisan en 500 microlitros de regqulador de Laemmli 1 x. Los li-

sados celulares que corresponden a 90,000 c&lulas se analizan

Fd
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mediante electroforesis SDS sobre poliacrilamida al 7.5
porciento. Se detectan ber/abl endégeno y bcr/abl foaforilado
con tirosina, con el anticuerpo monoclonal de ratén
correspondiente.

Las Figuras 1l1A y B muestran el efecto in vivo de la
eritromicina sobre la co-administracifn con STIS71 a ratones
que tienen tumor. Los animales que tienen tumores de 11 dfas de
edad se asignan aleatoriamente a dos grupos separados. 15
ratones se tratan con STIS571 y eritromicina (peso ‘de tumor
promedioc de 385 + 53 miligramos), mientras que otros 15 ratones
recibieron sclamente STI571 (peso de tumor promedio de 390 %
114 miligramos). Loa grupos de contrel reciben erxitromicina
golamente, resuspendida en metilcelulosa al 5 porcient (5
ratones), o metilcelulosa al 5 porciento solamente (6 rat nes).

Figura 11A: Peso de tumor promedio durante el
tratamiento (dfas 0-20).

Figura 11B: Porcentaje de ratones que tienen tumor:
en cada punto del tiempo, se calcula el porcentaje de 1 8
ratones que tienen un tumor palpable scbre el ntmero total de

ratones vivos en ese momento.
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La Figura 12 muestra el efecto del tratamiento previo so-
bre el efecto anti-leucémico de STIS571. Dos grupos de ratones
sin pelo se tratan con STIS71 (160 miligramos/kilogramo cada 8
horas) durante 11 dias, empezando en el dfa 1 después de la in-
veccién de células leucémicas. La linea punteada se refiere a
los animales de control, no tratados previamente. La linea s6-
lida se refiere a los animales que han recibido un tratamiento
idéntico de STIS71, 14 dias antes de ser inyectados con células

leucémicas becr/abl + de KUS12.

Dascripcifn Datallada de la Invencidn

De una manera sorprendente, se han observado efectos posi-
tivos, y de preferencia inclusive sinérgicos, entre los inhibi-
dores de cinasa de tirosina de abl, de PDFG-R, y/¢© receptora de
Kit, y los compuestos orginicos capaces de enlazarse con glico-
protefina &cida-a; (AGP) en modelos de xenoinjerto de ratones
8in pelo. Esta es una evidencia de que los inhibidores de ci-
nasa de tirosina se pueden utilizar no solamente como agentes
individuales, sino también especialmente en una terapia de com-
binacién con compuestos orgdnicos capaces de enlazarse con AGP
para el tratamiento de enfermedades de céincer.

Esta combinacifn ofrece una gran cantidad de ventajas: en
primer lugar, los inhibidores de cinasa de tirosina pueden
exhibir efectos secundarios significativos hasta efectos real;

mente téxicos, de modo que simplemente la compensacién del en-



- ko 45

lace de AGP mediante un incremento de la dosis de un inhibidor

de cinasa de tirosina con frecuencia es muy difficil o imposi-
ble, con el objeto de obtener un equilibrio responsable entre
el uso terapéutico y los efectos secundarios. Sin embargo, en
las nuevas combinaciones descritas en la presente, es posible
disminuir la cantidad de inhibidor de cinasa de tirosina nece-
saria, y por lo tanto, aliviar los efectos secund;rios. Segun-
do, el compuesto orgénico que se puede utilizar como el com-
puesto capaz de enlazarse con AGP, se puede seleccionar a par-
tir de compuestos con muy alta tolerabilidad, permitiendo de
esta manera una gran flexibilidad en el tratamiento de pacien-
tes de cidncer. Tercero, debido al hecho de que la liberacidn
de los inhibidores de cinasa de tirosina farmacéuticamente ac-
tivos a partir de AGP que se enlace en plasma, abre un ruta to-
talmente nueva de tratamiento, también es posible tratar tipos
de céncer que hayan sido muy diffciles de tratar, o inclusive
pricticamente no afectados por la terapia con quim;oterapeﬁti—
cos convencionales. Mis importante, es posible superar la de-
sensibilizacién in vivo (resistencia) de las células prolifera-
tivas a un inhibidor de cinasa de tirosina, que pueda estar
presente ya sea al principio del tratamiento (por ejemplo, de
preferencia debido a altos niveles de AGP en el plasma saﬁgui—
nec), o que bien pueda haberse desarrollado o se esté desarro-
llando durante el tratamient? con un inhibidor de cinasa de ti-

rosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, com ge descri-
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be en la presente divulgacién.

La presente invencién de preferencia se refiere a una pre-
paracién en combinacién que comprende (a) cuando menos un inhi-
bidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de
Kit, y (b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazar-
se con glicoproteina 4cida-a, (AGP); o sales farmacéuticamente
aceptables de cualquier componente (a), (b), 6 (a) y (b), si
esti presente cuando menos un grupo formador de sal.

La invencién también se refiere a un método para el trata-
miento de una enfermedad proliferativa que se pueda tratar me-
diante la administracién de un inhibidor de cinasa de tirosina
de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde:

{(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de

. abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b} cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
con glicoprotefna dcida-a;,; (AGP),

ge administran a un mamifero en combinacién con una canti-
dad que sea conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una
enfermedad proliferativa que se pueda tratar mediante la admi-
nistracién de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde cualquier componente {(a)
y-/o (b) también puede estar presente en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si estd presente cuando menos un
grupo formador de sal.

La invencién también se refiere a un producto que compren-

”
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de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgédnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a; (AGP),

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en augencia de uno o mée materiales de
vehficulo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simultdneo o cronolégicamenge escalona-
do dentro de un perfodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a} como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-
rativa que responda a este compuesto.

La invenci6n también se refiere a una preparacién farma-
c€éutica que comprende una cantidad, que es conjuntamente efec-
tiva para el tratamiento de una enfermedad proliferativa que
pueda ser tratada mediante la administracién de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R., y/o receptora de Kit, de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orginico capaz de enlazarse
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con glic protefna &cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

con uno o méis materiales de vehfculo farmacéuticamente
aceptables.

La invencién también se refiere al usc de una combinacién
de:

“

{(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y )

(b) cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
con glicoproteina dcida-a,,

en donde cualquier componente {a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,
para producir preparaciones farmacéuticas para utilizarse como
composiciones contra una enfermedad proliferativa que pueda ser
tratada mediante la administracifn de un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit.

Se incluye el uso en un método para inhibir la hipexproli-
feraci6n de células, el cual comprende poner en contacto las
células hiperproliferantes con una preparacién farmacéutica o
producte como se eppecifica en los Gltimos dos pirrafos, espe-
cialmente un método para el tratamiento de una enfermedad pro-

»
liferativa, el cual comprende poner en contacto a un sujeto, a
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las células, a los tejidos, © a un fluido corporal de este su-

jeto, del que se sospeche que tenga una enfermedad hiperproli-
ferativa, con una composicién o producto farmacéutico como se
especifica en los dltimos dos parrafos.

Los términos generales utilizados anteriormente en la pre-
sente y posteriormente en la presente, de preferencia tienen
los siguientes significados, si no se indica de otra manera:

El término "cuaﬁdo menos uno", haciendo referencia a: a)
inhibidores de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o recep-
tora de Kit, o b) compuestos orgdnicos capaces de enlazarse con
glicoproteina &cido-a,, se refiere a uno o mds, especialmente
uno a cinco miembros de cada grupo a) o b), de preferencia a un
compueato del grupo a) y uno o mis, especialmente 1 a S5, més
especialmente 1 & 2 compuestos del grupo b}.

El término "inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit", de preferencia significa uno de
los siguientes compuestoé:

Un compuesto mencionado en la Solicitud Internacional Ni-
mero WO 97/02266, en la Solicitud de Patente Internacional NG-
mero WO 98/35958, y especialmente en la Solicitud de Patente
Europea Nimero EP 0,564,409-A, asi como en la Solicitud Inter-
nacional NGmerc WO 99/03854, todas las cuales se incorporan a
la presente como referencia; Tirfostina AG957 (ver Kaur y cola-
boradores, Anticancer Drugs 5§, 213-222 (1994)), Herbimicina A

{Okabe and Uehara, Leukemia and Lymphoma 12, 2156-2162 (1994),
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Blood 80, 1330-1338 (1994) y Leuk. Res 18, 213-220 (1994), asi
como Rioran y co;aboradores, Oncogene 16, 133-1542 (1998));
Tirfostinas AG 1295, AG 1296 {(ver Kovalenko y colaboradores,
Cancer Res 54, 6106-6114 (1994), Lipson y colaboradores, Phar-
macol & Exp- Therap. 285, B44-852 (1998}, Krystal y colaborado-
res, Cancer Res. 57, 2203-2208 (1997)):; SU 101 (Leflunomida),
asi como su metabolito (ver Shawer y colaboradores, Clin. Can-
cer Res. 3, 1167-1177 (1997), Mattar y colaboradores FEBS Lett
334, 161-164 (1993), Cherwinskyi y colaboradores, Inflamm. Res.
3, 1167-1177 (1997), y Strawn y colaboradores, Exp. Opin. In-
vest, Drugs 7, 533-573 (1998)); y Piridopirimidinas (ver, por
ejemplo Hamby y colaboradores, J. Med. Chem. 40, 2296-2303
(1997), Dahring y colaboradores, J. Pharmacol. Exp. Ther. 281,
1446-1456 (1997), Klutcho y colaboradores , Life Sci. 62, 143-
150 (1998), Panek.y colaboradores J. Pharmacol. Exp. Ther 283,
1433-1444 (1997), Boschelli y colaboradores, J. Med. Chem. 41,
4365-4377 (1998)). Todas las referencias mencionadas anterior-
mente se incorporan a la presente como referencia. Los inhibi-
dores de qinasa de tirosina, su sinteslis, y su uso, se pueden
deducir de estas referencias.

El término "y/o" utilizado en "inhibidor de cinasa de ti-
rosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit" significa que
cualquiera o mads de las cinasas de tirosina mencionadas es
inhibida por un compuesto abaFcado por esta expresién.

De preferencia, uno de los siquientes compuestos signifi-
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ca, en el término de "inhibidor de cinasa de tirosina de abl,
de PDGF-R, y/o0 receptora de Kit":

{A) Un compuesto de la férmula IV:

X<
N= ({CHR);——Y
N R
= ¥/ 1
/A- B \ (Iv)
N
\ Nte Ra
D—E TQ),
en donde:

res de 0 a 2;

nesde 0a2;

mes de 0 a 4;

R; ¥y Rz (1) son alqgquilo inferior, especialmente metilo, o

{ii) forman juntos un puente en la subférmula I*:

o, )

logrdndose el enlace por medio de los dos dtomos de carbo-

no terminales, o (iii) forman juntecs un puente en la subffrmula

Inw,

: (")
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en donde uno o dos de 1os miembros de anillo T,, T;, T, Yy

Ts son nitrégeno, y los otros en cada .casoc son CH, y el enlace
se logra por medio de T, y T.;

A, B, D, y E son, independientemente unos de otros, N &
CH, estipulando que no mids de dos de estos radicales sean N;

G es alquileno inferior, alquileno inferior sustituido por
aciloxilo o hidrqxilo, -CH;-0-, -CH;-8-, -CH3-NH-, oxa (-0-),
tia (-S-), 6 imino (-NH-);

Q es alquilo inferior, especialmente metilo;

R es H 8 alquilo inferior;

X es imino, oxa, o tia;

Y es arilo, piridilo, o cicloalquilo insustituido o susti-
tuido; y

Z es amino mone o disustituido, halégeno, alquilo, alquilo
sustituido, hidroxilo, hidroxilo eterificado o esterificado,
nitro, ciano, carboxilo, carboxilo esterificado, alcanoilo,
carbamoilo, carbamoilo N-mono- o N,N-disustituido, amidino,
guanidino, mercapto, sulfo, tiofenlilo, feniltiocalquilo infe-
rior, alquiltiofenilo, fenilsulfinilo, fenilalquilsulfinilo in-
ferior, alquilfenilsulfinilo, fenilsulfonilo, fenilalquilsul-
fonilo inferior, o alquilfenilsulfonilo, en donde. - si estd
presente mds de un radical Z (m = 2 2) - los sustituyentes Z
son iguales o diferentes unos de otros;

Y en donde los enlaces caracterizados, si estdn presentes,

por una linea ondulada, son enlaces sencillos o dobles;
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o un N-6xido del compuesto definido, en donde uno o mis

dtomos de N llevan un dtomo de oxigeno;

con la estipulacién de que, si Y es piridilo o cicloalqui-
lo insustituido, X sea imino, y los radicales restantes sean
como se definen, G se seleccione a partir de un grupo que com-
prenda alquileno inferior, -CH,;-O-, -CH,-S-, oxa, y tia;

o una sal del mismo.

De preferencia, las definiciones de ios sustituyentes da-
das anteriormente tienen los significados, especialmente los
significados preferidos, descritos en la Solicitud de Patente
Internacional NGmero WO 9{;35953. El mids preferido de estos

compuestos es el compuesto de la férmula V:

V)

con el nombre 1-(4-cloroanilino)-4-(4-piridilmetil)-
ftalazina, o una sal farmacfuticamente aceptable del mismo;
{(B) un compuesto de 7H-pirrolo{2,3-dlpirimidina de 1la

f&6rmula VI:
(1)1

vh
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en donde:
qes 061,

nesde l1a3dcuandogqes 0, on es de 0 a 3 cuando q es

R es haldgeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, NLalquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilec inferior, ciano, amino, alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-
fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
dife;entes;

a) Ri1 ¥ R; son cada uno independientemente del otro:

a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcanoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoflo, N-
alquilcarbamoflo inferior, N,N-dialquilcarbamoilo inferior,
ciano, © por nitro;

B) hidrégeno;

Y) piridilo insustituido o sustituido por halégeno © por
alquilo inferior;

8) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;

alcoxicarbonilo inferior; carbamoflo; N-alquilcarbamoflo infe-
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rior; N,N-dialquilcarbamoflc inferior; N-bencilcarbamoilo; for-

milo; alcanoflo inferior; alquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

€) alquilo inferior sustituido por:

ex) halbgeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que estd insustituido o sustituido en 1la
fraccién de fenilo por halSgeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonile inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamoflo inferior, c¢iano, amino, alcanoilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
por trifluorometilo,
€y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

€ed) por un radical de la f6rmula R;-S(O).- en donde R; es
alquile inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) cuando q es 1, uno de los radicales R, y R; es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y R; tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el pirrafo a), con la excepcién de hidrégeno, o

c) R, Yy R; son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos

de carbon sustituido por aﬁino. alcanoilamino inferior, alqui-
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lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitre, halégeno,
hidroxilo, alcanciloxilo inferisr, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferiori carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, o por ciano, o son aza-1,4-
5 alcadienileno que tiene hasta 9 &tomos de carbono, o©
d) cuando q es 1, R; y R: son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insuséituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el p&-
rrafo a), y
10 R¢ es hidrégeno, alquilo inferior, alcoxicarbonilo inferior,
carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, o N,N-
dialquilcarbamoflo inferior,
o una sal del mismo.
De preferencia, las definiciones de los sustituyentes da-
15 das anteriormente tienen los significados, easpecialmente los
significados preferidos, descritos en la Solicitud de Patente
Internacional Nimero WO 97/02266. El mis preferido de estos

compuestos es el compuesto de la f£6rmula VII:
H

VI,

25 ) CH,
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que tiene el nombre (R)-6-(4-hidroxifeil)-4-[(1-

30
feniletil) -amino] -7H-pirrolo(2,3-d] pirimidina; o mis

preferido:

(c) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamida de 1la

R A
N

R Y

s

& T

en donde:

f&érmula I:

.Rl es 4-pirazinilo, 1l-metil-1H-pirreclilo, fenil
sustituido por amino o por aminoalquilo inferior, en donde el
grupo amino en cada caso estd libre, alquilado, o acilado, 1H-
indolilo 6 1H-imidazolilo enlazado en un Atomo de carbono del
anillo.de 5 miembros, o piridilo insustituido o sustituid pr
alquilo inferior enlazado en un Atomo de carbono del anill , e
insustituido o sustituido en el dtomo de nitrégeno por oxigeno,

Rz ¥ Ry son cada unc independientemente del otr ,
hidrégeno o alquilo inferior, '

uno o dos de los radicales R;, Rs, Rg, Ry Y Ry son
cada uno nitro, alcoxilo inferior sustituido por fldor, un
radical de la férmula IX:

-N(Rg) -C(=X) - (¥}, -Ryp (11),
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Ry es hidrégeno o alquilo inferior,

en donde:

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroxi-imino, u
O-alquilhidroxi-imino inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, vy

Ry €8 un radical alifitico que tiene cuando menos 5 &tomos
de carbono, o un radical aromitico, aromitico-alifitico, ci-
cloalifitico, cicloalifdtico-alifitico, heterociclico, o hete-
rociclico-alifético, y los radicales restantes R,, Rs, Rg, Ry, ¥
Ry son cada uno independientemente de los otros, hidrfgeno, al-
quilo inferior que estd insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilado, piperazinile, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfelinile, o alcancilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
grupe formador de sal.

De preferencia, las definiciones de los sustituyentes da-
das anteriormente tienen los significados, especialmente los
significados preferidos, descritos en la Solicitud de Patente
Europea NGmero EP 0,564,409. El mds prefe;ido de estos com-

puesto es el compuesto de la férmula III:



con el nombre 4-(4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-[4-metil-3-{4-
piridin-3-il)pirimidin-z-ilamino)fenil]benéamida, de prefe-
rencia en la forma de la sal de metansulfonato, como se descri-
be en la Publicacién Internacional Nimero WO 99/03854, m&s pre-
feriblemente en la forma de la sal de metansulfonato en la for-
ma del cristal-f, como se describe en la Publicacién Interna-
cional ﬁﬁmero WO 99/03854. Este compuesto {la foima de la sal
de metansulfonato) se denomina como STIS71 posteriormente en la
presente.

Un "compuesto orgdnico capaz de enlazarse con una glico-
proteina &cida-a; (AGP)", es en general un firmaco basico o
neutro, perc también un farmaco dcido, éspecialmente seleccio-
nado a partir del grupo que consiste en:

bloqueadores-alfa, especialmente Nicergolina o Prazosina;

anestésicos/analgésicos, especialmente Alfentanil, Cetami-
na, o Etidocaina;

analgésicos, especialmente Fentanil, Meperidina, Metadona,
© Fenilbutazona;

anestésicos, especialmente Bupivacaina, Etidocaina, o Fen-
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ciclidina;

anestésicos/antiarritmicos, especialmente Lidocaina o Fen-
ciclidina; .

antiarritmicos, especialmente Aprindina, Disopiramida,
Quinidina, o Verapamil;

antibi6éticos, especialmente Eritromicina;

antiéuagulantes, especialmente Acenocumarol, Dipiridamol,
PCR2362 (derivado de tienopiridina), Ticlopidina, o Warfarina;

antiepilépticos, especialmente Fenitoina, o Carbamazepina;
agentee antiinflamatorios, especialmente Naproxeno;

bloqueadores-beta,” especialmente Alprenclol, Metoprolol,
Oxprenolol, Pindolol, y compuestos relacionados, Propranclel, o
Timolol;

esteroides, tales como Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, o Prednisolona;

blogqueadores neuromusculares, especialmente Metocurina o
d-Tubocurarina;

psicotrépicos, especialmente Amitriptilina, Clorpromazina,
Ciclazindel, Desmetilimipramina, Diazepam, Doxépina, Fluraze-
pam, Flufenazina, Haloperidol, Imipramina, Loxapina, Mianseri-.
na, Nortriptilina, Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Feno-
barbital, Derivados de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina,
Protipendilo, Tioridazina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazi-
na, o Zimelidina;

vitaminas y provitaminas, especialmente Vitamina B,; 6 &ci-
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do félico;

sondas fluorescentes, especialmente DAPN (derivado de pro-
pranolol}, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;

farmacos adicionales, especialmente Aminopirina, Amoxapi-
na, Bupropién, Maprolitina, Nomifensina, Trazodona, f&rmacos
con grupo amonio cuaternario, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosi-
na, Binedalina, Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR
2362, Indometacina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazo-
na, Tolmetina, Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil,
Metoclopramida. Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633,
Aprindil, Auramina, O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomi-
praina, Moxaprindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Pro-
triptilina, Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhi-
dramina, Glutetimida,-Clordiazepéxido. L-tript&éfano, Mepivacai-
na, Levometadona, Opipramol, Trifluopromazina, o Trimipramina;

plastificantes, tales como fosfato de tris-butoxietilo
{TBEP) ;
estaurosporina (ver la Patente de los Estados Unidos de Nortea-
mérica Nimero 4,107,297) o derivados estaurosporina, de prefe-
rencia. aquéllos dados a conocer en las Solicitudes de Patente
Eurocpeas N{imeros EP 0,296,110 y/o EP 0,238,011, especialmente
N-benzoil-estaurosporina (PTK412 - ver la Solicitud de Paténte
Europea NGmero EP 0,296,110), 6 7-hidroxi-estaurosporina (UCN-
01 - ver la Solicitud de Patente europea NGmero EP 0,238,011);

asi com un metabolito de cualquiera de estos compuestos;
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© una sal - especialmente farmacéuticamente aceptable - de
los mismos.

Las Patentes Nimeros EP 0,238,011; US 4,107,297 y EP
0,296,110 se incorporan como referencia, asi como las siguien-
tes publicaciones: Kremer Yy colaboradores, Pharmacol. Rev.
40(1), 1-47 (1988); Cancer Res. 58, 3248-3253 (1998); Br. J.
Clin. Pharmacol 22, 499-506 (1986); Physiol. Functions, and
Pharmacol., pdginas 321-336: F. Bree y colaboradores, "Binding
to a,-acidic glycoprotein and relevant apparent volume of dis-
tribution®, Alan R. Liss Iné.. 1989; Protein Binding and Drug
Transport (Tillement y Lindenlaub, editores): "Drug binding to
human a,.acidic glycoprotein - focus on a single binding site",
Stuttgart 1986. En todas estas publicaciones, se mencionan
compuestos capaces de enlazarse con AGP, que son las modalida-
des preferidas de la presente invencién.

Se prefiere mis cualquiera de los compuestos mencionados
anteriormente diferentes de un esteroide. Para un segundo uso
médico (por ejemplo, en los grupos de pacientes en donde se ha-
ya desarrollado resistencia, méis especialmente pacientes de CML
en crisls y pacientes de Ph+-ALL reincidentes), también los es-
tercides son ttiles.

Un compuesto orgédnico capaz de enlazarse con AGP, para
utilizarse en la combinacién de acuerdo con la invencién, en
adicién a una cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, o receptora

de Kit, también se puede seleccionar a partir de una o mis ci-

P4
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nagas de tirosina de abl, de PDGF-R, o receptora de Kit adicio-
nales, significando que el componente (b! en las modalidades de
la invencitn, también puede ser uno de estos compuestos.

De preferencia, la cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R,
y/o receptora de Kit (componente (a}), se selecciona a partir
del grupo que consiste en 1- (4-clorvanilino) -4-(4-
piridilmetil) -ftalazina, (R) ~6-({4-hidroxifeil)-4-[(1-fenil-
etil) -amino] -7H-pirrolo[2,3-dlpirimidina, y de preferencia 4-
(a-metilpiperazin-1-ilmetil) -N- [4-metil-3-(4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino) fenil)] -benzamida; o una sal de las mismas;
mis preferiblemente, la sal de metansulfonato de 4-{4-
metilpiperazin-1-ilmetil) -N-{4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimi-
din-2-ilamino) fenil] -benzamida, m&s preferible en lq. forma del
cristal-p, como se describe en la Publicacién Internacional Nii-
mero WO 99/03854.

El compuesto orgdnico capaz de enlazarse con la glicopro-
tefna 4cido-a; (componente (b)), de preferencia es un antibié-
tico, especialmente eritromicina, o'estaurosporina o un deriva-
do de estaurosporina, especialmente N-benzoil-estaurosporina
(PKC412) & 7-hidroxi-estaurosporina (UCN-01), o una sal de las
mismas, mds especlalmente eritromicina, o una sal farmacéutica-
mente aceptable de la misma.

Se puede utilizar uno o mis de cada uno de los inhibidores
de cinasa de tirosina y el compuesto orgidnico capaz de enlazar-

se con AGP, en una combinacién o en una terapia de combinacién,



15

20

25

. qu{

de acuerd con la presente invencién.

Enlace éignifica especi;lmente un enlace competitivo, pero
también puede ser cualquier otro tipo de enlace (por ejemplo,
para sitios de enlace que muestren efectos aloestéricos sobre
el componente de enlace del sitio (a)) que conduzca a un enlace
reducido de un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-
R-, y/o receptora de Kit con AGP. Este enlace se puede determi-
nar in vitro en analogia a los métodos descritos en los ejem-
plos que se encuentran mids adelante en la presente.

El enlace puede ser irxreversible ]por ejemplo, mediante
enlace covalente o iénico), o de preferencia reversible.

“Fapaz de enlazarse" significa que el compuesto tiene afi-
nidad con.AGP, que permite el enlace comoc se describidé ante-
riormente, de preferencia con una concentracién en un enlace
medio-miximo en el rango milimolar a sub-nanomolar, especial-
mente en el rango de 100 uM a 1 nM,

El término "una enfermedad proliferativa que pueda ser
tratada ‘mediante la administracidén de una cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit", para cualquier enferme-
dad mencionada en la presente, significa: de preferencia cual-
quier enfermedad que responda a estos compuestcos; especialmente
una enfermedad proliferativa seleccionada a partir de una en-
fermedad de cédncer, especialmente una enfermedad tumoral o leu-
cemia, o una enfermedad proliferativa no maligna, por ejemplo

ateroeaclerosis, trombosis, psoriasis, esclerodermitis, o fi-
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brosis. De una manera mds preferible, significa una enferme-
dad seleccionada a partir del grupo que consiste en CML (leuce-
mia mieloide crénica) y ALL (leucemia linfobldstica aguda), o
un tumor sélido, especialmente seleccionado a partir de céncer
de pulmén, especialmente cidncer de pulmén que no es de células
pequeflas, y a partir de cancer de la préstata.

El término "cantidad que es conjuntamente efectiva tera-
péuticamente contra una enfermedad proliferativa que pueda ser
tratada mediante la administracién de un inhibidor de cinasa de
tirosina de abl, de PDGF-R y/o receptora de Kit", de preferen-
cia significa cualquier cantidad de los componentes de las com-
binaciones que, en la combinacién, reduzca la proliferacién de
las células responsables de cualquiera de las enfermedades pro-
liferativas mencionadas (por ejemplo, crecimiento tumoral redu-
cido), o de preferencia, inclusive que ocasione una regresidn,
mis preferiblemente inclusive la desaparicifén parcial o comple-
ta, de estas células (por ejemplo, regresién de tumor, de pre-
ferencia cura).

De preferencia, en cualquiera de la_.s modalidades de la

presente invencién, la dosis de cada uno de los componentes de

" la combinacifn (componentes (a) y (b)) se selecciona de tal ma-

nera que se alcance un nivel en plasma sanguineo que esté arri-
ba de la concentracién del enlace medio-m&ximo del componente
(b), el compuesto orgé&nico.capaz de enlazarse con AGP, in vivo,

cuando menos una parte del tiempo en que esté presente el com-
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ponente (a), el inhibidor de cinasa de tirocgina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit. Esta concentracién se puede de-
terminar, por ejemplo, in vitro, de acuerdo con los procedi-
mientos convencionales, por ejemplo en analogia a los métodos
descritos en los ejemploa para la determinacién de Ka, mientras
que la concentracién en plasma sanguineo de los componentes (a)
y (b) en un animal de sangre caliente (significando especial-
mente un paciente humano) también se puede determinar de acuer-
do con los métodos de rutina.

De preferencia, la dosificacién del componente (b) se se-
lecciona de tal manera que la concentracién del componente (b)
gea mayor de 0.05 uM, en plasma, mis preferiblemente mayor de
0.1 uM, y muy preferiblemente entre 0.5 y 100 uM, especialmente
entre 1 y 50 uM, del. individuo tratado, cuando menos parte del
tiempo en que también eaté presente el componente (a). Méds
preferiblemente, la concentracién de cualquiera de los compo-
nentes (a) y (b) es mayor de 0.1 uM, mis preferiblemente mayor
de 1 uM, y muy preferiblemente entre 0.5 y 100 uM, especialmen-
te entre 1 y 50 uM, en el plasma sanguineo del individuo trata-
do, cuando menos parte del tiempo en que también esté presente
el componente {(a) & el componente (b}, respectivamente.

Las concentraciones en plasma se puede determinar de
acuerde con los métodos convencionales, por ejemplo emplean;.‘lo
HPLC de muestras procesadas de acuerdo con los procedimientos

convencionales.-
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El término "un producto que comprende:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orginico capaz de enlazarse
con glicoproteina 4cida-a;,; (AGP),

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, s8i estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mis materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simult&neo o cronolSgicamente escalona-
do dentro de un periodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-
rativa que responda a este compuesto", significa especialmente
un "estuche"™ o "estuche de partes” en el sentido de que 1los
camponentes efectivos (a) y (b) de la combinacifn, se puedan
dosificar de manera independiente, o mediante el uso de combi-
naciones fijas diferentes con cantidades distinguidas de cual-
quiera de los componentes (a) y (b) en diferentes puntos del
tiempo. Las partes del estuche de partes se pueden entonces
administrar de una manera simultdnea, o de una manera cronolé-

gicamente escalonada, es decir, en diferentes puntos del tiem-
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po, y con intervalos de tiempo iguales o diferentes para cual-

quier parte del estuche de partes, con la condicién de que los
intervalos de tiempo se seleccionen de tal manera que el efecto
scbre la enfermedad proliferativa en el uso combinado de las
partes sea mayor que el efecto que se obtendria mediante el uso
de solamente el componente (a), es decir, una inhibicién mis
fuerte de la proliferacién, o de preferencia, una regresién mds
fuerte o inclusive la cura de la enfermedad proliferativa, que
cuando se administre solamente la misma dosis de un solo compo-
nente {(a). Esto es lo que significa el término "para mejorar
la actividad antiproliferati@a contra células proliferantes,
especialmente en un paciente®; de preferencia; esto significa
una mejora del éfecto mediante el componente (b), especialmente
una reversién parcial o completa de la resistencia de una en-
fermedad proliferativa a uno o mi&s compuestos del tipo del com-
ponente (a), y/o que ocasione la regresién de las cé&lulas pro-
liferantes, hasta e incluyendo su destruccién completa.

El término “cé;ulas proliferantes®, de preferencia signi-
fica las células que se proliferan de una manera anormal, tales
como las células de céncer.

Se prefieren las combinaciones gue muestren una mejor ac-
tividad antiproliferativa, al compararse con el (inico componen-
te {a) solo, especialmente combinaciones que muestren sinergis-
mo (combinaciones sinérgicas), o combinaciones que conduzcan a

la regresién de los tejidos proliferativoﬁ y/o a la cura de las
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enfermedades proliferativas, mds preferiblemente combinaciones
en donde se supere parcial o completamente la resistencia (sig-
nificando la resistencia ya al principio del tratamiento, o la
resistencia que sea un resultado de periodos m&s o menos pro-
longados de tratamiento con el componente (a))} de una enferme-
dad proliferativa en un animal de sangre caliente, especialmen-
te un ser humano, a uno o mids compuestos del tipo de componente
(a).

Los "materiales de vehiculo farmacéuticamente aceptables"
se explica mis adelante en la definicién de las preparaciones
farmacéuticas.

En cualquier combinacién o tratamiento de combinacién de
acuerdo con la invencién descrita en la presente, el uso en
combinacién con el objeto de revertir completa o parcialmente
la resistencia (presente antes del tratamiento, o desarrollada
o en desarrollo durante el tratamiento con un firmaco que com-
prenda un componente (a) como se describe en la presente) de
una enfermedad proliferativa al tratamiento con un farmaco que
comprenda un componente (a) como se define en la presente in
vivo, especialmente en un animal de sangre caliente, especial-
mente un ser humano, es el preferido.

Una resistencia completa o parcial significa especialmente que
se encuentra una eficiencia mis baja,.por ejemplo en términos
de detener o demorar la proliferacién, ocasionar la regresién o

inclusive la cura, por ejemplo, menos inhibicién de prolifera-
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¢ién, o una duracién m&s larga del tratamiento hasta que gse en-
Cuentre una respuesta esperada si ya no estd presente la resis-.
tencia, por ejemplo de un tumor o leucemia, que en un animal,
por ejemplo, un ser humano, que no muestre resistencia, o que
ya no se encuentren loas éxitos de tratamiento iniciales (espe-
cialmente en un paciente que desarrolle resistencia solamente
durante el tratamiento con un componente (a)) en las etapas
posteriores del tratamiento, especialmente en pacientes de CML
con crisis, y en los pacientes de Ph+-ALL reincidentes.

Se debe entender que la invenciém se refiere también a
cualquier uso de combinaciones de un componente (a) y un compo-
nente (b), como se definen anteriocrmente y mds adelante, en un
método para inhibir la hiperproliferacién de células, el cual
comprende poner en contacto las células hiperproliferantes con
una preparacién o producte farmacéutico en el sentido de un es-
tuche de partes, especialmente un método para el tratamiento de .
una enfermedad proliferativa, el cual comprende poner en con-
tacto a un sujeto, a las cé&lulas, a los tejidos, o a un fluido
corporai de este sujeto, del que se sospeche gque tenga una en-
fermedad hiperproliferativa. Esto incluye especialmente el
tratamiento de, por ejemplo, células afuera del cuerpo, con la
intensién de reemplazar las c#&lulas hiperproliferantes en el
cuerpo de un sujeto con células hiperproliferantes, por células
normales; por ejemplc, se pueden tomar sangre con células del

sistema inmune de un sujeto, se pueden tratar afiera del cuerpo

-,
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con un componente (a) y un componente (b) para seleccionar las
células no hiperproliferativas, se pueden destruir las células
de tallo y las células sanguineas restantes del sistema inmune
en el sujeto, por ejemplo, mediante irradiacién o quimiotera-
pia, y luego se pueden reimplantar las células normales selec-
cionadas en el sujeto, por ejemplo mediante inyeccibn, etcéte-
ra. Loa métodos que se van a emplear en estas clases de trata-
miento son conocidos por la persona que tenga experiencia en la
materia.

Cualguiera de las referencias mencionadas en esta memoria
descriptiva, se |incorpora como referencia, especialmente los
pasajes marcados como preferidos en la presente.

En el entendido de qﬁe estén presentes uno © m&s grupos
formadores de sal, también pueden estar presentes las sustan-
cias de firmaco correspondientes a los componentes {a) y/o (b)
en la forma de sales.

Las sales son especialmente las sales farmacéuticamente
aceptables, por ejemplo sustancialmente no téxicas.

Estas sales se forman, por ejemplo, a partir de compuestos
que tengan un grupo dcido, por ejemplc un grupo carboxil , fos-
fodiéster, o fosforotiato, y son, por ejemplo, sus sales con
bases adecuadas, tales como sales de metal no tSxicas derivadas
a partir de metales de los grupos Ia, Ib, Iia, y Iib de la Ta-
bla PeriSdica de los Elementos, especialmente las sales de me-

tales alcalinos adecuadas, por ejempl las sales de litio, so-

-~
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dio, o potasio, o las sales de metales alcalinotérreocs, por
ejemplo las sales de magnesio © calcio, adem&s las sales de
zinc o amohio, también las sales que se forman con aminas orgi-
nicas, tales como mono-, di-, o tri-alquilaminas insustituidas
o sustituidas por hidroxilo, especialmente mono-, di-, o tri-
alquilaminas inferiores, o con compuestos de amonio cuaterna-
rio, por ejemplo con N-metil-N-etilamina, dietilamina, trieti-
lal;lina, mono- , bis-, o tris-(2-hidroxialquilo inferior)amina,
tales como mono-, bis-, o tris-(2-hidroxietil)amina, 2-
hidroxihidroxiterbutilamina, o tris(hidroximetil)metilamina,
N,N-dialquilo inferior-N-(hidroxialquilo inferior)-aminas, ta-
les como N,N-dimetil-N-(2-hidroxietil) -amina o tri-(2-
hidroxietil) -amina, o N-metil-D-glucamina, o sales de amonio
cuaternario, tales como sales de tetrabutilamonio. Loa compues-
tos que tengan un grupo bédsico, por ejemplo un grupo amino o
imino, pueden formar sales de adicién de &cido, por ejemplo con
dcido inorgdnicos, por ejemplo un &cido halohidrico, tal como
dcido clorhidrico, &cido sulflrico, o &dcido fosfbrico, o con
dcidos carboxilicos org&nicos, sulfénicoas, sulfo, o fosfo, o
dcidoe-sulfdmicos N-sustituidos, tales como, por ejemplo, &cido
acético, 4cido propiénico, dcldo glicblico, &cido succinico,
dcido maleico, dcido hidroximaleico, &cido metilmaleico, &dcido
fumirico, &cido mdlico, &cido tartdrico, &dcido glucénico, &cido
glucdrico, 4&dcido glucurénico, &cido citrico, &cido benzoico,
dcido cindmico, &cido mandélico, &cido salicflico, &cido 4-

4
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aminosalicilico, 4&cido 2-fenoxibenzoico, &cido 2-acetoxi-
benzoico, &cido embénico, &cido nicotinico, o &cido isonicoti-
nico, también con amino&cidos, por ejemplo a-amino&cidos, y
también con &cido metansulfénico, &cido etansulfénico, &cido 2-
hidroxietansulfénico, dcido etan-1,2-disulfénico, &cido bencen-
sulfénico, &cido 4-metilbencensulfénico, 4&cido naftalen-2-
sulfénicé, 2- 6 3-foafoglicerato, glucosa-6-fosfato, A4&cido N-
ciclohexilsulfdmico (con la formacién de los ciclamatos), o con
otroe compuestos orgdnicos &dcidos, tales como &cido ascérbico.
Los compuestos que tengan grupos &dcidos o bdsicos también pue-
den fo£mar sales internas. Si esti presente mis de un grupo
formador de sal, también es posible que estén presentes sales
mixtas.

Para el propbsito de aislamiento o purificacidn, también
es posible utilizar sales farmacéuticamente inaceptables, por
ejemplo sales de picrato o perclorato.

Los términos "compuestos", "componentes®, y "sales", tam-
bién inclﬁyen expresamente los compuestos individuales o las
sales individuales.

Como se puede entender a partir del presente texto, el
término "combinacién" en los pdrrafos anteriores, y especial-

mente en los pdrrafos siguientes, que describen variantes més

.especificas y preferidas de la presente invencién, se pretende

referir a:

(i) wuna preparacifn en coﬁbinacién que comprende: (a)
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cuando mencs un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, y (b) cuando menos un compﬁesto
orgéinico capaz de enlazarse con glicoproteina &cida-a; (AGP), o
sales farmacéuticamente aceptables de cualquier componente (a),
{b), o (a) y (b), 8i est& presente cuando menos un grupo forma-
dor de sal;

(ii) un método para el tratamiento de una enfermedad pro-
liferativa que pueda ser tratada mediante la administracién de
un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o re-
ceptori de Kit, en donde (a) cuando menos un inhibidor de cina-
sa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

fb) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina dcido-a, (AGP),

se administran a un mamifero en combinacién con una canti-
dad que sea conjuntamente efectiva terapéuticamente contra una
enfermedad proliferativa que se pueda tratar mediante la admi-
nistracién de un inhibidor de cinasa.de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, en donde cualquier componente (a)
y/o (b) también puede estar presente en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si estd presente cuando menos un
grupo formador de sal;

(iii) un producto que comprende:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
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en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede

con glicoproteina dcida-a; {(AGP),

estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menocs un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mds materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso simultdneo o cronolégicamente escalona-
do dentro de un pericdo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b), mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente

en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife-

‘rativa que responda a este compuesto.

(iv) una preparacién farmacéutica que comprende una cantidad,
que es conjuntamente efectiva para el tratamiento de una enfer-
medad proliferativa que se pueda tratar mediante la administra-
cién de inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o
receptora de Kit, de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgénico capaz de enlazarse
con glicoproteina 4cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
esatar presénte en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-

ble, 8i esti presente cuando menos un grupo formador de sal, .

'
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conr uno o mAs materiales de vehiculo farmacéuticamente
aceptables; y/o

V) el uso de una combinacién de:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b) cuando menos un compuesto orgdnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si est&’ presente cuando menos un grupo formador de sal,

para producir preparaciones farmacéuticas para utilizarse
como composiciones contra una enfermedad proliferativa que pue-
da ser tratada mediante la administracién de un inhibidor de
cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit;

o cualquier combinacién de estos objetos de la invencién,
hasta donde sea permisible bajo las leyes de patente respecti-
vas;

© las variantes mis eepecificas y preferidas de las mis-
mas, como se dan mis adelante;

en- donde cualquier componente (a) y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupc formador de sal;

sl no se define de otra manera o es evidente de otra mane-
ra a partir del contexto.

dentro de los sigquientes grupos de modalidades mis prefe-

r
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ridas de la invencién, las definiciones mis generales pueden
ser reemplazadas por definiciones mis especificas de acuerdo
con las 4adas anteriormente, o (especialmente con respecto al a
definicién de composiciones farmacéuticas y métodos de uso) més
adelante.

Se prefiere una combinacién de (a) cuando menos uno, y de pre-
ferencia un inhibidor de cinasa de tircosina de abl, receptora
de PDGF, y/o receptora de Kit, seleccionado a partir de:

(i) un compuesto de 7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidina de 1la

fSrmula VI:
(R),
N49\r -
(CHH’). ™
\ N NH
L —_—

R; R,

en donde:
qes 0 61,

nesde 1a3lcuando g es 0, o n es de 0 a 3 cuando q es

R es halégeno, alquilo inferior, hidroxilo, aicanoiloxilo
inferior, alcoxila inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N, N-
dialquilcarbamo{lo inferior, ciano, amino: alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialgquilamino inferior, o tri-

fluorometilo, sien@o posible, cuando estén presentes varios ra-

/



15

20

\ B S

dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R: y R; son cada uno independientemente del otro:

a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenileo, amino, alcanocilamino inferior, algquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxile, alcanciloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamocflo, N-
alquilcarbamoflo inferior, N,N-dialquilcarbamoilo inferior,
ciano, o por nitro;

B)  hidrégeno;

Y) piridilo insustituido o sustituido por halégeno o por
alquilo inferior;

8) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;
alcoxicarbonilo inferior; carbamecilo; N-alquilcarbamoilo infe-
rior; N,N-dialquilcarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoilo; for-
milo; alcanoilo inferior; alquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

€) alquilo inferior sustituido por:

€a) halSgeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que est& insustituido o sustituido en 1la
fraccién de fenilo por halégeno, alquilo inferior, hidroxilo,

alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
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carbonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamoilo inferior, ciano, amino, alcanoilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
por trifluorometilo,
€y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoileo inferior, mercapto, o

e8) por un radical de la férmula R;-S(O).- en donde R; es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) - cuando q es 1, uno de los radicales R, y R; es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y Ra tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el pirrafo a), con la. excepcién de hidrSgeno, o

c) Ry Yy Rz son juntos 1l,4-alcadienileno de 4 a 10 atomos
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, halSgeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N,N-
dialquilcarbamoflo inferior, o por ciano, o son aza-1,4-
alcadienileno que tiene hasta 9 &tomos de carbono, o

d) cuando ¢ es 1, R, y Ra son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el pé-
rrafo a), y |

R¢ es hidrbégeno, alquilo inferior, alcoxicarbonilo inferior,
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carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, o "N,N-
dialquilcarbamcilo inferior,

o una sal del mismo (de preferencia, las definicicnes de
los gustituyentes dadas anteriormente tienen los significados,
especialmente loas significados preferidos, descritos en la So-
licitud de Patente Internacional Nimero WO 97/02266 -~ el mis
preferido de estos compuestos es el compuesto de la f&rmula

VII: H

HN” N (i),

N
\_/
N
CH,
que tiene el nombre (R)-6-{4-hidroxifenil) -4-[(1-
feniletil) -amino) -7H-pirrolo(2,3-d]pirimidina};

Y

{ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la f&rmula

I: R, R,

R, Ry R,
N m
R; 4 \>—N. R,
=N H

R,
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en donde:

R; es pirazinilo, 1l-metil-1H-pirrolilo, fenilo sustituido
por amino o por aminoalquilo inferior, en donde el grupo amino
en cada caso estd libre, alquilado, o acilado, 1H-indolilo 6
lH-imidazolilo enlazado en un atomo Qe carbono del anillo de 5
miembros, o piridilo insustituldo o sustituido por alquilo in-
ferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e insusti-
tuido o sustituido en el &tomo de nitrégeno por oxigeno,

R: ¥ Ry son cada uno independientemente del otro, hidrégeno
© alquilo inferior,

uno o dos de los radicales Ry, Rs, Rg, R;, Y Ry s0n cada uno
nitro, alcoxllo inferior sustituido por flior, o un radical de
la férmula II:

-N(Ry) -C(=X) - (Y} n-Ryg (I1),

en donde:

Ry es hidr6geno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroximino,
u O-alquilhidroximino inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, vy

Rip es un radical alifatico que tiene cuando menos 5 dtomos

de carﬁono, o un radical aromdtico, aromitico-alifdtico, ci-
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cloalifdtico, cicicalifdtico-aliffcico, heterociclico, o hete-

rociclico-alifdtico, y los radicales restantes Ry, Ry, Rg, R:, ¥
Ry son cada uno independientementq de los otros, hidrégeno, al-
quilo infericr que estd insustituide o sustituido por amino 1li-
5 bre ¢ alquilado, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado

o acilado, © carbexilo libre o esterificado, o
una sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
10 grupo formador de sal (de preferencia, las definiciones de los
sustituyentes dadas anteriormente tienen los significados, es-
pecialmente los significados preferidos, descritos en la Soli-
citud de Patente Europea Nmero EP 0,564,409. El mis preferido

de estos compuestos es el compuesto de la férmula III:

;©r
= N

15

con el nombre de 4-{(4-metilpiperazin-i-ilmetil)-N-[4-
metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino) fenil]benzamida, de
preferencia en la forma de la sal de metansulfonato, como se

s describe en la Publicacién Incernacional Nimero WO 99/03854,
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mds preferiblemente en la forma de la sal de metansulfonato en
la forma del cristal-fp como se describe en la Publicacién In-
ternacional Nimero WO 99/03854;

con (b)-cuando menos un (de preferencia uno) compuesto or-
ginico capaz de enlazarse con la glicoproteina &cida-a; (AGP),
seleccionado a partir del grupo que consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, Bupivacaina,
Etidocaina, Fenciclidina, Lidoéaina, Fenciclidina, Aprindina,
Disopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritromicina, Acenocumarol,
Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, Warfarina, Fenitoina, Car-
bamazepina, Naproxeno, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, Pin-
dolol, Propranolol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Desme-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperideol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina, Zimelidina, vita-
mina B;; &cido £&lico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropién, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-

cina, Probenecida, Acido Retinocico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
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Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil, Metocloprami-
da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, Clordiazepéxido, L—triptéf;no, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, y
7-hidroxi-estaurosporina;

asf como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualquier componente (a) y/o (b) de preferencia
puede estar presente en la forma libre o en la forma de una sal
farmacéuticamente aceptable, si estd préaente cuando menos un
grupo formador de sal.

Se prefiere mis una combinacién de: {a) cuando menos uno,
de preferencia un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, re-
ceptora de PDGF, y/o receptora de Kit, seleccionado a partir
del grupo que conaiste en 1-(4-cloroanilino} ~4-{4-
piridilmetil) -ftalazina, (R)-6-{4-hidroxifeil)-4-[(1-fenil-
etil) -amino] -7H-pirrolof{2,3-d)pirimidina, y de preferencia 4-
(4-metilpiperazin-1-ilmetil) -N- [4-metil-3-(4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino) fenil] -benzamida; o una sal farmacéuticamente
aceptable de cualquiera o mids de estos compuestos; més preferi-
blemente la sal de metansulfonato de 4-(4-metilpiperazin-1-

ilmetil) -N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilamino) fe-



10

15

20

: 200 7

nillbenzamida, mis preferiblemente en la forma del cristal-P;
con

(b) cuando menos uﬂo, de preferencia un compuesto capaz
de enlazarse con glicoproteina acido a;, que de preferencia sea
un antibiético, especialmente eritromicina, o estaurosporina o
un derivado de estaurésporina, especialmente N-benzoil-
estaurcosporina o 7-hidroxi-estaurosporina, o una sal farmacéu-
ticamente aceptable de las mismas, mds especialmente eritromi-
cina, o una sal farmacéuticamente aceptable de la misma.

De una manera mis preferible, en todas las modalidades
mencionadas ;nteriormente, la enfermedad que se va a tratar es
una enfermedad de céincer, especialmente una leucemia o un tumor
s6lido, de preferencia una enfermedad seleccionada a partir del
grupo que consiste en CML (leucemia mieloide crénica), y ALL
(leucemia linfoblédstica aguda), o un tumor sélido, especialmen-
te seleccionado a partir de céncer de pulmén, especialmente
cincer de pulmén que no sea de células pequefias, y a partir de
cédncer de la préstata.

De preferencia, se utiliza una combinacién de acuerdo con
la presente invencién en el tratamiento de un animal de sangre
caliente, especialmente un ser humano, que tenga una enfermedad
proliferativa que (especialmente debido a niveles de AGP més
altos que los normales) sea, o durante el tratamiento con un
inhibidor de cinasa de tirogina de abl, de PDGF-R y/o receptora

de Kit, esté llegando a ser, ¢ haya llegado a ser, completa o
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parcialmente resistente a este tratamiento, tales como animales
de sangre caliente que representen un grupc especial de sujetos
a prueba.

En otra modalidad preferida de la presente invencién, 1la
combinacién se utiliza dirigida a un animal de sangre caliente,
especialmente un ser humano, con el objeto de evitar ya profi-
ldcticamente el surgimiento de una resistencia parcial o com-
pleta durante el tratamiento de una enfermedad proliferativa
con un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, vy/o

receptora de Kit.

Composiciones Farmacéuticas (s=Preparaciones). y Procesos:

Cuando se mencione el siguiente "componente (a) y/o (b)*,
pretende significar cualquiera o mi&s de los compuestos defini-
dos anteriormente como el componente (a) y el componente (b)
como tales, o una sal farmacéuticamente aceptable de uno o més
de los componentes reap;ctivos.

Las composiciones farmacéuticas pueden encontrar uso en
una combinacitn de acuerdo con la invencién que comprenda cual-
quiera.o mds de los componentes (a) y (b), con las propiedades
de acuerdo con la invencién, como ingrediente activo. Las com-
binaciones se pueden utilizar solas (por ejemplo, como una com-
binacién fija), o como estuches de partes. Se prefieren espe-
cialmente las composicicones para administracién enteral, espe-

cialmente ®©ral, o parenteral. Las composiciones comprenden uno
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o miés de los componentes {a) y {(b), o combinaciones de los mis-
mos como tales, o de preferencia junto con un vehficulc farma-
céuticamente aceptable. . La dosis de cualquier ingrediente ac-
tivo depende de la enfermedad que se vaya a tratar y de la es-
pecie, edad, peso, y condicién individual, asi como del método
de administracién.

Se prefiere una composicién farmacéutica o una combinacién
que sea adecuada para administrase a un animal de sangre ca-
liente, especialﬁente un ser humano, que sufra de cualquier en-
fermedad mencionada en la presente; de preferencia, cualquier
enfermedad significa que responda a un inhibidor de cinasa de
tircsina de abl, de PDGF-R, y/o receptora de kit; especialmente
una enfermedad proliferativa seleccionada a partir de una en-
fermedad de céncer, especialmente una enfermedad tumoral o leu-
cemia, o una enfermedad proliferativa no maligna, por ejemplo
atervesclerosis, trombosis, psoriasis, esclerodermitis, o fi-
brosis; de una manera m&s preferible, significa una enfermedad
seleccionada a partir del grupo que consiste en CML (leucemia
mieloide crénica} y ALL (leucemia lifoblistica aguda), o un tu-
mor ablido, especialmente seleccionadeo a partir de cidncer de
pulmén, especialmente c&ncer de pulmén qgue no sea de células
pequefias, y de cédncer de la préstata; mids preferiblemente, sig-
nifica cualquiera de las enfermedades mencionadas que haya lle-
gado a ser, o que esté llegando a ser, resistente al tratamien-

to con uno mids de los inhibidores de cinasa de tirosina men-
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cionados, © que fuera resistente a este tratamiento ya antes
del tratamiento con cualquier inhibidor de cinasa de tirosina,
especialmente debido a que estén presentes concentraciones mis
altas de AGP en el plasma sanguineo del individuo que se vaya a
tratar.

Las compeceiciones farmacéuticas comprenden de aproximada-
mente el 0.0001 por ciento a aproximadamente el 95 por ciento
de cualquier componente (a) y/o (b), comprendiendo de preferen-
cia las formas de dosificacién que estén en una forma de una
sola dosis, de aproximadamente el 10 por ciento a aproximada-
mente el 90 por ciento del componente (a) 6 (b), y comprendien-
do de preferencia las formas de dosificacién que no estén en
una forma de una sola dosis, de aproximadamente el 10 por cien-
to a aproximadamente el 60 por ciento de cada componente. Las
formas de dosificacién unitaria, tales como grageas, tabletas,
ampolletas, o cdpsulas, comprenden de aproximadamente 5 mili-
gramos a aéroximadamente 1.5 gramos del componente (a) y/o del
componente (b), de preferencia de 5 miligramos a aproximadamen-
te 1 gramo.

Las composiciones farmacéuticas se preparan de una manera
conocida por si misma, por ejemplo por medio de procesos con-

vencionales de mezcla, granulacidén, confiteria, disolucién, o

‘liofilizacién. Por ejemplo, las composicionea farmacéuticas

para administracién oral se pueden obtener mediante la combina-

cibén del componente (a) y/o (b) con uno o mis vehiculos s6lidos

*
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o liquidos, donde sea necesarios se granula una mezcla resul-
tante, y se procesa la mezcla o los grénulos, si se desea o es
apropiado, con la adicién de excipientes adicionales, para for-
mar tabletas o niicleos de grageas o soluciones, respectivamen-
te.

Los vehiculos adecuados son especialmente rellenos, tales
como azlicares, por ejemplo lactosa, sacarosa, manitol, o sorbi-
tol, preparaciones de celuloea y/o fosfatos de calcio, por
ejemplo trifosfato de calcio o fosfato 4cido de calcio, y aglu-
tinantes, tales como almidones, por ejemplo almidén de mafz, de
trigo, de arroz o de papa, metilcelulosa, hidroxipropilmetilce-
lulosa, carboximetilcelulosa de sodio, y/o polivinilpirrolido-
na, y/o, si se desea, desintegrantes, tales comoc los almidones
anteriormente mencionados, y tamblén almidén de carboximetilo,
polivinilpirrolidona reticulada o dcido alginico, o una sal del
mismo, tal como alginato de sodio. Los excipientes adicionales
son especialmente acondicionadores de flujo y lubricantes, por
ejemplo &cido silicico, talco, é&cido estefrico, o sales del
mismo, tales cowo estearato de magnesio o de calcio, y/o polie-
tilenglicol, o sus derivados.

A los nicleos de grageas se les pueden proporcionar recu-
brimientos adecuados, opcionalmente entéricos, utilizandose,
entre otras cosas, scluciones de azlGcar concentradas, las cua-
les pueden comprender goma ardbiga, talco, polivinilpirrolido-
na, pclietilenglicol, y/o diéxido de titanio, o soluciones de

’
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recubrimiento en solventes o mezclas de solventes orgénicos
adecuados, o, para la preparacién de recubrimientos entéricos,
soluciones de preparaciones de celulosa adecuadas, tales como
ftalato de acetilcelulosa o ftalato de hidroxipropilmetilcelu-
losa. Se pueden agregar colorantes o pigmentos a las tabletas
0 a los recubrimientos de grageas, por ejemplo para propSsitos
de identificacién, o para indicar diferentes doeis del ingre-
diente activo.

Las composiciones farmacéuticas oralmente administrables
también son cdpsulas llenadas en seco que consistan en gelati-
na, y también cédpsulas selladas blandas consistentes en gelati-
na y un plastificante, tal como glicerol o sorbitol. Las céap-
sulas llenadas en seco pueden contener el componente (a) y/o
(b} en la forma de grénulos, por ejemplo mezclados con relle-
nos, tales como almidén de mafz, aglutinantes y/o abrillantado-
res, tales como talco o estearato de magnesio, y donde sea
apropiado, estabilizantes (ver anteriormente para los "vehicu-
los adecuados"). En las cipsulas blandas, el ingrediente acti-
vo de preferencia se disuelve o se suspende en excipientes 1l1i-
quidos adecuados, por ejemplo aceites grasos, ®Lauroglicol (Ga-
teefossé S.A., Saint Priest, Francia), ®Gelucire (Gattefossé
S.A., Saint Priest, Francia) o aceite de ajonjolil, aceite de
parafina, o polietilenglicoles liquidos, tales comc PEG 300 &
400 (Fluka, Suiza), o polipropilenglicoles, a cada unoc de los

cuales también se les pueden agregar estabilizantes o detergen-

7’
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tes, O en agua que comprenda vehiculos solubles adicionales co-
mo se mencionaron anteriormente, tales como metilcelulosa o ma-
nitol. |

Otras formas orales de administracién son, por ejemplo,
soluciones o jarabes preparados de la manera acostumbrada, que
comprendan al componente (a) y/o (b), por ejemplo en una forma
suspendida, y en una concentracién de aproximadamente el 0.00%
por ciento 4l 20 por ciento, de preferencia de aproximadamente
el 0.001 por ciento a aproximadamente el 2 por ciento, o en una
concéntraciédn similar que proporcione una sola dosis adecuada
cuando se administre, por ejemplo, e€n medidas de 0.5 a 10 mili-
litros. También son adecuados, por ejemplo; los concentrados
en polvo o liquidos para preparar licuados, por ejemplo en le-
che. Estos concentrados también se pueden empacar en cantidades
de una sola dosis.

Son posibles los Sistemas de Suministro Transdérmico, es-
pecialmente con ingredientes activoe neutros. Las formulacio-
nes adecuadas comprenden, por ejemplo, de aproximadamente el
0.0001 por ciento a afroximadamente el 2 por ciento en peso del
componente (a) y/o (b). En un aspecto preferido, se proporcio-
nan formulaciones que comprenden de aproximadamente el 2 por
ciento al 99.9999 por ciento (o el resto hasta el 100 por cien-
to}) de un alcohol alifdtico de cadena corta. Los alcoholes
adecuados incluyen etanol, isopropanol, propilenglicol, y gli-

cerol. En un aspect mis preferido, estas formulaciones pueden
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comprender adicionalmente un mejorador de flujo. Los mejorado-
res de flujo adecuados incluyen, por ejemplo, sulféxido de de-
cilmetilo, sulféxido de dimetilo, asi como cetonas ciclicas,
lactonas, anhidridos, y é&steres. Algunos de estos mejoradores
de flujo también incrementan la retencién del componente (a)
y/o (b), y por lo tanto, actlian para incrementar su concentra-
¢ién en la piel misma. Para las formulaciones para tratamiento
directo (local), tal como aplicacién t6pica a la piel, se pre-
fiere utilizar un mejorador de flujo que no solamente maximice
el flujo transdérmico, sino que incremente la retencién del
componente (a) y/o (b) en la piel. 8Se ha reportadeo que ciertos
mejoradores de cetonas ciclica y lactona incrementan la reten-
cién local, asi como, y por lo tanto, comprenden una clase pre-
ferida de mejoradores para administracidn tépica del componente
(a) y/o (b). En las formulaciones para tratamiento sistémico,
es preferible utilizar un mejorador de flujo que maximice el
flujo con una retencién local minima del ingrediente activo.

Las concentraciones farmacéuticas rectalmente administra-
bleg adecuadas son, por ejemplo supositorios que consistan en
una combinacién del ingrediente activo con una base de suposi-
torio. Las bases de supositorio adecuadas son, por ejemplo,
triglicéridos naturales o sintéticos, hidrocarburos de parafi-
na, polietilenglicoles, o alcanoles shperiores.

Para administracién parenteral, son adecuadas especialmen-
te las soluciones acuosas de un ingrediente activo en una forma

7
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soluble en agua, por ejemplo en la forma de una sal soluble en
agua, en la presencia o en ausencia de sales, tales como cloru-
ro de sodio, y/o alcoholea de azlGcar, tales como manitol, o
suspensiones acuosas para inyeccién que comprendan sustancias
incrementadoras de la viscosidad, por ejemplo carboximetilcelu-
losa de sodio, sorbitol, y/o dextrano, y donde sea apropiado,
estabilizantes. El componente (a) y/o (b), donde sea apropiado
junto con excipientes, también puede estar en la forma de un
liofilizado, y se puede hacer en una solucidén antes de su admi-
nistracién parenteral mediante la adicién de solventes adecua-:
dos.

Las soluciones como se utilizan, por ejemplo, para admi-
nistracién parenteral, también se pueden utilizar como solucio-
nes para infusién.

Las formulaciones preferiqas que comprenden cualquier com-
ponente (b), son aquéllas que se acostumbran para el uso clini-
co respectivo de cualquiera o mis agentes que pertenezcan a ese
grupo de compuestos que se conocen en la técnica.

Las formulaciones preferidas para el componente (a) son
las mencionadas en los ejemplos.

La invencién también se refiere a un método para el trata-

miento de las condiciones patolSgicas anteriormente menciona-

‘das. Para este prop6sito, en las combinaciones como se descri-

ben anteriormente en la presente, cualquiera de los componentes

(a) y/o (b), o una sal farmacéuticamente aceptable de los mis-
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mos, 8e puede administrar profildcticamente o terapéuticamente,
de preferencia en una cantidad que sea efectiva contra las en-
fermedades mencionadas, a un animal de sangre caliente, por
ejemplo el hombre, que requiera dicho tratamiento, de preferen-
cia en la forma de una composicién farmacéutica. La dosis de
cualquier componente (a) y/o (b) depende de la especie del ani-
mal de sangre caliente que se vaya a tratar, de su peso corpo-
ral, de su edad, y de su estado individual, de las circunstan-
cias farmacocinéticas individuales, de la enfermedad que se va-
ya a tratar, y de la via de administracién. De preférencia,
para un peso corporal de aproximadamente 70 kilogramos, se ad-
ministra una dosis diaria de 10 miligramos a 2,500 miligramos,
mis preferiblemente de aproximadamente 50 miligramos a aproxi-
madamente 2,000 miligramos, muy preferiblemente de aproximada-
mente 100 miligramos a aproximadamente 1,500 miligramos de
cualquiera de los componentes (a) y/o (b). Los nifios reciben
una dosis correspondientemente m&s baja, basdndose en su &rea
superficial de piel, (el &rea superficial de piel de un adulto
de 70 kilogramos como referencia es e 1.73 metros cuadrad s).
La presente invencién se puede ilustrar mediante 1 8 8i-
guientes ejemplos, que no pretenden limitar el ‘alcance de la
presente invencién, sino que sirven meramente como modalidades

paradigmiticas:
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Ejemplos:

Introducgidn

El gen de fusién oncogénico BCR/ABL codifica para la protefna
hibrida bcr/abl que ocasiona, debido a su actividad de cinasa
de tirosina mejorada y constitutiva, tres enfermedades diferen-
tes: Leucemia Mieloide Crfnica (CML), parte de Leucemia Linfo-
bléstica Aguda (ALL) y de Leucemia Mieloide Aguda (AML).

El bloque de la actividad de cinasa de bcr/abl representa una
estrategia innovadora y racional para el tratamiento de CML y
de los otros cédnceres ocasionados por esta proteina de fusibén
oncogénica (Druker BJ, y colaboradores: Effectas of a selective
inhibitor of the Abl tyrosine kinase on the growth of Bcr/Abl
positive cells. Nat. Med. 2: 561-6, 13996).

El STI571 (anteriormente conocido como CGP57148 representa
un inhibidor activo y relativamente especifico de la actividad
de cinasa de bcr/abl. El STI571 bloquea la proliferacién, e
induce la apoptosis en células BCR/ABL+ in vitro; inhibe el
crecimiento de las células de médula Ssea clonogénica obtenidas
de pacientes de CML, y puede erradicar el crecimiento de célu-
las leucémicas in vivo. La actividad de STI571 in vivo estd
condicionada al logro de una inhibicién estable y continua.de
becr/abl, que requiere de miltiples administraciones diarias en
el modelo murino que se eatudié (le Coutre y colaboradores, J.
Natl. Cancer Inst. 91, 163-168 (1999)).

Basindose en esta y en informacién adicional, el STI571 se
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estd probando ahora en ensayos clinicos iniciales en CML y en
otras enfermedades asociadas con BCR/ABL. Esta disponible una
informacién muy limitada con respecto al posible surgimiento de
resistencia a STIS71. Se han seleccionado dos lineas celulares
para eatudiar la resistencia a STIS71 in vitro (le Coutre P. y
colaboradores, Blood 90:496a, 1997). El mecanismo de resisten-
cia se deaconoce en un caso, mientras que involucra la amplifi-
cacién de BCR/ABL y la scbreexpresién de proteina en el segun-
do. La relevancia biolSgica de estas sublineas seleccionadas
in vitro, sin embargo, todavia se tiene que establecer, debido
a que las condiciones de seleccién in vitro son diferentes, y
normalmente mis estrictas que la situacién in vivo.

No hay informaci6n disponible sobre el desarrollec y carac-
terizacidén de la resistencia in vivo a STI571. En nuestro mo-
delo de ratén anteriormente descrito (le Coutre P y colaborado-
res, J. Natl. Cancer Inst. 91, 163-168, 1999), se observé un
fracaso del tratamiento en algunos animales, cuando el trata-
miento se demord por una semana después de la inyeccién de cé-
lulas leucémicas, y ya estaba presente una masa de tumor mensu-
rable. Este modelo, por consiguiente, podria ser Gtil para es-
tudiar y caracterizar el posible surgimiento de resistencia a
STIS571 in vivo.

Aqui, se establece un modelo para la resistencia in vivo
a STI571. La caracterizacifn molecular de este modelo, asi co-

mo una estrategia para superar la presencia de resistencia,
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también se identifica y se valida experimentalmente.

MATERIALER Y METOROS
11571

El STIS71 (previamente conocido como CGP57148B) se obtiene
como se describe en las Patentes Nimeros EP 0,564,409 y WO
99/03854. Para los experimentos in vitro, see preparan solu-
ciones de suministro de este compuesto en 1 y en 10 mM con agua
desatilada, se filtran y se almacenan a -20°C, y luego se des-
congelan antes de que se inicie el experimento, y se utilizan
en una concentracién de 0.1-10 puM. Las preparaciones itilizadas
para los experimentos animales, se hacen diariamente en una
concentracién de 16 miligramos/mililitro, y se disuelven en
agua o en una solucién de metilcelulosa al 5 por ciento (Metho-
cell, Fluka) y se mantienen a 4°C.
Exitromicina

Para los experimentos in vitro, se utiliza base de eritro-
micina (Sigma). Se prepara una nueva solucién de suministro
ﬁusto antes de cada experimento, en una concentracién de 20 mM,
Y se utiliza en una concentracién de 1-100 uM. La eritromicina
se disuelve en etanol, y se diluye adicionalmente con agua des-
tilada. Para los experimentos in vivo, se utiliza estolato de
eritromicina (proporcionado por Gist-Brocades Italy SPA, Capua,
Italia) en una concentracién de 35 miligramos/mililitro, en una

solucién de metilcelulosa al 5 por ciento, y STI571 16 miligra-
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mos/mililitro.

Administracidn in vivo de BTIS71

Los ratones CD1 nu/nu hembras de 7 a 9 semanas de edad ad-
quiridos en Chales River Breedin Laboratories (Calco, Italia)
se mantienen bajo condiciones de laboratorio convencionales de
acuerdo con los lineamientos de los Institutos Nacionales de
Céncer, Mil&n, Italia. Este estudio estd aprobado por el comi-
té de é&tica institucional para los animales de laboratorio uti-
lizados en la investigaciébm experimental. Se inyecta la lfnea
celular positiva para bcr/abl KuBl2 (50 x 10° células por ani-
mal) subcutdneamente en el flanco izquierdo del animal. Se ad-
ministra el tratamiento oral a través de una jeringa conectada
con un tubo de pldstico suave introducido en el esb6fago (dédndo-
selo}). El peso del tumor (TW) y el peso total se monitorean
cada 3 a 4 dias. El peso del tumor se calcula mediante la fér-
mula T™W (mg] ; (@ x D), en donde d y D son los diimetros mis
corto y mée largo del tumor, respectivamente, medidos en milf-
metros. El tratamiento se inicia de 1 a 15 dfas después de la

inyeccién de células leucémicas.

Lineas Celularas
Se utiliza la linea celular de leucemia humana KU812 posi-
tiva para Bcr/Abl (ver Kishi K. A new leukemia cell line with

Philadelphia chromosome characterized as basophil precursors.
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Leuk Res 9: 381-90, 1985). La linea KUB12 se obtuvo de un pa-
ciente de CML en crisis, y se mantiene en RPMI 1640 (Bio Whi-
ttaker Europe), complementado con suero fetal de becerro al 10
por ciento (FCS) bajo condiciones de cultivo celular convencio-
nales.

La lfnea celular KU812 es accesible por-medio de Deutsche
Sammlung fir Mikrocorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Maschero-
der Weg, Braunschweig, Alemania, que tiene el nimerc de acceso
DSMZ No: ACC 378.

Otras linea celulares andlogas que se pueden utilizar en
las pruebas descritas m&s adelante, son:

L?nea Celular: BV-173 (Tipo de Célula: leucemia precursora
de células B humanas) DSMZ No: ACC 20;

Linea Celular: K-562 (Tipo de Cé&lula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis) DSMZ No: ACC 10;

Linea Celular: LAMA-B4 (Tipo de Célula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis) DSMZ No: ACC 168;

Linea Celular: EM-3 (Tipo de Cé&lula: leucemia mieloide
crbnica humana en crisis) DSMZ No: ACC 134;

Linea Celular: MEG-01 (Tipo de Célula: leucemia mieloide
crénica humana en crisis megacariocftica) DSMZ No: ACC 364; &

Linea Celular: NALM-1 (Tipo de Cé&lula: leucemia mieloide

crbdnica humana en crisis) DSMZ No: ACC 131.
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Ratarminacidn de la actividad de proliferacién inp vitro (ensayo
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200 microlitros de cada linea celular (KU 812, LAMA 84},
conteniendo 104 células, se siembran en diferentes concentra-
ciones de STI571, desde 0 hasta 10 uM, en placas de microtitu-
lacién de 96 pozos (Corning Costar Corp., Cambridge, MA) en
seis réplicas. Después de 54 horas a 37°C, se agregan 20 mi-
crolitros de RPMI 1640 + FCS al 10 por ciento conteniendo timi-
dina tritiada (1 uCi/pozo)} a cada pozo. Después de 18 horas
adicionales, se cosechan las células y se transfieren a un fil-
tro (Eastera de Filtro, Spot-on, Pharmacia Biotech Europe, Bru-
selas, Bélgica). La recuperacién timidina tritiada se determi-
na mediante un contador de cintilacién de liquidos de placa be-
ta 1205 (Wallac Inc., Turku, Finlandia). La ICs; (concentra-
¢ién inhibidora 50) se define como la concentracién del com-
puesto que produce una reduccién de proliferacién del 50 por

ciento en comparacién con los controles no tratados.

Anfilisis Wastexn bilot

Se realiza el inmunomapchado como se describid anterior-
mente {(Gambacorti-Passerini C y colaboradores: Blocod Cells, Mo-
lecules, and Diseases 23, 380-94, 1997). Las células ge lavan
dos veces con suera regqulado con fosfato (PBS) frio, y subse-
cuentemente se lisan en 200 microlitroe de regulador de Laemmli

1 x (Tris-HCl 50 mM, pH de 6.8, 8DS al 2 por ciento, azul de
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bromofenol al 0.1 por ciento, glicerol al 10 por ciento, f-
mercaptoetanol al 5 por ciento). Los lisados celulares, co-
rrespondientes a 90,000 - 150,000 células, se hierven a 95°C
durante 10 minutos, se sonican durante 1 minuto, y se analizan
mediante electroforesis en gel SDS sobre éelea de poliacrilami-
da al 7.5 por ciento. Se detectan bcr/abl endégeno, bcr/abl
tirosinfosforilado, y la actina endbdgena, con el anticuerpo mo-
noclonal de ratén correspondiente, o con antisuero de conejo, y
luego se visualizan mediante deteccifn de quimiluminescencia
mejorada (ECL, Amersham Corp.) utilizando inmunoglobulina G de
cabra anti-ratén o anti-conejo enlazada con peroxidasa de réiba-
no como el anticuerpo secundario (Amersham Corp). El anticuer-
po monoclonal anti-abl (Clon Ab-3) se adquiere en Calbiochem.
El anticuerpo monoclonal anti-fosfotirosina (clon 4G10) se ad-
quiere en Upstate Biotechnology. El anticuerpo peliclonal de
conejo anti-actina se adquiere en Sigma. El anédlisis densito-
métrico se realiza con un FosfodensitSmetro Eagle Eye 11 (Stra-
tagene), y las intensidades de las bandas de bcr/abl fosforila-
do con tirosina se normalizan contra los niveles de expresién

de bcr/abl y actina.

Determinacién de AGP
Los niveles en suero de glicoproteina &cido-a, {AGP) se
detectan mediante inmunodifusién, o bien mediante el método de

isoelectroenfoque. Para la inmunodifusién, se aplican 5.0 mi-
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crolitros de cada muestra en un pequefio pozo de una placa de
&g;r (SRID, pruebq de placa de inmunodifusién radial sencilla,
Cardiotech Services JINIC Louisville, 1KY, EUA), que contlene
antisuero de AGP. La placa se incuba durante 24 horas a 37°C.
La cantidad especifica de AGP dentro de la muestra se mide por
el tamafio del anillo de precipitina, y se determina mediante
una comparacién con los estandares a 1,000, 250, y 125 micro-
gramos/mililitro, proporcionados con cada estuche de prueba.
Las determinaciones se realizan por duplicado. Para el isoe-
lectroenfoque, se vacia una IPG (gradiente de pH inmovilizado)
{(Gianazza, E., Celentano, F, Ettori, C., Righetti, P.G., Immo-
bilized pH gradients: Theory and methodology. Electrophoresis
1989, 10, 806-808) en el rango de pH de 2.5 a 5, entre una so-
lucién 4cida que contiene Inmovilina pK 1, 3 mM, pK 3.6, 11.83
mM, pK 9.3, 0.76 mM, y Tris 12.9 mM, y una solucién basica que
contiene inmovilina pK 3.6, 9.28 mM, pK 4.6, 9.50 mM, y pK 9.3,
16.13 mM (Amersham Pharmacia, Uppsala, Suecia). Después de la
polimerizacién, el gel se lava tres veces en glicerol al 1 por
ciento, se seca y se hidrata en urea 8M - anfolitos portadores
al 0.5 por clento, rango de pH de 2.5 a 5 (Pharmacia). Subse-
cuentemente, se cargan alicuotas de 7.5 microlitros de suero,
diluidas hasta 25 microlitros con 2-mercaptoetancl al 2 por
ciento, cerca del catodo. Después de una prueba durante la no-
che a 5% V/cm, las muestras se enfocan durante 90 minutos a 165

V/cm. el patrén de proteina se tifle con Coomassie.

,
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Se incuban plasma o AGP humana purificada (Sigma) o albd-
mina (diluida en PBS) con diferentes concentraciones de STIS71
a temperatura ambiente durante 30 minutoe. Las concentraciones
de STIS71 se determinan mediante HPLC, con un limite inferior
de deteccién de 0.1 gM. E1 STI1571 libre se determina mediante
ulctrafiltracidén con un corte a 30 KD. Se construyen las grafi-
cas de Scatchard Modificadas. Se Ealcula la Constante de Aso-
ciacién (Ka) como se deacribié anteriormente (Fuse E, Tanii H,

Kurata N y colaboradores, Cancer Res., 58, 3248-53, 1898).

Andliais estadistico

El anflisis estadistico se realiza con la prueba exacta de
Fisher o T. Estudiante utilizando el programa de andlisis
Prism. Para los andlisis de sobrevivencia, los datos se compa-
ran mediante la prueba de Logrank. Los valores P «<0.05 se con-
8ideran estadisticamente significativos, y se derivan a partir

de pruebas estadisticas dobles;

Elaxplo 1:  La eficacia de STI57] aestd relacionada con la
carga da tumor inicial

Los ratones sain pelo se inyectan subcuti&neamente con 50
millones de células KU812. El tratamiento se inicia después de

1, 8, y 15 dias, respectivamente (grupos 1 a III), en la pre-
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sencia de aproximadamente 50 .300 millones y 1,000 millones de
células leucémicaa. Aunque se observa regresién del tumor en
todoe lo grupos, solamente se obtienen curas en los primerocs
dos grupos. La Figura 1A muestra los resultados de un experi-
mento representativo. Aunque todos los animales del grupo I se
curan de una manera reproducible,. los ratones del grupo II de-
sarrollan reincidencias de entre el 33 por ciento y el 40 por
ciento; no se observa nunca una cura en el grupo III. Las re-
incidencias normalmente se desarrollan de 1 a 3 semanas después
de la descontinuacién del tratamiento. La Figura 1B presenta
los resultados combinados de tres experimentos diferentes. Es
evidente una clara relacién entre la cantidad de tumor presente
al principio del tratamiento, y el resultado de la terapia.
Una posible explicacién para estos resultados podria residir en
la duracidén insuficiente de administracidn de STI571 en los
grupos II y III. Para probar esta hipétesis, los ratones del
grupo II se tratan durante 11 6 18 dfas. El resultado de un
experimento representativo se muestra en la Fiqura 1C, e indica
que el incremento en la duracién del tratamiento no amin ra la
velocidad de cura. Estos resultados indican que, en este mode-
lo, el tratamiento con STIS571 puede curar a los animales s la-
mente si se erradica el tumor en los primeros 11 dias del tra-
tamiento. Si no sucede esto, no se puede alcanzar la cura, in-
clusive con una exposicién mis larga al compuesto. En tra pa-

labras: ha surgido algiin tipo de resistencia.

-
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Ejemplo 2:  ILos tumores reincidentss muestran resistencia in
vivo, pero ratienen su sensibilidad ia vitro a STIS71

Los animales que presentan tumores recurrentes se vuelven
a tratar con el mismo programa de STI571 (régimen de 11 dias).
El tratamiento empieza tan pronto como los tumocres llegan a ser
nuevamente mensurables. La éigura 2 muestra un experimento re-
presentativo. Es evidente que los tumores reincidentes respon-
den pobremente al nuevo tratamiento, y eventualmente empiezan a
crecer de una manera similar a los tumores de los animales no
tratados (lineas punteadas). Aunque las cé€lulas leucémicas son
resistentes in vivo a STI571, no se conoce su sensibilidad in-
trinseca al STIS71. Para investigar esta cuestién, se separan
los tumores de los animales resistentes, se obtienen suspensio-
nes celulares, y se colocan las células en cultive, y se prue-
ban para determinar la sensibilidad in vitro a STI571 dentro de
24-48 horas, como se describi$ anteriormente (le Coutre P, y
colaboradores, J. Natl, Cancer Inst. 91, 163-168, 1999). La Fi-
gura 3 presenta los resultados obtenidos de dos de estos tumo-
res. Es evidente que las células leucémicas obtenidas de los
animales resistentes retienen su sensibilidad a STI571, debido
a gque su ICs; no difiere de aquélla de la linea celular paren-
tal KUBl2. Estos resultados no conducen a evaluar si la acti-
vidad es cinasa de la proteina bcr/abl todavia es inhibida por

la administracién de STI571. Con este objetivo, se realizan
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experimentos farmacocinéticos moleculares (descritos en le Cou-
tre P, y colaboradores, J. Natl, Cancer Inst. 91, 163-168,
1995), para investigar el grado y la duracién de inhibicién de
becr/abl in vivo en los animales que no son previamente trata-
dos, o en ratones que reincidieron después del tratamiento ini-
cial, y fueron resistentes a un sequndo ciclo de administracién
de STI571. Los ratones gque tienen tumor se tratan agudamente, y
se sacrifican a las 2 y a las 4 horas. Los niveles de activi-
dad de cinasa de Bcr/Abl (medida como autofosforilacibémn) obte-
nidos en un experimento representativo, se muestran en la Figu-
ra 4. Aunque los ratones no tratados previamente muestran la
inhibicién anteriormente reportada en la fosforilacién de
bcr/abl tanto a las 2 como a las 4 horas (pistas 4 y 6), los
animales reincidentes resistentes a STI571 no son inhibidos por
el tratamiento (pistas 3 y 5). Estos experimentos indican que
los ratones reincidentes son resistentes a un tratamiento adi-
cional, y que no se logr6 en esta situacién la inhibicién de la
actividad de cinasa de bcr/abl. Sin embargo, las células leu-

cémicas retienen su sensibilidad in vitro a STIST1.

Ejemplo 3i  Niveles de plasma de STIS71 sn ratonss reinci-
dentea

Una posible explicacién de los resultados anteriormente
reportados, podria residir en un wmetabolismo incrementado de

STI571 en los animales previamente tratados, con niveles en
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plasma de STIS571 mids bajos resultantes. Para investigar esta

cuestidn, los ratones que tienen tumor, ya sea previamente tra-
tados con STI571 ¢ no (controles), se sacrifican a las 0.5,
2.0, y 5.0 horas después de un tratamiento agudo con STIS571, y
se determinan las concentraciones totales en plasma de STI571
mediante HPLC. Los resultados se presentan en la Figura 5.
Aunque los animales de control y previamente tratados alcanzan
niveles en plasma similares a los 30 mihutos, los niveles de
STI571 disminuyen mds rédpidamente en los animales de control,
comparindose con los ratones previamente tratados (p<0.01).
Las concentraciones intratumorales muestran un patrén opuesto;
los tumores presentes en los animales previamente tratados con-
tienen concentraciones més bajas de STI571 en todos los puntos
del tiempo, alcanzandoc este fendmeno un significado estadistico
en el punto del tiempo de 5 horas. Estos resultados no confir-
man nuestra hipétesis, e inclusive muestran que los animales
resistentes mantienen concentraclones mis altas de STI571 en su
sangre durante un tiempo mas largo. Estos datos, entre otras
alternatiqas, podrian en su lugar se compatibles con la presen-
cia, en la sangre de los ratones resistentes, de un "factor"”
capaz de fijarse y reducir la tolerancia y la actividad biolé-

gica del STIS71.

Ejemplo 4: La glicoproteina #dcida-o, (AGP) fija el STIS7],

@ inhibe sus efectos.
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Dos proteinas de plasma que pueden fijar f&rmacos son al-

blGmina y AGP. La AGP de preferencia fija las molé&culas biasicas
(Kremer y colaboradores, Drug binding to human a,-acidic glyco-
protein in heaith and disease, Pharmacological Reviews 403, 1-
47, 1988). Se utilizan cé&lulas KUslz in vitro para evaluar el
efecto de la AGP sobre la actividad biolégica del STIS571. De-
bido a que no esti disponible la AGP de murino en cantidades
suficientes para este tipo de experimentos (Fuse E y colabora-
dores, Cancer Res. 5B, 3248-53, 1998), se utiliza AGP humana.
Los resultados de un experimento representativo se presentan en
la Figura 6A. Ea evidente que la AGP inhibe la actividad del
STI571 (medida con ICsg); este efecto es proporcional a la con-
centracién de AGP. La ICs, Sse incrementa desde loa 0.05 uM
usuales en ausencia de AGP (Gambacorti-Passerini C, y colabora-
dores, Bloocd Cells, Molecules, and Diseases 231, 380-94, 1997),
hasta mis de 3.0 uM en una concentracién de AGP de 2 miligra-
mos/mililitro. En un experimento separado, se calcula la ICjs,
en 2.0 miligramoa/mililitro de AGP, a 4.5 uM (no se muestran
los datos). La albimina no incrementa sustancialmente la ICsg
para STI571, inclusive en 50 miligramos/mililitro (Figura 6B).
Por consiguiente, la AGP pero no la albimina, puede incrementar
la ICs;e para STI571 hasta valores 90 veces mis altos gque en los
controles.

Debido a que se observa un efecto inhibidor de AGP, se

calcula la Constante de Asociacién (Ka) de STI571 para AGP y
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para albGmina. Con este objetivo, se incuba una cantidad fija
de AGP (5 uM) con diferentes concentraciones de STIS571, y se
evalia la cantidad de farmaco no fijado (fraccién libre) me-
diante ultrafiltracién. Se obtienen las curvas de la gréfica
de Scatchard tanto para AGP como para albimina. En el caso de
la AGP, Be encuentra un valor de 8.7 litros/mol, que es aproxi-
madamente 60 veces m&s alta que la Ka calculada para albfimina
(0.15). Estos resultados indican que, aunque tanto la albGmina
como la AGP pueden fijar el S8TI571, la dltima fija el STIS71
con una afinidad mucho mis alta, y como resultado, inhibe la
actividad biolégica del STIS71.

Para confirmar los resultados anteriormente mencionados,

a

se estimulan células KUBl,d -in vitro con sueros que contienen
diferentes cantidades de AGP. .La Figura 7 presenta un experi-
mento ‘representativo en donde se agregan dos sueros que contie-
nen 130 microgramos/mililitro de AGP (tridngulos), y 1,150 mi-
crogramos/mililitro de AGP ({(cuadros), respectivamente (en una
concentracién final del 15 por ciento), a cultivos de KU812
(control: suero al 0 por ciento; rombos). Es evidente que la
inhibicién de la actividad de STI571 estd asociada con el con-
tenido respectivo de AGP de cada muestra de suero. El cambio
en el porcentaje de suero presente en el cultivo, produce un
incremento o una reduccién proporcional en su actividad inhibi-
dora {(no mostrado). Se concluye que la AGP puede fijar el

STI571, y esta fijacién tiene importantes consecuencias biold-
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gicas, y bloquea la capacidad del STIS71 para inhibir la acti-

vidad enzimdtica de la cinasa de Bcr/Abl.

Elemplo 5:  Relacidn entre loas niveles en susro de AGP. la
carga tumoral v al tratamlento con STIS71

Los resultados previamente pres-enl:adoa indican que la
AGP, una proteina en plasma inducible, inhibe potentemente 1la
actividad de STIS571 in vitro. Se determinan los niveles en
plasma de AGP en ratones sin pelo en diferentes etapas de la
enfermedad, mediante inmunodifusién, para evaluar si estos va-
lores se pueden asociar con la sensibilidad in vivo de las cé-
lulas leucémicas KU812 al tratamiento con STIS7i. La Figura 8A
presenta los valores de AGP en ratones en diferentes etapas de
la enfermedad. Los valores de AGP basales en ratones son muy
bajos (96 1 21 microgramoa/mililitro).. Las concentraciones de
AGP se elevan proporcionalmente con la carga de tumor presente.
Los ratones con una carga de tumor de aproximadamente 200 mili-
gramos (correspondientes a aproximadamente 200 millonea de cé&-
lulas leucémicas) muestran un incremento del cuddruple en los
valoree de AGP (383 + 131 microgramos/mililitro), mientras que
lo ratones con 0.8 - 1 gramo de tumores, muestran valores de
AGP mayocres de 1 miligramo/mililitro (1,580 + 234 microgramos/-
mililitro). Los animales con tumores mensurables que se curan
mostraron una reduccién progresiva en las concentraciones de

AGP, y regresaron a los niveles normales en 4 - 8 semanas. Los
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experimentos con AGP purificada indican que las variaciones en
las concentraciones de AGP observadas entre los ratones norma-
les y los animales que tienen tumores grandes, ocasionan un
cambio en la fraccibén de STIS571 fijada por AGP desde el 42 por

ciento hasta mis del 99 por ciento (no mostrado). Ea intere-

' sante que el tratamiento con STIS71 (160 miligramos/kilo-gramo

oralmente durante 11 dias) también produce un incremento més
bajo pero estadisticamente significativo de los valores de AGP
(213 £+ 43 microgramos/mililitroc). Los mayores niveles de AGP
en los ratones gue tienen tumor también son evidenciados me-
diante isoelectroenfoque (Figura 8B). Estos resultados _tomados
juntos, muestran que la carga de tumor (y hasta un menor grado
el tratamiento previo con STI571) induce la sintesis de AGP,
una proteina en plasma que, a 8u vez, puede fijar e inactivar

el STI571.

Eismplo 6: _ Ea erxitromicipa. enlaszadora de AGP. pusde libe-
zax sl bloguso mediado por AGP da la actividad del STIS71 in
vitro.

(a) Se sabe que varios firmacos se enlazan con AGP, in-
cluyendo eritromicina (Kremer y colaboradores, Pharmacological
reviews 40, 1-47, '1988). Si el mecanismo mediante el‘ cual la
AGP bloque el STI571 es mediado por el enlace de la AGP al
STIS71, entonces una tercera molécula capaz de enlazarse con

AGP podria competir con el STI571 por el enlace de AGP, hacien-
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do de esta manera que el STI571 esté mis disponible para la ac-
tividad biol6gica. Para validar esta hip&tesis, se agrega eri-
tromicina en 5 a 30 uM a cultivos de KUB12 conteniendo STI571
(1 pM), AGP 1 miligramo/mililitro), o tanto STIS71 L{l uM) como
AGP (1 miligramo/mililitreo). Los resultados de un experimento
representativo se presentan en la Figura 9 (STI solo: cuadros;
AGP sola: triingulos; STI y AGP rombos). La eritromicina res-
tablece la sensibilidad al STI571 con una clara relacidén de
respuesta a la dosis. La eritromicina no modifica la ICs; para
STIS71 en ausencia de AGP, excluyendo de esta manera un efecto
directo sobre el efecto anti-leucémico del STI571 (no mostra-
do).

(b} También se evalGan los efectos de la eritromicina so-
bre el blogque mediado por STI571 de la actividad de cinasa de
becr/abl (Figura 10). Las células KUB12 se tratan in vitro con
STI571, AGP, y eritromicina, se incuban a 37°C durante 1 hora y
ge lisa; luego se evallia la cantidad de actividad de cinasa
utilizando un anticuerpo anti-fosfotirosina. La Figura 10
muestra que la AGP inhibe la actividad del STI571. La activi-
dad del STIS71 se puede restablecer mediante la adicifén de eri-
tromicina.

Los experimentos (a) y (b) proporcionan evidencia en dos
ensayos diferentes, de que la eritromicina puede restablecer la

sensibilidad del STI571 in vitro.
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micina y del tratamiento pravio cop STIS71

(a) Habiendo demostrado el efecto inhibidor de la AGP y

su reversidn mediante eritromicina in vitro, validamos experi-
mentalmente la modulacién in vivo de los valores de AGP, o de
su capacidad de enlace. Los ratones se inyectan con células
KU812, y se inicia el tratamiento 11 dias después en la presen-
cia de una carga de tumor aproximada de 400 miligramos. En es-
ta situacién, se esperan pocas o0 ninguna cura a partir de un
tratamiento est&ndar con STI571. Los ratones se tratan con
STIS71 (160.miligramos/kilogramo oralmente cada 8 horas) s lo o
en combinacién con estolato de eritromicina (350 miligramos/-
kilogramo cada 8 horas) durante 18 dfas. La formulacidén de
etolato de eritromicina se selecciona, debido a que previamente
ge demostrS su buena disponibilidad oral en ratones, esperando-
se que la dosis seleccionada produzca concentraciones pico més
altas que 20 pgM. Como se ejemplifica en la Figura 11A, el tra-
tamiento combinade produce una reduccién de tumor significati-
vamente méds alta en el dia 6, y a partir del dfa 16 en adelan-
te. Es importante observa que, aunque la regresién &el tumor
es progresiva en los ratones que reciben el tratamiento combi-
nado, algunos tumores empiezan a volver a crecer durante los
dltimos dias del tratamiento en el grupo tratacio solamente con
STI571. El efecto de agregar eritromicina al STI571 es todavia

m&s evidente cuando se c mparan las velocidades de curacién en
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los doa grupos (Figura 113)._ En la serie que recibe solamente
STI571, 5/15 animales muestran desapariciédm del tumor. Sin em-
bargo, 4 animales reincidieron entre los dias 25 y 40, curéindo-
se solamente 1/13 animales en el dfa 120 (Gitimo dfa del segui-
miento). En el grupo que recibié la terapia combinada de eri-
tromicina/STIS571, 14/15 ratones llegarén a quedar sin tumor, y
sclamente un animal reincidif, en el dfa 30. Por consiguiente,
10/12 animales se curan con el tratamiento combinado; este va-
lor es Bignificativamente diferente (p<0.0l1) del obtenido
(1/13) en el grupo con solamente STIS571. Los grupos de control
que reciben eritromicina solamente, no muestran evidencia algu-
na de regresifn del tumor {(no mostrado).

(b) También se evaldan los efectos bioclégicos del trata-
miento previo con STIS71. los ratones se tratan previamente ©
no con STI571 durante 14 dias, se inyectan con células KU812, y
luego se tratan con STI571 (160 miligramos/-kilogramo cada 8
horas durante 11 dias), empezando 24 horas después de la inyec-
cién de células leucémicas. Bajo estas circunstancias, se espe-
ra que el 100 por ciento de los animales se curen con el
STIS71. Los resultados se presentan en la Figura 12. En el
grupo de control (ratones no ;ratados previamente} 0/14 anima-
les desarrollaron crecimiento del tumor. En el grupo de los
ratones previamente tratados, el crecimiento del tumor se pre-
senta en 7/14 animales (p<0.05), indicando que el incremento de

AGP asociado con el tratamiento previo con STI571 también puede
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producir un efecto bioclSgico significativo. Estos resultados,
tomados juntos, apoyan la evidencia experimental para los efec-
tos negativos de la AGP sobre la actividad terapéutica del
STIS71; también sugieren y proporcionan una validacién experi-
mental parcial de una estrategia que tiene como objetivo deri-
var in vivo 1la resiatencia mediada por AGP, utilizando molécu-

las capaces de enlazarse con AGP en competencia con el STIS71.

Normalmente se preparan tabletas que contienen 100 mili-
gramos de la sustancia activa mencionada en el titulo, en 1la

siguiente composicién:

Caxpasalcidn

Ingrediente activo 100 mg
Lactosa cristalina 240 mg
Avicel 80 mg
PVPPXL 20 mg
Aerosil 2 mg
Estearato de magnesio 5 mg

=y
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Preparacién: La sustancia activa se mezcla con los materiales

de vehfculo, y se comprimen en una miquina formadora de table-
tas (Korsch EKO, didmetro de perforacién de 10 milimetros).
Avicel es celulosa microcristalina (FMC, Filadelfia, EUA).
PVPPXL es polivinilpirroliaona, reticulada (BASF, Alema-
nia).

Aerogil es dibéxido de silicio (Degussa, Alemania).

Se preparan normalmente cidpsulas que contienen 100 mili-
gramos del compuesto mencionado en el titulo como sustancia ac-

tiva, en la siguiente composicién:

Compasicidn

Ingrediente activo 100 mg
Avicel 200 mg
PVPPXL 15 mg
Aerosil 2 mg
Estearato de magnesio 1.5 mg

Las cipsulas se preparan mezclando los componentes, y lle-
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nando la mezcla en cépsulas de gelatina dura, tamafio 1. PVPPXL

= Crospovidona XL (ver el Ejemplo 10).

Crospovidona XL: Povidona reticulada = homopolimero reti-
culado insoluble en agua de N-vinil-2-pirrolidona.

Aerosil 200: gel de silice puro (4rea superficial de
acuerdo con BET 200 i 25 m?/g. tamaflo de grano promedio, 12
nanémetros) .

Avicel: celulosa microcristalina.

La composicién del relleno de la cipsula para las cédpsulas
de 100, 50, y 25 miligramos es idéntica. Las diferentes con-
centraciones de dosificacién se obtienen variando solamente el
peso del relleno de la cipsula. Los tamaflos de cipsula preten-
didos son 100 miligramos tamafio 1, 50 miligramos tamafio 3, y 25

miligramos tamafio 4.
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Tabla 1: Composicién para c&psulas (Cantidades utilizadas por

cada lote en [kgl)

Excipientes _ Porcentaje 100 mg.
sal de metansul-

fonato de 4-(4-

metilpiperazin-1-

ilmetil) -N-[4-me-

til-3-(4-piridin-

3-il)pirimidin-2-

ilamino) fenil] -

benzamida en la

forma del cristal-

] 51.96 119.50
Avicel PH 102 40.00 92.00
Crospovidona XL 6.52 15.00
Aerosil 200 0.87 2.00

Estearatc de mag-
nesio 0.65 1.50
Total 100.00 230.00

Tamaflo de cdpsula ' 1

50 mg.

59.75

46.00

7.50

1.00

23

45 mg.

29.875

23.000

3.750

0.500

0.37%

57.50
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Tabla 2:

Ingrediente Porcentaje 100 ngy 50 mg

CANTIDAD POR CANTIDAD POR CANTIDAD POR
LOTE (%) LOTE (Kg) LOTE (Kg)

sal de mentan- 51.96 18.224 9.112
sulfonato de 4-
(4-metilpipera-
zin-1-ilmetil) -N-
[4-metil-3-{4-pi~-
ridin-3-il)piri-
midin-2-ilamino) -
fenil] -benzamida
en la forma del
cris-tal-p
Celulosa MK GR 40.00 14.030 7.015
Crospovidona XL 6.52 2.288 1.144
Aerosil 200 0.87 0.305 0.153
Estearato de Mag- 0.65 0.228 0.114
nesio
Total 100.00 35.075 17.538
Tamafio de c&psula 1 3
Cantidad de cé&p-| 152'500 152'500
sulas
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Aqui se puede utilizar cualquier formulacién convencional
conocida para la eritromicina
Un ejemplo para una formulacién con estolato de eritromi-

cina se da en la Tabla 3.

Tabla 3: (Cantidades Utilizadas por cada lote en {Xgl)
Excipiente Porcentaje 100 mg. 50 mg. 25 ng.

Estolato de eritro-

micina ] 51.96 119.50 59.75 29.875
Avicel PH 102 40.00 92.00 46.00 23.000
Crospovidona XL 6.52 15.00 7.50 3.750
Aerosil 200 0.87 2.00 1.00 0.500

Estearato de Magne-
pio 0.65 1.50 0.75 0.375

Total 100.00 230.00 115.00 57.50
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Tabla 4: (Cantidades utilizadas por cada lote en [kg])

Excipientes

sal de metansul-
fonato de 4-(4-
metilpiperazin-1-
ilmetil) -N- [4-me-
til-3-{4-piridin-
3-il)}pirimidin-2-
ilamino) fenil} -
benzamida en la
forma del cristal-
p

Estolato de eritro-
micina

Avicel PH 102
Crospovidona XL
Aerosil 200
Estearato de mag-
nesio

Total

Porcentaje

25.98

0.65

100.00

100 mg.

59.75

59.75

92.00

15.00

2.00

1.50

230.00

50 mg.

29.

46.

115.

875

875

00

.50

.00

.75

00

a5 mg.

14.

14,

23.

57.

9375

9375

000

.750

.500

.375
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1. Una preparacién en combinacidén que comprende: (a)
cuando mencs un inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de
PDGF-R, y/o receptora de Kit, y (b) cuando menos un compuesto
orgdnico capaz de enlazarse con glicoproteina &cido-a; (AGP); o
sales farmacéuticamente aceptables de cualquier componente (a),
(b), o (a) y (b}, si estd presente cuanda menos un grupo forma-
dor de sal, y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

2. Una preparacién en combinacién de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en donde el inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit, (a) se selecciona
a partir del grupo que consiste en:

(i} un compuesto de 7H-pirrolo(2,3-d]pirimidina de la

f6rmula VI:
(R),
NAIN
‘CHRI)I S vi)
\n‘a NH
H

R; R,

en donde:
qes 0 61,

nesdela3lcuando g es 0, on es de 0 a 3 cuando q es
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R es haldgeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo

inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alquilcarbamcilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, ciano, amino, alcancilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o tri-
flucrometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R, ¥ R; son cada uno independientemente del otro:

a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo, amino, alcanoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoilo, N-
alquilcarbamoilo inferior, N,N-dialquilcarbamofle inferior,
ciano, o por nitro;

B hidrégeno;

¥)  piridilo insustituido o sustituido por halégeno o por
alquilo inferior;

B8) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano;  carboxilo;
alcoxicarbonilo inferior; carbamoflo; N-alquilcarbamof{lo infe-
rior; N,N-dialquilcarbamoflo inferior; N-bencilcarbameoiflo; for-.
milo; alcanoflo inferior; alquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

€) alquilo inferior sustituido por:
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ea) halbSgeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

ef) fenilamino que estd insustituido o sustituido en 1la
fraccién de fenilo por halégeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonilo inferior, carbamoflo, N-alquilcarbamoflo- inferior,
N,N-dialquilcarbamoflo inferior, ciano, amino, alcanocilamino
inferior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
por trifluorometilo,
€y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxilo, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

€8) por un radical de la férmula R;-S(0O).- en donde R, es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) cuando q@ es 1, uno de los radicales R; y R, es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y Rz tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el parrafo a), con la excepcién de hidrégeno, o

c) Ry Yy R2 son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, haldgeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo ‘inferior, N,N-

dialquilcarbamoilo inferior, o por ciano, © son aza-1l,4-
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alcadienilenc que tiene hasta 9 &tomos de carbono, o

(d) cuando q es 1, R; Yy R; .son cada uno
independientemente del otro, alquilo inferior insustituido
fenilo insustituido, o tienen uno de los significados dados
anteriormente en el p&rrafo a), y
Rg¢ es hidrSgeno, alquilo inferior, alcoxicarbonilo inferior,
carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior o N,N-
dialquilcarbamoflo inferior,

© una sal del mismo; y

(ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la

férmula I: _
R. R, ™~
R~ Ry R,
N
()
R: ‘/ S>_‘N. H‘
—=p H
. R, v
;n donde:

R, es 4-pirazinilo, 1-metil-lH-pirrolilo, fenil
sustituido por amino o por aminoalquilo inferior, en d nde el
grupo amino en cada caso estd libre, alquilado, o acilado, 1H-'
indolilo 6 1H-imidazolilo enlazado en un &tomd de carbono del
anillo de 5 miembros, o piridilo insustituido o sustituido p r

alquilo inferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e

insuati-
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tuido o sustituido en el dtomo de nitrdgeno por oxigeno,

Rz ¥ Ry son cada uno independientemente del otro, hidrégeno
o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales Ry, Rs, Rs, R;, Y Rs son cada uno
nitro, alcoxilo inferior sustituido por flior, o un radical de
la f6rmula II:

-N(Ry) -C{=X) - (Y)n-Ryo (II),

en donde:
Ry es hidr6Sgeno o alquilo inferior,
* X es oxo, tio, imino, N-alquilimino inferior, hidroximino,

u O-alquilhidroximino inferior,

Y ea oxigeno o el grupo NH,

nes 061, y

Rip €8 un radical alifitico que tiene cuando menos 5 Atomos
de carbono, o un radical aromético, aromi&tico-alif&tico, ci-
cloalifdtico, cicloalifitico-alifitico, heterociclico, o hete-
rociclico-alifdtico, y los radicales restantee Ry, Rs, Rs, Ry, ¥
Ry son cada uno independientemente de los otros, hidrégeno, al-
quilo inferior que estd insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilado, piperazinilo, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una - sal de estos compuestos que tengan cuando menos un
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grupo formador de sal;

y el compuesto orgdnico capaz de enlazarse con la glico-
proteina &cido-a; (AGP) (b) se selecciona a partir del grupo
gue consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, Bupivacaina,
Etidocaina, Fenciclidina, Lidocafina, PFenciclidina, Aprindina,
Disopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritromicina, Acenocumarol,
Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, Warfarina, Fenitofna, Car-
bamazepina, Naproxeno, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, Pin-
dolol, Propranclol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Deame-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperidol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina: Zimelidina, vita-
mina B;; 4&cido f£f6lico, ﬁAFN, 1,8-Anilino-naftalensulfonato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropién, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Trimazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-
cina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil, Metocloprami-

da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
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Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, Clordiazep6xido, L-triptéfano, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoill-estaurosporina, y
7-hidroxi-estaurcsporina;

asl como un metabolito de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualquier componente (a) y (b) también puede es-
tar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta;
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal.

3. Una preparacién en combinacifén de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en donde se combinan (a) cuando menos un inhibi-
dor de cinasa de tirosina de abl, receptora de PDGF, y/o recep-
tora de Kit, seleccionado a partir del grupo que consiste en 1-
(4-cloroanilino) -4-(4-piridilmetil) -ftalazina, (R)-6-(4-hidro-
xifeil)-4-[(1-fenil-etil) -amino] -7H-pirrolo(2,3-d]pirimidina, vy
4-(4-metilpiperazin-1-ilmetil)-N- [4-metil-3-(4-piridin-3-il)pi-
rimidin-2-ilamino) fenil)] -benzamida; o una esal farmacéuticamente
aceptable de cualquiera o mis de estos compuestos; y

(b) cuando mencs un compueato capaz de enlazarse con la

glicoproteina &cida-a,, seleccionado a partir del grupoc que

"consiste en un antibiético, estaurosporina, N-benzoil-

estaurosporina, y 7-hidroxi-estaurosporina, © una sal farmacéu-

ticamente aceptable de las mismas.
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4. Una preparacidn en combinacién de acuerdo con la rei-
vindicacién 1, en donde (a) el inhibidor de cinasa de tirosina
de abl, receptora de PDGF, y/o receptora de Kit es 4-(4-
metilpiperazin-l-ilmetil) -N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimi-
din-2-ilamino}fenil)benzamida, o una s8sal farmacéuticamente
aceptable de la misma, y (b) el compuesto capas de enlazarse
con la glicoproteina adcido-a; es eritromicina, o una sal farma-
céuticamente aceptable de la misma.

5. Un producto que comprende:

(a) cuando menos un inhibidor de cinasa de tirosina de
abl, de PDGF-R, y/o receptora de Kit, y

(b} cuando menos un compuesto orgidnico capaz de enlazarse
con glicoproteina &cida-a,,

en donde cualquier componente (a} y/o (b) también puede
estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente acepta-
ble, si estd presente cuando menos un grupo formador de sal,

en la presencia o en ausencia de uno o mids materiales de
vehiculo farmacéuticamente aceptables, como una preparacién en
combinacién para su uso aimulténeo © cronolégicamente escalona-
do dentro de un perfiodo de tiempo que sea suficientemente pe-
quefio para que los compuestos de tanto el componente (a) como
del componente (b}, mejoren la actividad antiproliferativa del
compuesto (a) contra las células proliferantes, especialmente
en un paciente, para el tratamiento de una enfermedad prolife;

rativa que responda a este compuesto.
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6. El producto de acuerdo con la reivindicacién 5, en
donde el inhibidor de cinasa de tirosina de abl, receptora de
PCGF, y/o receptora de Kit, se selecciona a partir del grupo
qgue consiste en:

(i) un compuesto de 7H-pirrolo{2,3-d]lpirimidina de 1la

f6rmula VI:
(R),
il Vi
(CH
Q‘ N NH
\ —
R R,
en donde:
gqges 0 61,

nesdelailcuandogqes 0, on es de 0 a 3 cuando q es

R es halégeno, alquilo inferior, hidroxilo, alcanciloxilo
inferior, alcoxilo inferior, carboxileo, alcoxicarbonilo infe-
rior, carbamoilo, N-alquilcarbamoilo inferior, N,N-
dialquilcarbamoilo inferior, ciano, amino, alcanoilamino infe-
rior, alquilamino inferior, N,N-dialquilamine inferior, o tri-
fluorometilo, siendo posible, cuando estén presentes varios ra-
dicales R en la molécula, que estos radicales sean idénticos o
diferentes;

a) R; ¥ R; son cada uno independientemente del otro:
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a) fenilo sustituido por carbamoilmetoxilo, carboximeto-
xilo, benzoiloxicarbonilmetoxilo, alcoxicarbonilmetoxilo infe-
rior, fenilo,'amino, alcanoilamino inferior, alquilamino infe-
rior, N,N-dialquilamino inferior, hidroxilo, alcanoiloxilo in-
ferior, carboxilo, alcoxicarbonilo inferior, carbamoilo, N-
alquilcarbamoilo inferior, N,N-dialquilcarbamoilo inferior,
ciano, © por nitro;

B} hidrégeno;

) piridilo insustituido o sustituido por halégeno o por
alquilo inferior;

5) N-bencilpiridinio-2-ilo; naftilo; ciano; carboxilo;
alcoxicarbonilo inferior; carbamoilo; N-alquilcarbamoilo infe-
rior; N,N-dialquilcarbamoilo inferior; N-bencilcarbamoilo; for-
milo; alcanoflo inferior; algquenilo inferior; alqueniloxilo in-
ferior; o

E) alquilo inferior sustituido por:

ea) halSgeno, amino, alquilamino inferior, piperazino,
dialquilamino inferior,

8f) fenilamino que esti insustituido o sustituido en la
fraccifn de fenilo por halégeno, alquilo inferior, hidroxilo,
alcanoiloxilo inferior, alcoxilo inferior, carboxilo, alcoxi-
carbonilo inferior, carbamoflo, N-alquilcarbamoilo inferior,
N,N-dialquilcarbamo{lo inferior, ciano, amino, alcancilamino

inferior, alquilamin inferior, N,N-dialquilamino inferior, o
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por trifluorometil ,
6y) hidroxilo, alcoxilo inferior, ciano, carboxile, alcoxicar-
bonilo inferior, carbamoilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N,6N-
dialquilcarbamoilo inferior, mercapto, o

€ed) por un radical de la fé6rmula R;-S(0)e- en donde R; es
alquilo inferior, ymes 0, 1 6 2, o

b) cuando q es 1, uno de los radicalea R; y R; es alquilo
inferior insustituido o fenilo insustituido, y el otro de los
radicales R; y Ra tiene uno de los significados dados anterior-
mente en el parrafo a), con la excepcién de hidrégeno, o

c) Ri y Rz son juntos 1,4-alcadienileno de 4 a 10 &tomos
de carbono sustituido por amino, alcanoilamino inferior, alqui-
lamino inferior, N,N-dialquilamino inferior, nitro, halégeno,
hidroxilo, alcanoiloxilo inferior, carboxilo, alcoxicarbonilo
inferior, carbamofilo, N-alquilcarbamoflo inferior, N,N-
dialquilcarbamofilo inferior, o por ciano, o. gon aza-l,4-
alcadienileno que tiene hasta 9 &tomos de carbono, o

d) cuando q es 1, R, ¥ R; son cada uno independientemente
del otro, alquilo inferior insustituido o fenilo insustituido,
o tienen uno de los significados dados anteriormente en el pd-
rrafo a), y
R¢ es hidrégeno, alquilo inferior, alcoxicarbonileo inferior,
carbamoilo, N-alquilcarbamof{lo inferior, o N,N-
dialquilcarbamoilo inferior,

o una sal del mismo;

L

Yo
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(ii) un derivado de N-fenil-2-pirimidinamina de la

£S5rmula I:

R, A,

Ry

R, . Ry
N
7\ . .
R; >——' R, .
_N N.H .
R

en donde:

R; es 4-pirazinilo, 1-metil-1H-pirrolilo, fenilo
sustituido por amino o por amincalquilo inferior, en d nde el
grupo amino en cada caso estid libre, alquilado, o acilado, 1H-
indolilo 6 l1H-imidazolilo enlazado en un &tomo de carbon del
anillo de 5 miembros, o piridilo insustituido o sustituido por
alquilo inferior enlazado en un &tomo de carbono del anillo, e
insustituido o sustituido en el &tomo de nitrégeno por xigeno,

R, Y R; son cada uno independientemente del tro,
hidrégeno o alquilo inferior,

uno o dos de los radicales Ry, Rg, Rg, Ry Y Ry son
cada uno nitro, alcoxilo inferior sustituido por glﬁor, © un
radical de la f6rmula II:

-N(Rg) -C (=X) - (¥Y), -Ryq (11),

en donde:
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Ry es hidrégeno o alquilo inferior,

X es oxo, tio, imino, N;alquilimino inferior, hidroximino,
u O-alquilhidroximino inferior,

Y es oxigeno o el grupo NH,

nes 061, y

R;o €8 un radical alifitico que tiene cuando menos 5 &tomos
de carbono, o un radical aromftico, aromitico-alifdtico, ci-
cloalifé&tico, cicloalifitico-alifdtico, heterociclico, o hete-
rociclico-alifitico, y los radicales restantes Ry, Rs, Rs, Ry, ¥
Re Bon cada uno independientemente de los otros, hidrégeno, al-
qdilo inferior que esta insustituido o sustituido por amino li-
bre o alquilado, piperazinileo, piperidinilo, pirrolidinilo, o
por morfolinilo, o alcanoilo inferior, trifluorometilo, hidro-
xilo libre, eterificado o esterificado, amino libre, alquilado
o acilado, o carboxilo libre o esterificado, o

una sal de estos compuestos que tengan cuandoc menos un
grupe formador de sal;

Y el compuesto orgénico capaz de enlazarse con la glico-
proteina &cidoc-a; {(AGP) (b) se selecciona a partir del grupo
que consiste en:

Nicergolina, Prazosina, Alfentanil, Cetamina, Etidocaina,
Fentanil, Meperidina, Metadona, Fenilbutazona, Bupivacaina,
Etidocaina, Fenciclidina, Lidocafna, Fenciclidina, Aﬁrindina,
Disopiramida, Quinidina, Verapamil, Eritrémicina, Acenocumarol,

Dipiridamol, PCR2362, Ticlopidina, warfarina, Fenitoina, Car-
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bamazepina, Naproxeno, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, Pin-
dolol, Propranolol, Timolol, Progesterona, Cortexona, Cortisol,
Testosterona, Estradiol, Prednisolona, Metocurina, d-
Tubocurarina, Amitriptilina, Clorpromazina, Ciclazindol, Desme-
tilimipramina, Diazepam, Doxepina, Flurazepam, Flufenazina, Ha-
loperidol, Imipramina, Loxapina, Mianserina, Nortriptilina,
Norzimelidina, Perazina, Perfenazina, Fenobarbital, Derivados
de Fenotiazina, Promazina, Acepromazina, Protipendilo, Tiorida-
zina, Tiotixeno, Triazolam, Trifluoperazina, Zimelidina, vita-
mina B;; 4&cido £6lico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalensulf nato;
Aminopirina, Amoxapina, Bupropidén, Maprolitina, Nomifensina,
Trazodona, Ritodrina, Doxazosina, Triﬁazosina, Binedalina,
Amsacrina, Apazona, SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometa-
cina, Probenecida, Acido Retinoico, Sulfinpirazona, Tolmetina,
Benoxaprofeno, Heparina, Sufentanil, Lofentanil, Metocloprami-
da, Nicardipina, Pirmenol, mifepristona, RU 42 633, Aprindil,
Auramina O, Bepridil, Desipramina, Desmetilclomipraina, Moxa-
prindina, Quinina, Lorcainida, Protipendilo, Protriptilina,
Trihexifenidilo, Biperideno, Matacualona, Difenhidramina, Glu-
tetimida, ClordiazepSxido, L-tript6fanc, Mepivacaina, Levometa-
dona, Opipramol, Trifluopromazina, Trimipramina, Fosfato de
tris-butoxietilo, estaurosporina, N-benzoil-estaurosporina, Y
7-hidroxi-estaurosporina;
asi como un metabolite de cualquiera de estos compuestos;

en donde cualgquier componente (a) y/o (b) también puede
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inhibidor de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, Y/o
receptora de Xit, y
(b) cuando menos un compuesto orginico capaz de
enlazarse con glicoproteina acida-a,
en donde cualquier componente (a) y/o (b) también
puede estar presente en la forma de una sal farmacéuticamente

aceptahle; sl est& presente cuando menos un grupo formador de

sal,
para producir una preparacién farmacéutica para

utilizarse como composiciones contra una enfermedad
proliferativa que pueda ser tratada mediante la administracién
de un inhibi&or de cinasa de tirosina de abl, de PDGF-R, y/
receptora de Kit.
Ing. Barzano & Zanardo Milano S.p.A.
] (Firmado)

Tr. 1392/c/vE Los Mandatarios:

. (Firma) (Firmado)

(Por si mismo y por los demis)

Aparece un sello del Ministerio de Industria, Comercio y

Artesanado, Oficina de Patentes en Milén.

(Siguen 17 pdginas de dibujoas).
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La presante invenzione riguardas combinaziomi di un inibitors della abl~-
ronina=chinasi, deal DRGF-recsttors e/o del Kit-recettore éom wmn com~ |
posto organico in grado di .legarsi ad una al-glicoproteina acids. (nﬂn', )
e riguarda anché preparati farsaosutici e/o terapie, im relazjicne 'a ma~-
lattie che rispomdono ad una inibizione della abl-timm-ﬁmu del
FDGF-recettore e¢/o del Kit-recettore, in particolare 1’ invensions ri-
guarda prodotti oppure combinazioni che . contengono un inibitors della
abl-tirosina-chinasi, dal PDGF-recettors ‘e/oc del Kit-recattors com un
mtomdmhadoﬂlmidmd—quwm
(AGP), in combinazions fissa oppure per mna somministrazions distribuita
nel tempo oppure ocntemporansa, ¢ riguarda 1’impiego oﬂmzwa K. 2
classi di composti o in oombinamione fissa oppure per uma scaministra-
sione distribuita nal tempo cppure comtemporansa, per il trattamsnto di
‘malattie proliferative, in particolare malattie tumsorili, in:modo qno.i.
fico guelle che.possono venire-trittate~medianteinibizions della  atti-
vith deélla .li:?ﬁ:um-m, m—m“‘ olo del, nt-:o-

= gmed  es m: & mmng -
-
- .
. . . Lt
. N .a 1]

» .- N . - P

=

—

. -
-— —r——

M. DISEQNO




' - 2 - Ing. Barzand & Zanardec Milanc 3.p.A. 7‘{

M8y AL027110

DESCRIZIONE DELL'INVENZIONE INDUSTRIALE
a nome: NOVARTIS AG’

di nazionalita: svizzera

con sede in: BASILEA (Svizzera)

———— . — —— — ——

La preséente invenzione riguarda co:mbiriazioni di un
inibitore della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore
e/0 del Kit-recettore con un composto orga_nico :!g.n
grado di legarsi.ad una al-glicoproteiiaa acida (AGP}, e
riguarda anche preparati farmaceutic;i e/o teraplile, "in
relazione a malattie che rispondono ad una inibizione
della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o
del Kit-recettore. In particolar.e 1'invenzione riguai.rda
prodotti oppure combinazioni che contengono un -inibitore
della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o
del Kit-recettore con un composto organico in grado
di legarsi ad una al-glicoproteina acida (AGP), in
gombinazione fissa oppure per una somministrazione
distribuita nel tempo oppure cl:ontemporanea, e riguarda
l'i.mpi-ego combinato di due classi di composti o in
combinazione fissa oppure per una somministrazione
distribuita nel _ tempo oppure contemporanea, 'per il
trattamento di malattie proliferative, in partn‘:colare
malattie tumorali, in modo _specifico quelle che possono

venire trattate mediante inibizione della attivita

9
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della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o del
Kit-recettore.

Base dell'’Invenzione

Sone noti numerosi composti che inibiscono 1la

proliferazione di cellule mediante inibizione della
abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o del

Kit-recettore Per—-esempio, Za Bomanda— di— Brevetto— ——---

—_— s - —— o e n o —- ]

P Internaz;onale No.:.WO 97/02266, la Domanda.dl Brevetto , - =

P — —_— e —— ¢ — S ———— — — —— e m = e, ———a

Internazionale No WO 98/35958 e in modo particolare

————J:a——Demanda—di—Bsevet-te—Easepeé;EP: 0.-564.409~A—ea—— —~~" =

----——anche—ia-Bomanda—lnternaz&ena%e—New-Wo-89¢03854r-@he M

vengono qui incorporati tutti come riferimento, citanc™— e

composti che sono inibiteri di almeno una delle

tirosina-chinasi citate sopra. Ulteriori composti che
SOnoe interessénti sono Tyrphostin AGY957 (vedere
Kaur et al., Anticancer Drugs 5, 213-222 (1994),
Herbimycin A (Okabe e Uehara, Leukemia and Lymphoma :
12, 2156-2162 (1994), Blood 80, 1330-1338 (1994) and
Leuk. Res. 18, 213-220 (1994), e anche Rioran et al.,
Oncogene 16, 133-1542 (1998)); Tyrphostins AG 1295,
AG 1296 (vedere Kovalenkeo et al., Cancer Res. 54,
6106-6114 (1994); Lipson et al., Pharmacol & Exp-
Therap. 285, 844-852 (1998); Krystal et al., Cancer
Res. 57, 2203-2208 (1997)); SU 101 (Leflunomide), e

anche come suo metabolita (vedere Shawer et al.,
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Clin. Cancer Res. 3, 1167-1177 (1997), Mattar et al.,
FEBS Lett. 334, 161-164 (1993), Cherwinskyi et al.,
Inflamm. Res. 3, 1167-1177 (1987), e Strawn et al.,

Exp. Opin. Invest. Drugs 17, 533-573 (1998)):; e

8 &7

Piridopirimidine (vedere per esenpio Hamby et al., J.
.Med. Chem. 40, 2296-2303 (1997); Dahring et al., J.
Pharmacol. Exp. Ther. 281, 1446-1456 (1997); Klutcho
et ao, Life Sci. 62, 143-150 (1998):; Panek ét al., J.
Pharmacol. Exp: Ther. 283, 1433-1444; Béschelli et
al., J. Med. Chem. 41, 4365-4377 (1998)).-Tutte le

citazioni riportate sopra vengono qui incorporate

‘Come riferimento.

Si & dimostrato - che questi cqmpqéti, come
descritti nelle domande di brevetto citate sopra e in
altre pubblicazioni, a causa di questa- capacita sono
efficaci nella profilassl e in particolare nel
trattamento di malattie che vengono provocate da una
deregolazione della fosforilazione e/o dell'attivita
delle tirosina-chinasi appena ciltate.

La fosforilazione di proteine & nota da lungo
‘tempo come stadio essenziale nella differenziazione
e nella divisione delle cellule. La fosforilazione
viene catalizzata dalle proteina-chinasi suddivise in
sérina/treonina—chinasi e tirosinha-chinasi. Le

tirosina~-chinasi comprendono una tirosina-chinasi del
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recettore di PDGF (fattore di crescita derivato dalle
piastrine = PDGF~-R-TK, abl-tirosina-chinasi (abl); e
tirosina-chinasi del kit-recettore (kit-R~-TK). Quando

queste tirosina-chinasi vengono deregolate, per esempio

mediante mutazione oppure mediante attivazione tramite
fattori esterni, per esempio composti (composti naturali
interni, come PDGF, oppure composti esterni) che si
legano ad essé,. il risultato tra 1l'altro & una
deregolazione della crescita di cellule.

Il Pi)GF (.fattore di crescita derivato dalle
piastrine) & un fattore di crescita che & presente
molto spesso, che’ ha un ruoclo importante sia nella
crescita norma]:e che nella proliferazione cellulare
patologica come nella carcinogenesi e nei disturbi

delle cellule della muscclatura liscia dei vasi

sanguigni, per esempio nella ateroscierosi e nella -’

trombosi. La sua inibizione pud venire misurata in
analogia al procedimento descritto in EP 0.564.409
citato sopra (vedere anche E. Andrejauskas-Buchdunger
e U. Regenass in Cancer Research 52, 5353-5358 (1992)).
L'inibizione della abl-chinasi, per esempio
v-abl-tirosina-chinasi viene determinata secondo 1
metodi di N. Lydon et al., Oncogene Research 5, 161-173
(1990) e J. F. Geissler et al., Cancer Research 52,

4492-4498 (1992). In questli metodi come substrati si
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usano [Val‘r’]—angiotensina IT e [T—JZP]—ATP.
L'inibizione della tirosina-chinasi del
kit-recettore pud venire misurata per esempio sotto

forma di un saggio di c-Kit-chinasi in vitro:

20 %3

Il saggio di c-Kit-chinasi In vitro -viene erfettuato
in plastre da 96 pbzzetti come saggio di legame
su filtro, impiegando il dominio della c-Kit-chinasi
fuso c¢con GST ricombinante (glutationérs-tra-sferasi)
espreééo in baculovirus e purificato su glutatione~
. sefarosio. La proteina di fusione di (;ST viene fattla
incubare in condizioni c;ttimali in presenza oppure in
assenza di un farmaco e si misura 1'inibizione della
chinasi rivelando la diminuzione nella. fosforilazione
del poly(GluTyr)-M:l) peptide P-275. S1 usa
gam.ma-[shP_-ATP] come donatore -di fosfato. Come
alternativa & possibile usare un saggio cellulare
per c-Kit: Cellule che iperesprimono C-Kit wvengono
raccolte dal siero e vengono fatte incubare per
90 mi:;uti a 37°C con un farmaco prima della stimblazione
con un fattore di cellule staminali umane ricombinanti.
Quantita uguali di proteina proveniente dai lisati di

cellule vengono analizzate per la inibizione della

fosforilazione di c-Kit mediante Western blotting

impiegando anticorpi anti-fosfotirosina.

- A causa delle proprieta descritte, i composti
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che presentanc una inibizione di una delle
tirosina-chinasi citate sopra possono venire usati
come sostanze terapeutiche, in particolare per il

trattamento di malattie proliferative, come cancro,

26| }f,{

in particolare tumori é leucemie.

D'altra parte i composfti péssono venire usati
non soltanto come ingredienti attivi di inibizione
dei: tumori ma anche come Zarmaci contro malattie
proliferative non maligné, per esempio aterosclerosi,
trOIt-l.bOSi; psoriasi, sclerodermiti e fibrosi. Essi
sono adatti anche per le ulteriori applicazioni
citate sopra come C-modulatori di proteir[a-chinasi e
pos.sono venire usati in particolare nel trattamento
di malattie che rispondonoc alla inibizione della
- chinasi del PDGF-recettore.

Un inibitore della tirosina-chinasi come descritto
sopra inibisce anche BCR-abl-chinasi (vedere Nature
Medicine 2, 561-566 (1996)) e cosl & adatto per il
t_rattamento di malattie cancerose e tumorali
BCR—a.bl—positive come leucemie (in particolare leucemia
mieloide cronica e leucemia linfoblastica acuta, in
cui si trovano in particolare meccanismi apoptotici
di azione), e presenta inoltre effetti -sul sottogruppo
delle cellule. staminali leucemiche e anc;he come

sostanza potenziale per la purificazione di queste
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cellule in vitro dopo allontanamento di dette cellule
(per esempio allontanamento del midollo osseo) e
reimpiahto delle cellule una volta che esse sono

state ripulite da cellule cancerose (per esemplo

zée.

reimpianto di cellule di midollo osseo purificate).
Inoltre, un inibitore di tirosina-chinasi come

descritto sopra pud presentare effetti utili nel

trattamento di disturbi che derivano come risultato

di un trapianto, per esempioc un allo—trap;anto, in
particolare un_rigetto di tessuto,-come per esempio
in particolare bronchiolite obliterativa (OB), ossia
un rigetto cronico di traplanti allogenicl del
polmone. Contrariamente a pazientg senza OB, quelli
che presentano OB spesso presentanc una elevata
concentrazione di PDGF in fluidi di lavaggio degli
alveoli bronchiali. Gl1i inibitofi della tirosina-
chinasi possono essere efficaci in malattie associate
coq-'la migrazione e la proliferaziong di . cellule
della muscolatura liscia vascolare (in cui PDGF e
PDGF;R spesso hanno anche un rpolo), come restenosi e
aterosclerosi. Essi possono essere in grado anche di
inibire l'angiogenesi.

Tutti questi impieghi vengono descritti
dettagliatamente in EP 0.564.409, WO 97/02266,

WO 99/03854 e WO 98/35958, oppure nelle altre citazioni

o
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riportate'sopra.

Un esempio di un c¢omposto che presenta una

- attivitd inibitrice sulle tirosina-chinasi citate

sopra & il composto denominato 4-(4-metilpiperazin-

l1-ilmetil)-N-[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-
ilammino) fenil)benzammide, che viene descritto' in
EP_0.564.409 e, sotto forma del sale metansolfonato
- .{qui di seguito STI571), preferibilmente nella forma
di cristalli B, viene descritto in W0-99/05854.

Questo composto & wun inibitore potente di
bcr/abl, una proteina di fusione oncogenica che
provoca la leucemia-mieloide cronica (CML). Tuttavia
si. & osservato in prove cliniche. in atto che i
pazienti affetti da CML in crisi respiratoria e
pazienti 'Ph+-ALL con recidiva presentano soltanto
risposte temporanee nel confronti di STI571,
dopodiché in un breve periodo di tempo & seguito 19
sviluppo della resistenza.

La Richiedente in precedenza ha dimostrato che
questo composto pud curare topi iniettati con cellule
1eucemiche BCR/ABL+ umane se si mantiene una continua
inibizione della attivita di chinasi di ber/abl.
Questo modello @ stato usato per studiare il possibile
sviluppo della -resistenza nei confronti di STI571.

Quando sono stati trattati animali che portano: tumori




! - 10 - Ing. Barzan¢ & Zanardo Mlilano S.p.A. ; %

grandi (con un pesc maggiore di 400 mg), si & osservata
una riduzione del tumore in tutti gli animali, con la
scomparsa del tumore in alcuni. Tuttavia nessun

animale era guarito, animali con recidive non

rispondono ad un ulteriore trattamento e l'attivita

di becr/abl-chinasi non @& stata inibita da STIS71

somministrata in vivo, sebbene si fossero ottenute
concentrazioni attive -nel plasma (circa 10 uM).
Tumori sono stati recisi da animali resistenti, con
recidiva, sono stati -posti in coltura e sono stati
esaminati entro 24 ore per la sensibilita in wvitro.
5/5 tumori esaminati han;m presentato una CIS50
(0,1-0,3 uM) non di-ffe_rente in modo significativo da

quella della linea KU812 parentale.

La resistenza pud svilupparsi come risultato di

parecchi fattori che operano o a livello cellulare
oppure soltantc in vivo. Una resistenza ai farmaci,
per esempio, pud svilupparsl come risultate di una
mutazione/amr-alificazione del gene bersaglio, di una
induzione di metabolismo, e in modo paradossale
di una aumentata degradazione di traduzione. della
proteina bersaglio e di fattori simili.

Sorprendentemente, si & trovato che i datil

. farmacocineticl indicano che gli animali con recidive

hanno raggiunto concentrazioni di plcco simili a quelle
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dei controlli, perd essi presentavano una diminuzione
significativamente pid lenta nelle concentrazioni di
STI571 col passare del tempo. La Richiedente ha ora

trovato che cid & dovuto alla presenza di un fattore

63

di legame nel plasma di animali che hanno avuto
recidive, in grado di far diminuire la distribuzione
nei tessuti e la depurazione di STI571. In vitro si
sono esaminat.e numerose proteine per la loro capacita
di inibire 1'attivitad biologica di STIS71. Mentre
1'albumina non influisce sulla inibilizione da parte
di STI571 della proliferazione di KU812, 1la
al-glicoproteina acida (AGP) 1in effetti influ'isce in
corrispondenza di concentrazioni fisiologiche facendo
aumentare il valore CI50 per STI571 fino a 90 volte.
AGP inibisce inoltre 1l'effetto di STI571 sulla
fosforilazione bcr/abl in vitro. Si calcola che la
costante di'associazione (Ka) per i1 legame specifico
con STIS71 e si trova che essa ¢ 60 volte pll elevata
in AGP che in albumina. I 1livelll di AGP vengono
misurati- nei topi mediante un immunosaggio. Si trova
una forte correlazione tra il peso del tumore e le
concentrazioni di AGP. Inoltre, un pre~-trattamento
con STI571 in vivo fa . aumentare anche i livelli di
.AGP nel plasma. Pertanto, animali‘ preventivamente

trattati con STIS71 e quindi iniettati con cellule

|
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KU812 trattati con STIS571 nelle 24 ore successive,
rispdhdono'meno al trattamento rispetto a controlli
(animali gquariti 8/16 rispetto a 16/16, p<0,01).

Questi risultati suggeriscono che un aumento nei

I'ivel'li diI AGP” o indotti dal tumore oppufe dal
trattamento stesso sono responsabili dello sviluppo
della resistenza nel confronti di STIS571.

La preséh;e invenzione ha il compito di mettere
a dispos}zione un metodo per superare la resistenza
che si sviluﬁba in animali a sanque calde se durante
il trattamento di una malattia come indicata sopra
si applica STI571 oppure uno qualsiasi di. altri
inibitorl delle tirosina-chinasi citate sopra.

Il risultato sorprendente consiste nel fatto che
la resistenza contro un Inibitore delle tirosina-
chinasi, in particolare STI571 pud essere dovuta ;d
un 1egaﬁe di AGP e cosl concentrazioni inferiori
del farmaco attivo 1liberc nel plasma del sangue
costitulscono una base della ricerca per una soluzione,
per'esempio inibendo una molecola regolatrice, per
esempio una proteina regolatrice, consentendo
1'attivazione della. trascrizione del gene gGP,
mediante interruzione dell'amplificazione del -gene
AGP, mediante inibizione della trascrizione genetica

del mRNA che codifica AGP, mediante inibizione della

- m—
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traduzione del mRNA nella proteina matura, influendo
sulla sua distribuzione nella glic0pioteina finale,
inibendo la sua secrezione nel plasma sanguigno, per

mezzo di un dosaggio maggiore dell'inibitore della

tirosina-chinasi, mediante neutralizzazione di AGP
pér esempio" con anticorpi, mediante attivazione del

metabolismo oppure eliminazione dal plasma, mediante

attivazione della degradazione post-traduzione di AGP

oppure di suoi precursori, e simili.

Inaspetfhtamente, in base a riferimehti che

hanno indicato che vi & un dubbio sulla relazione ————
. = _——_':q_
dello spostamento di farmaci durante una terapia "

combinata con farmaci (vedere per esempio Kremer
et al., Pharmacological Rev. 40(1), 1-471988)), si &
trovato ora che & possibile, superare questo tipo di
resistenza, combinando uno o pit compostli che legano ‘
AGP con un 'inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore ‘e/o del Kit-recettore

Pertanto, la presente invenzione consente un
imporéante miglioramento nella terapia di pazienti
che presentano una delle malattie citate nella
presente descriziomne.

Riassunto dell'invenzione

Questa invenzione riguarda una ‘combinazicne di

(a) un inibitore della abl-tirosina-chinasi
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del PDGF-Recettore e/o del Kitg-recettore
(componente (a)) ‘e di (b) un composto organico in
grade di legarsi alla al-glicoproteina acida (AGP)

(componente (b)), e"riquardﬁ anche preparati

4 #o

farmaceutici e/o terapie, in relazione a stati di
malattie che rispondono ad una inibizione della
abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o del
Kit-recettore. In particolare, questa invenzione
riguarda prodotti oppure combinazioni che contgngpno
(a) un inibitoré della abl-t;rosina—chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore e
(b) un composto organico in grado di legarsi ad una

al-glicoproteina acida (AGP), o in combinazione

stabilita oppure per una somministrazione distribuita

nel tempo cppure contemporanea, e l'impiégo combinato
di due classi di composti, o in comblnazione stabilita
oppuré per una somministrazione distribuita nel tempo
oﬁpure contemporanea, per il trattamento di malattie
proliferative, in particolare malattie tumor§li, in
particolare quelle che possono venire trattate mediante
inibizione dell'attivita della abl—tirosina—chinaﬁi

del PDGF—-Recettore e/o del Kit-recettore. ’

. Descrizione delle Figure ' y

Le Figure 1 A e B 1lllustranoc l'effetto del pesoc

iniziale del tumore e della durata di un trattamento
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con STIS71.
Figura 1 A: Due gruppi di 12 topi "nude" vengono
iniettati con 50 x 106 cellule della leucemia KUB12

in corrispondenza del giorno 1. Un trattamento con

coq

© STI571 (160 mg/kg per os ogni B ore per 11 giorni)

viene iniziate in corrispondenza del giorno 2 (quadratif
oppure in corrispondenza del giorno 8 (rombi) in
presenza di un peso medio del tumore di 276 + 97 mg.

Figura 1 B: Topi "nude" iniettati con cellule KU812
vengono trattati in corrispondenza .del giorno_ 2

(gruppo -1), del giorno 8 (gruppo 1ll), con un peso

medio del tumore di 253 + 122 mg), oppure in°

corrispondenza del giorno 15 (gruppo III, peso medio

del tumore di 1054 * 258 mg). I risultati rappresentano

la media di tre esperimenti consecutivi. .
Figura 1 C: Animall che appartengoné al gruppo 11
vengbno lasciatl non trattati (controlli) oppure vengono
trattati per 11 oppure 18 giorni senza STI571.

La Filgura '2 illustra 1l'effetto di un nuovo
trattamento con STI571 su una recidiva del tumore
dopo una risposta iniziale nei confronti di STIS71.
Le linee tratteggiate si riferisconp-alla cresclta
dei tumori non trattati (vedere la parte relativa ai
metodi negli esempi).

La Figura 3 illustra la sensibilitd in vitro nei

J l

it Kk’

i.
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confronti di STI571-di due tumori resistenti in wvivo.
I valorl vengono espressi come 5 dei controlli che
contengono incorporati 129'362 t+ 6329 cpm.

La Figura 4 mostra l'inibizione in vivo dell'attivita

2t 2

della Bcr/Abl-chinasi da parte di STI571. Topi che.

portano tumori vengono tra;tati acutamente con STIS571
per via orale (160 mg/kg), e vengono uccisi 1in
corrispsndenza di diversi periodi di tempg. I campioni
dei tumori wvengono estratti e vengono -usati per
l'analisi western bleot con antifosfotirosina (pTyr)
oppure ant%-ﬂbelson {Abl). STI571 inibisce in modo
efficace la fosforilazione della tirosina-chinasi di
BCR/ABL inqcontrolli in corrispondenza di 2 e 4 ore
(inibizione dell'B0% e del 50% mediante analisi
densitometrica), mentre gii estrattl ottenuti da
animali con recidiva sono resistenti nei confronti di
un trattamento con STIS571.

La Figura 5 illustra le concentrazioni nel
plasma e nel tumore di STI571 in topi che portano

tumore preventivamente trattati oppure non trattati

con STI571. Gli animali vengono trattatli con STI571

(160 mg/kg per os) e vengono uccisi in corrispondenza
di 0,5, 2 e 5 ore pilt tardi. STI571 viene determinato
mediante HPLC in campioni di plasma e in estratti

di tumore. I topil di. controllo non ricevono mai

|
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un precedente trattamento con STIS571, mentre topi
preventivamente trattati vengono sottoposti a due
cicli di 11 giorni di STI571 (come in Figura 2).

I pesi medi dei tumori sono 450 %+ 129 g in controlli

.e 684 % gB3 mg in topi preventivamente trattati.

La Figura 6 mostra la sensibilitd in vitro verso
STI571 di cellule KU812 in presenza di una
al-glicoproteina acida (A) e in presenza di albgmina (B)
(vedere assorbimento di SH-timidina sotto i metodi).

La Fiqura 7 mostra l'effetto di due campioni
di siero che contengono differenti quantitd- di AGé
sull'attivitd in vitro di STI571 su cellule KUBl2.

Le Figure 8 A e B mostrano la determinazione di

AGP in topi normali e topi che portano tumore.
Figura 8 A: Concentrazioni medie di AGP in topi con
differenti stati di malattia oppure di trattamento.
Il gruppoe 1 si riferisce a topi normali, il gruppo é
si riferisce a topl trattati con STI571 per 11 giorﬁi
(e ai.quali si sono prelevati campioni 3 giorni dopo
1'interruzione del tfattamento), il gruppo 3 si
riferisce a topi che portanc un tumore di '8 giorni
(pesc medio 304 + 116 mg), 1l gruppo 4 si riferisce a
topl che portano un tumore di 15 giorni (peso m;&io
1.184 + 295 mgqg}.

Figura 8 B: Determinazione diretta del AGP in topi
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normali e in topi che portano tumcre mediante
isoelettrofocalizzazione: le piste 1 e 2 si riferiscono
a topli normali, le piste 3 e 4 si riferiscono ad

animali che portanc tumori grandi (con un peso maggiore

Sl

di 1 g). Le differenti'isoforme di AGP vengono indicate
e sono comprese tra un pH di 3,4 e un pH di 4,0.

La Figura 9 1illustra 1l1l'effetto di AGP (in

corrispondenza di 1 mg/ml) ed eritromicina sull'attivita -

di STI571 (in corrispondenza di i pM) su cellule KU812.
La Figura 10 illustra 1l'effetto di AGP ed
eritromicina sulla inibizicne di una autofosforilazione
di bcr/abl indotta da STI57I. 3 x 10° cellule per
pozzetto vengono fatte incubare a 37°C con eritromicina
base (100 pM), con STI571 (3 M), AGP (2 mg/ml). Dopo
1 ora, le cellule' vengono lavate 2 volté con salina
tamponata con fosfato fredda (PBS) e successivamente
vengono sottoposte a lisi in 500 pL di 1 X tamppne di
Laerrimli. Lisati di cellule corrispondenti a 90.000
celiule vengono analizzati mediante elettroforesi
su SDS su poliacrilammide al 7,5%. Si mettono in
evidenza bcr-abl endogena, bcr-abl fosforilata con
tirosina, con i corrispondenti anticorpi monoclonall
di. topo.
* Le Figure 11 A e B illustrano l'effetto in vivq

di eritromicina- in sequito a co-somministrazione con

i
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LY

STI571 a topi che portano tumore. Gli animali che
portano tumori di 11 giorni wvengono distribuiti a

caso iﬂ,due.qruppi separati. 15 topi vengonc trattati

con STI571 e con eritromicina (peso medio del tumore

385 * 53), mentre 14 hanno ricevuto STI571 {(peso
medio del- tumore 390 £ 114 mq). I gruppi di controllo
ricevono soltanto eritromicina posta in sospensione
in metil cellulosa al 5% (5 topi) oppure metil
cellulosa al 5% (6 topi). '
Figura 11. A: Pesi medi del tumore durante i} trattamento
(giorno 0-203.
Figura 11 B: Percentuale di topl che portano tumcre:
in corrispondenza. di ciascun momentc la percentuale
di topli che portano un tumore palpabile viene calcolata
rispetto al numero totale di topi vivi in quel momento.
La Figura 12 illustra l'effetto di un pre-trattamento
sull'effetto anti-leucemico di STI571. Due gruppi di
topi "nude" vengono trattati con STI571 (160 mg/kg
ogni 8 ore) per 11 giorni, partendc dal giorno
1 dopo iniezione di cellule leucemiche. Le linee
tratteggiate si riferiscono ad animali di controllo
non preventivamente trat;ati. La linea intera
s1 riferisce- ad animali che hanno ricevuto un
trattaﬁento_identico con STI571 14 giorni prima

di venire iniettati con <cellule leucemiche KU812
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bcr/abl+.

Descrizione Dettagliata dell'Invenzione.

Sorprendentemente, si & osservato in modelli di

eterotrapianto in topi "nude" effetti positivi e

AL

preferibilmente anche sinergici tra inibitori della
abl-tirosina-chinasi del PDGF-ﬁecettorg e/o del
Kit-recettére e composti organici in gradoe di legarsi
ad una al-glicoproteina acida (AGP). Questa & 1la
dimostra;ione chelgli inibitori della.tirosina-chinasi
possono venire usati non soltanto come singole sostanze
ma ancﬁe in particolare in.una térapia combinata con
composti organici in grado di legarsi ad AGP per il
trattamento di malattie costituite da cancro.

Questa combinazione offre noteveoli wvantaggi; in
primo luogo, gli inibitori delle tirosina-chinasi
possono presentare effetti laterali significativi
fino ad effetti realmente tossici, in modo che una
semplice compensazione del legame di AGP medlante un
aumento della dose di un inibitore di tirosima-chinasi
épesso @ molto difficile oppure impossibile allo scopo
di ottenere un equilibrio responsabile tra effetto
terapeutico ed effetti laterali. Nelle nuove combinazioni
qui descritte, tuttavi;, é possibi&q far diminuire
la quantitda di inibitore della tirosina-ghinasi

necessaria e cosl alleviare gli effetti laterali. In
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secondo luogo, il composte organico che pud venire
usato come composto in gradc di legarsi ad AGP pud
venire scelto tra composti con una tollerabilitd molto

elevata, consentendo cosl una grande flessibilitd nel

trattamento di pazienti affetti da cancro. In terzo
luogo, a causa del fattc che inibitori delle
tirosina-chinasi farmaceuticamente attive vengano
liberati dal legame con AGP nel plasma apre una via
completameﬁte nuova di trattamento, @& anche possibile
trattare 1 tipi di cancrc che sono stati molto
difficili da trattare oppure anche non sono stati
praticamente influenzati dalla terapla con composti
chemioterapici standard. Come cosa pil importante, é
possibile superare una desensibilizzazione in wvivo
(resistenza) di cellule in fase di proliferazione nei
confronti di un inibitore delle tirogina—chinasi, che
pud essere presente gid all'inizio del trattamento
(preferibilmente per ésempio a causa di elevati livelli
di AGP nel plasma sanguigno) oppure pud essersi
sviluppato oppure pud essere. in fase di sviluppo durante
il trattamento con un iniﬁitore della abl-tirosina-
chinasi del PDGF—RecetFore e/o del Kit-recettore come
descritto nella presente descrizione.

La presente invenzione preﬁeribilmente riguarda

un preparato in combinazione che contiene (a) almeno un

|
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inibitore della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore
e/o del Kit-recettore, e (b) almenoc un compostc organico
in grado di legarsi ad una al-glicoproteina acida

(AGP); oppure sali farmaceuticamente accettabili di

2.3

un qualsiasi componente (a), (b) oppure.{a) e (b), se

@ presente almeno un gruppo che forma sale.
L'invenzione riguarda inoltre un procedimento

per trattare una malattia proliferativa che pud venire

trattata mediante somministrazione di un inibitore

della abl-tirosina~chinasi del PDGF-Recettore e/o del

Kit-recettore, in cui

(a) almenc un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF—ﬁecettore e/o del Kit-recettore, e

(b) ?1meno un composto organico in grado di legarsi ad
una al-glicopréteina acida (AGP) vengonc somministrati
ad un mammifero in combinazione in una quantita che
insieme & efficace dal punto di -vista terapeﬁtico
contro una malattia proliferativa che pud venire
trattata mediante somministrazione di un inibitore
della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o
del Kit-recettore, in cui qualsiasi componente (a)

e/o (b) pud essere presente anche sotto forma di un

sale farmaceuticamente accettabile, se & presente -

almeno un gruppqe che forma sale.

' L'invenzione riguarda inoltre un prodotto che



el

- 23 - Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.' Z‘H’

contiene
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e

(b) almeno un composto organico in grado di legarsi

ad una al—glicsproteina acida (AGP); in cui- qualsiasi
componente (a) e/o (b) pud essere presente anche
sotto forma di un sale farmaceuticamente accettabile,
se & presente almené un gruppo che forma saie,

in presenza oppure in assenza di ﬁna o pid
sostanze-veicolc farmaceuticamente accettabili, softo

forma di un preparato in combinazione per un impiego

contemporaneo oppufe distribuito nel tempo entro un
periodo di tempo che sia sufficientemenfé picéolo
perché i composti attivi sia del componente (a) che
del componente (5) facciano aumentare 1l'attivita
antiproliferativa del composto (a) nei confronti di
cellule in fase di prdliferazione, in particolare in
un paziente, per 11 trattamentq di una malattia
proliferativa che risponde a tale composto.
L'invenzione inoltre riguarda un preparato
farmaceutico che contiene una gquantita che
congluntamente & efficace per trattare una malattia
proliferativa che pud venire trattata mediante
somministrazione di un inibitore.della abl-tirosina-

chinasi del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore,
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costituito da:
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
"del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e

(b) almeno un composto organico in grado di legarsi

o8 3L

ad una al-glicoproteina acida,
in cui qualsiasi componente (a) e/o (b) pud essere
presente sotto forma di un sale farmaceuticamente
accettabiie, se- & presente almeno un gruppo che forma
sale, |
con uha o pil sostanze-veicolo farmaceuticamente
accettabili.

L'invenzione riguarda anche 1l'impiego di una
combinazione di
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e- .
(b) almeno un composto organico in grado di legarsi
ad una al-glicoproteina acida, in cui qualsiasi
componente (a) e/o (b) pud essere presente anche
sotto forma di un sale farmaceuticamente accettabile,
se & presente almeno un gruppo che forma_sale,
per la produzione di preparati farmaceutici da
impiegare sotto forma di composizioni contro una
malattia proliferativa che pud venire trattata mediante
somministrazione di un inibitore della abl-tirosina-

chinasi del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore.

]
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Viene incluso 1'impiego in un metocdo per inibire
una iperproliferazione di cellule che consiste nel
porre a contatto cellule in fase di iperproliferazione

con un preparato o prodotto farmaceutico come specificato

negli ultimi due paragrafi, in particeolare un metodo
per trattare una mal-attia proliferativa che consiste
nel porre a contatto un soggetto, ce-llule, tessuti
oppure. un fluido dell'organismd di :detto soggetto,
sospettato di essere affetto da una malattia
iperproliferativg cor.x una compogizj-.one o prodotto
farmaceutico come specificato nfagli ultimi due paragrafi.

I termini generali usati qui in precedenza e qui
di sequito preferibilmente hanno i seg.uenti significati
se non viene altrimenti indicato:

L'espressione "almenlo uno"” riferendosi ad
a) inibitori della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore oppure b) composti
organici in gi‘ado di legarsi ad una al-glicoproteina
acida si riferisce a uno o pill, in particolare da
‘1l a 5 componenti di ciascun gruppo a) oppure b),
preferibilmente ad un composto del gruppo a) e a uno
o pi.ﬁ, in particolare .da 1 a 5, in modo pill spe;:ifico
1 oppure 2 composti del gruppo b).

' Con 1'espressione "inibit.:ore della abl-tirogina-

chinasl del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore®" si

WIE

4
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intende preferibilmente uno dei seguenti composti:
Un composto citato nella Domanda Internazionale
No. WO 97/02266, nella Domanda di Brevetto Internazionale

WO 98/35958 e in modo specifico nella Domanda di

80

Brevetto Europec EP 0.564.409-%, e anche nella Domanda
Internazionale No. WO 99/03854, i quali vengono tutti

qui incorporati come riferimento; Tyrphostin AGY957

(vedere Kaur et al., Anticancer Drugs 5, 213-222 (1994), -

Herbimycin A (Okabe e Uehara, Leukemia and Lymphoma
12, 2156-2162 (1994), Blood 80, 1330-1338 '(1994) and
Leuk. Res. 18, 213-220 (1994), e anche Rioran et al.,

Oncogene 16, 133-1542 (1998)); Tyrphostins AG 1295,

AG 1296 (vedere Kovalenko et al., Cancer Res. 54,

6106-6114 (1994); Lipson et al., Pharmacol & Exp-
Therap. 285, 844-852 (1998); Krystal et al., Cancer
Res. 57, 2203-2208 (1997)); SU 101 (Leflunomide), e
anche come suo metabolita (vedere Shawer et al.,
Clin. Cancer Res. 3, 1167-1177 (199%), Mattar et al.,
FEBS Lett. 334, 161-164 (1993), Cherwinskyi et al.,
Inflamm. Res. 3, 1167-1177 (1997), e Strawn et al.,
Exp. Opin. Invest. Drugs 7, 533-573 (1998)); e
Piridopirimidine {(vedere per esempic Hamby et al., J.
Med. Chem. 40, 2296-2303 (1997); Dahring et al., J.
Pharmacol. Exp: Ther. ggl,'144§-1456_(1997); Klutcho

et ao, Life Sci. 62, 143-150 (1998); Panek et al., J.

4 eeERs -

I
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Pharmacol. Exp. Ther. 283, 1433-1444; Boschelli et
al., J. Med. Chem. 41, 4365-4377 (1998)). Tutte le
citazioni riportate sopra vengonc qui incorporate come

riferimento. Gli inibitori delle tirosina-chinasi, la

Bl

loro sintesi e il loro impiego possono venire dedotti
da queste citazioni.

Il termine "e/o" usato in "inibitore de{la
abl-tirosina-chinasi del éDGF—Recettore e/o del
Kit-recettore™ significa che o uno o piu delle
tirosing—chinasi citate ;enbono inipbite da un
composte compreso da questa espressione.

Preferibilmente con l'espressione "inibitore
della abl-tirosina-chinasi d;l PDGF-Recettore e/o del
Kit-recetto;e“ si iﬂtende uno dei seguenti composti:
(A) Un composto di formula IV,

X
Ne( (CHRE—Y

4

N
= /R
A=R N V)
"\ (t‘* R
D—E Q)
in cui

r é compreso tra 0 e 2,
n & compreso tra 0 e 2,

r & compresc tra 0 e 4,

R; e Ry (1) sono alchile inferiore, in particolare .
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metile, oppure
(ii} insieme formano un ponte come illustrato nella

sottoformula I*

[ k]
L

n
i

il legame venendo realizzato tramite i due atomi di

carbonio terminali, oppure

(iil) insieme formano un ponte come illustrato nella-

sottoformula I**
T, N

Q )

"|'z (l")

u-|""-..

T‘.:-'

4
in cui uno o due membri dell'anello T;, Tz, T3 e T4
.sono azoto e gli altrl in ciascun caso sono CH, e il
legame viene realizzato tramite T1 e Ty;

A, B, D, ed E, ciascuno indipendentemente dall'altro,
sono N_oppu}e CH, con la condizione che non pitl di 2
di questi radicali siano N;

G ¢ alcﬁilene inferiore, alchilene inferiore
sostituito con un gruppo acilossi oppure idrossi, con
-CHz2-0-, -CHz-S-, -CH-NH-, ossa (-0-), tia (-S-).
oppure immino (-NH-);

Qe glchile inferiore, in particolare metile;

Reé&H oppure alchile inferiore;

X & un gruppc immino, ossa; oppure tia;
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Y & arile, piridile, oppure cicloalchile non
sostituito oppure sostituito; ‘e
Z é un gruppo amminico mono~ oppure di-sostituito,

alogeno, alchile, alchile sostituito, ossidrile, ossidrile

eterificato oppure esterificato, nitro-gruppo, gruppo .

ciano, carbossile, carbossile esterificato, alcanoile,
carbammoile, carbammoile N-mono- oppure N,N-disostituito,;
ammidino, guanidino, ﬁércapto-gruppo, solfo-gruppo,
feniltio, fenil-inferiore-alchiltio, alchilfeniltio,
fepilsolfinile, fenil;inferiore-alchilsolfinile,
alchilfenilsolfinile, fenilsolfonile, 'fenil-inferiore-
alchilsolfonile, oppure alchilfenilsolfonile, in cui,
se & presente pil di :un radicale Z2 (m = 2 -.2). i
sostituenti Z sono uguali oppure differenti 1'uno
dall'altro, .
e in cﬁi i legami caratterizzati, se sono presenti,
con una, linea ondulata sono o un legame semplice
oppure un doppio legame;
oppure un N-ossido del' composto definito, in cui uno
o pla atomi di azoto portano un atomeo di ossigeno;
-CH3-0-, -CH-S-, oséa e tia;

con la condizione che, se Y & piridile oppure
cicloalchile non sostituito, X & il gruppo immino,
e i rimanenti-radicall sono come .définiti, G viene

scelto dal qruppo costituito da alchllene inferiore,

o
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-CH;-0-, -CHz-S-, ossa e tia;
oppure un suo sale. Preferibilmente, le definizioni
dei sostituenti riportate sopra hanno i significati,

in particolare i significati preferiti, descritti

@ 3%

nella Domanda di Brevetto Internazionale WO 98/35958.
Tra questi composti il pil preferito & il composto di

formula V

V)

con la denominazione 1-(4-cloro-anilino)-4-(4-piridil-
metil)-ftalazina, oppure un suo sale farmaceuticamente-
accettablle.

(B) Un composto di una 7H-pirrolo[2,3-d]pirimidina di

formula VI

(R

SN l o,
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in cui
q & 0 oppure 1,
n & compreso tra 1 e 3 quando g & 0, oppure n &

compreso tra 0 e 3 quando q & 1,

b5 %,

R & alogeno, alchile inferiore, ossidrile,

inferiore-alcanoilossi, alcossi inferiore, carbossi,

inferiore-alcossicarbonile, carbammoile, N-inferiore-

alchilcarbammoilﬁ, N,N-di-inferiore-alchilcarbammoile,
il gruppo c¢iano, un gruppo amminico,' inferiore-
alcanoilamminicé, inferiore-alchilamminico, N,N-di-
inferiore-aléhilamminico oppure trifluorometile,
essendo possibile quando sono éresenti nella molecola
parecchi radiéﬁli R, che questi radicali siano
identiﬁi oppure differenti;

a) Ry e Ry, ciascuno indipendentemente dall'altro, indicano
o) fenile sostituito con carbammoil-metossi,
carbossi-metossi, bepzoilossicarhonil-metoSSi.
inferiore-alcossicarbonil-méto;si, fenile, ammino,
inferiore-alcansilammino, inferiore-alchilammino,
N,N-di~inferiore-etilammino, ossidrile, inferiore-
alcancilossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,

carbammoile, N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-

inferiore-alchilcarbammoile, gruppo ciano oppure con-

nitro-gruppo:

$) idrogeno;

|
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v) piridile non sostituito oprure alogeno oppure
inferiore-alchil-sostituicto:; -

d) N-benzil-piridinio-2-ile; naftile; ciané; carbossile;

inferiore-alcossicarbonile; carbammoile; N-inferiore-

alchilcarbammoile; N,N-di-inferiore-alchilcarbammoile;
N-benzilcarbammoile; formile; inferiore-alcanocile;
inferiore-alchenile; inferiore-alchenilossi; oppure
e) inferiore-alchile sostituito con -

ea} alogeno, ammino, inferiore-alchilammino, piperazino,
di—inferiore-alchilgmmino; '

ef) fenilammino che & non sostituito oppure @&
sostitulto nella porzione fenile con alogeno, alchile
inferiore, ossidrile, inferiore—alcanoiloséi, inferiore-
alcossi, carbossile, inferiocre-alcossicarbonile,
carbammoile, N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-
inferiore-alchilcarbammoile, gruppo ciano, amminp,

inferiore-alcanoilammino, inferiore-alchilammino, N,N-

di-inferiore-alchilammino oppure con trifluorometile,

gy} ossidrile, alcossile inferiore, gruppo ciano,
carbossile, inferiofe-alcossicarbonile, carbammoile,
N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di—inferiare-
alchilcprbammoile, mercapto, oppure

e8) con un radicale di formula R3;-S(O)p- in cui R3 &
alchile inferiore e m & 0, 1 opéure 2, oppure

b) quando g & 1, uno dei radicali R; e Rz @



"= 33 - Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

alchile inferiore non sostituito oppure fenile non
sostituito e gli altri radicali R; e Rz hanno uno
dei significati riportati sopra nel paragrafo a) ad

eccezione di idrogeno, oppure .

c) Ry e R insieme sono Cq;Curl,d-alcadienilene
sostituito con ammino, inferiore-alcanoilammino,
inferiore-alchilammino, N,N-di-inferiore-alchilammino,
nitro,:.alogeno, ossidrile, inferiore-alcagoiloséi,

carbossile, inferiore-alcossicarbonile, carbammoile,

‘N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-

alchilcarbammoile oppure con il gruppo Ttiano oppure
sono aza-l,4-alcadienilene avente fino a 9 atomi di
carbonio, oppure

d) quando’'q @ 1, R; e Rz, ciascuno indipendentemente

'dall'altro, sono alchile inferiore non sostitgito

oppure fenile non sostituito oppure hanno uno dei
significati ripbrtati sopra nel paraqrafo a), e

R¢ & idrogeno, alchile inferiore, inferiore-
alcossicarbonile, carbammoile, N-inferiore-
alchilcarbammoile oppure N,N-di-inferiore-
a;chilcarbammoile,
oppure un suo sale. Preferibilmente, le definizioni
déi sostituenti riportati sopra hanno i significati,

in particolare i, significatl preferiti, descritti

nella Domanda di Brevettc Internazionale WO 97/02266. -

1
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Tra questi composti il pilt preferito & il composto di

formula VII

OH
| XN
P>
HN™ N vy,
T\ W
N\ p
N
CH, -

avente la denominazione (R)-6-{4-idrogsi-fenil)-4-
[(1-fenliletil)-ammino]-7H~pirrolo[2,3-d]lpirimidina.
Il pid preferito & un derivato di una N-fenil-2-

pirimidina-ammina di formula I

R, g
/-
—N

Ry

in cui

Ry & 4-plrazinile, l-metil-l1H-pirrolile, fenile
ammino- oppure ammino—inferiore-glchil-sostituito, in
cui il gruppo amminico in ciascun’ caso & libero,

alchilato oppure acilato, 1H-indolile oppure
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l1H-immidazolile legato in corrispondenza di un atomo
di carbonio dell'anellc a cinque membri, oppure
piridile non sostituito oppure inferiore-alchil-

sostituito legato in corrispondenza di un atomo di

carbonic dell'anello e non sostituito oppure sostituito

in corrispondenza dell'atomo di azoto con ossigeno,

R e R3, ciascuno indipendentemente dall'altro, sono

ic,:lrogeno oppure alchile inferiore,

uno oppure due dei radicali Ryq, Rs, Rgs R-;- e Rg sono

ciascuno il nitro-gruppo, inferiore-alcossi fluoro-

'sos'tituit':o oppure un radicale di formula II
-N(Rg)-C(=X)-(Y)n-R10 (1D),

in cul

Rg_ & idrogeno oppure alchile .:i.nferiore,

X ¢ un osso-gruppo, un t'io-gruppo, immino,

N-inferiore-alchil-immino, idrossiil;mino oppure

O-inferiore-alchil-idrossiimmino,

Y é ossideno oppure & 11 gruppo NH,

n @ 0 oppure 1 e

Rijo @ un radicale alifatico avente almeno 5 atomi

di carbonio, oppure un radicale aromatico, aromatico-

alifatico, cicloalifatico, cicloalifatico-alifatico,

eterociclico oppure eterociclico-alifatico e gli

altri radicali Ry, Rs, Rg, R7 e Ry, clascuno

indipendentemente dall'altro, sono idrogeno, alchile

W
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inferiore che €& non sostituito oppure & sostituito
con un gruppo -amminico libero oppure alchilato, con
piperazinile, piperidinile, -pirrolidinile oppure

con morfolinile oppure sono alcanoile inferiore,

triflucrometile, ossidrile libero, eterificato oppure
esterificato, il gruppo amminico libero, alch?lato
oppure acilato oppure carbossile 1libero oppure
esterificato, oppure -

un sale di tali composti che hanno almeno un gruppo
chq forma sale. Preferibilmgnte, le definizioni dei
sostituenti riportate sopra hamnno i significati, in
particolare i significati preferiti descritti nella
- Domanda di Brevetto Eurbpeo EP 0.564.409. Tra questi

composti il pid preferito @& il composto di formula III

T Y |
0
@ _

con la denominazione 4-(4-metilpiperazig-1-
ilmetil)-N-[4-metil~3~(4-piridin-3-1l)pirimidin-2-
ilammino) fenil]lbenzammide, preferibilmente nella
forma del sale metansolfonato come descritto in

WO 99/03854, pid preferibilmente nella forma del

I
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sale metansolfonato nella forma di cristalli P come
descritto in WO 99/03854. Questo composto (nella
forma del sale metansolfonato} viene denominato qui

di seguito STIS71.

Un composto organico in grado di legarsi ad una
al-glicoprotéina acida o "AGP" in generale & un farmaco
basico oppure neutro, perd anche un farmaco acido, in
particolare scelto dal grupzo costituito da:
alfa-bloccanti, in particolare Nicergolina oppure
. Prazosin;
anegtetici/analgesici, in particolare Alfentanil,
Ketamine oppure Ethidocaine;
analgesici, in particolare Fentanil, Meperildina,
Metadone oppure Fenilbutazone;
anestetici, in particolare .Bupivacaine, Etidocaina
oppure fenciclidina:
anestetici/ahtiaritmici, in particoclare Lidocaina
oppure Fencic;ihina; |
antiaritmici, in particolare Aprindina, 'Disopiramide,
Chinidina oppure Veraphmil: |
antibiotici, in particolare Eritromicina;
anticoagulanti, in particolare ARAcenocoumarol,
Dipyridamole, PCR2362 (de?ivato della tienopiridina),
Ticlopidine oppure Warfarin;

antiepilettici, in particolare Phenytein oppure

hl.i' n .

-
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Carbamazepine;
agenti antiinfiammatori, in particolare Naproxen;

beta-bloccanti, in' particolare Alprencleol, Metoprolol,

_ Oxprenolol, Pindolol e composti correlati, Propranolol

2/

oppure Timolol;

steroidi, come Progesterone, Cortexone, Cortisol,
Testosterone, Estradiolo oppure Prednisolone;
bloccanti neuromus;colari, in particolare Metocurina
oppure d-Tubocurarina; .
psicotropici, in paréicolare Amitriptilina, Cloropramazina,
Cyclazindol, Desmethylimipramine, Diazepam, Doxepine,
Flurazepam, Fluphenazine, Haloperidol, Imipramine,
Loxapine, Mianserin, Nortriptyline, quzimelidine,
Perazine, Perphenazine, Phencbarbital, Derivati della
Fenotiazina, Promazine, Acepromazine, Protipehdyl,
Thloridazine, Thiothixene, Triazolam, Trifluoperazine
oppure Zimelidine; .
vitamine e .provitamine, in particolare Vitamina B;j:
oppure Acido Folico;

sonde fluorescentl, in particolare DAPN (derivato del
p;opranolol), 1,8~Anilino-naftalen-solfonato;
ulteriori farmaci, in particolaie Aminopyrine, Amoxapine,
Bupropionf Maprolitine, Nomifensine, Trazodone,
farmaci con gruppo di amﬁonio quaternario, Ritodrine,

Doxazosin, Trimazosin, Binedalin, Amsacrine, Apazone,

I
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SKF 525A, Ciclazindol, PCR 2362, Indometacina,
Probenecid, Acido Retinoico, Solfinpirazone, Tolmetin,
Benoxaprofen, Eparina, Sufentanil, Lofentanil,

Metoclopramide, Nicardipine, Pirmenol, Mifepristone,

43

RU 42_633, Aprindil, Auramine O, Bepridil,
Desipramine, Deﬁmethylclomipraine, Moxaprindine,
Chinina, Lorcainide, Prothipendyl, Protriptyline,
Trihexyphenidyl, Biperiden, Methaqualone, Diphenhydramine,
Glutethimide,. Chlordiazepoxid, L-Triptofano, Mepivacaine,
Levomethadone, Opipramocl, Trifluopromazine oppure
Trimipramine;

plastificanti, come Tris-butossietil-fosfato (TBEP);
Staurosporina (vedere US 4.107.297) oppure Derivati
della Steaurosporina, preferibilmente quelll descritti
nella Domanda di Brevetto Europeo EP 0.296.110 e/o
"EP 0.238.011, in particolare N-benzoil-staurosporina
(PTK412 - vedere Domanda di Brevetto Europeo No.
EP 6.296.110) oppure 7-idrossi-staurosporina
(UCN-01 - vedere Domanda di Brevetto Europeo No.
EP 0.236.211;

e anche- un metabolita di uno qualsiasi di questi
composti;

oppure un loro sale (in particolare farmaceuticamente
accettabile).

EP 0.238.011, US 4.107.297 ed EP 0.296.110

L

d o
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vengono incorporati come riferimento, come anche le
seguenti pubblicazioni: Kremer et al., Pharmacol.
Rev. 40(1), 1-47 (1988); Cancer Res. 58, 3248-3253
(1998); Br. J. Clin. Pharmacol. 22, 439-506 (1986);

A

2y

Physiol. Functions, e fharmacol., pagine 321-336: F.
Bree et al., "Binding to al-acid glycoprotein and
relevant apparent volume of distribution", Alan R.
Liss Iné,, 1989; Protein Binding and Drug Transport
(Tillement e Lindenlaub, ed.)}: "Drug binding to human
al-acid -glycoprotein - focus on a single binding
site“; Stuttgart 1986. In tutte questé pubblicazioni,

vengono citati i composti in grado di_ legarsi ad AGP

-che sono forme di realizzazione preferite della

presente invenzione.

Pill preferito & uno qualsiasi dei composti
citati sopra diversi dd uno steroide. ber un impiegs
medico secondario (per esempio in gruppi di pazienti
che hanno sviluppato resistenza, pid in particolari
pazienti affetti da CML in crisi di blastizzazZione
e pazienti Ph+-ALL recidivi), sono utili anche
steroidi.

. Un composto organico in.qrado di legarsi ad AGP

da usare in combinazione secondo l'invenzicne 'in aggiunta

" ad una abhl-tirosina~chinasi del PDGF-Recettore coppure

del Kit-recettore pud anche venire scelto da una ©

il'l
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pin ulteriori abl-tircsina-chinasi del PDGF-Recettore
oppure del Kit-recettore, il che sta ad indicare
che il componente (b) nelle fofﬁe di realizzazione

dell'invenzione pud essere anche un tale composto.

Preferibilmente, la abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore (componente {(a)) viene

scelta dal gruppo costituito da 1-(4-cloro-anilino)-

4-(4-piridil-metil)-ftalazina, (R)-6-(4~idrossi-fenil)~-

4-((l-feniletil)-ammino]-7H-pirrolo[2,3-djpirimidina
e preferibilmente 4;(4-metilpiperazin—l-ilﬁetil)-N-
(4-metil-3- (4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilammino) fenill~
benzammide; oppure un suo sale; pil preferibilmente
il sale metan-soclfonato della 4-(4-metilpiperazin-1-
ilmetil}-N-[4-metil-3-(4~piridin-3-il)pirimidin-2-
ilammine) fenil]benzammide (qui di segquito denominato
anche STIS571), piﬁ preferibilmente nella forma
di cristalli B come descritto in WO 99/03854.

Il compésto organico in grado di legarsi ad una
al-glicoproteina acida (componente (b)) preferibilmente
¢ un antibiotico, in particolare eritromicina oppu?e
staurosporina oppure un derivato della steaurosporina,
in particolare N-benzoil-staurosporina (PKC412) oppure
7-idrossi~staurosporina (UCN-0l), oppure un suo sale,
pid in particolare eritromicina, oppure un suo sale

farmaceuticamente accettabile.

tad .
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Uno o pil degli inibitori della tirosina-chinasi
e dei composti organici in grado di legarsi ad AGP,
possono ‘venire usati in combinazione oppure in

una terapia in combinazione secondo la presente

invenzione.

Il termine legame significa in particolare un
legame competitivo, perd pud essere anche qualsiasi
altro tiﬁo di.legame (per esempic a siti di legame
ché presentano effetti allosterici sul coﬁponente (a)
che si 1é§a al sito) che porta ad un legame diminuito
di un inibitére della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore ad AGP. Questo
legame p&d venire determinato in vitro in analogia ai
metodi descritti negli Esempi riportati qui ai sequito.

-Il legame pud essere irreversibile (per esempio

- mediante legame covalente oppure ionico) oppure

preferibilmente reversibile.

L'espressione "in grado di legarsi™ sta ad indicare
che 11 composto ha una affinita per AGP che consente
un legame come descritto sopra, preferibilmente con
una concentrazione in corrispondenza di un legaﬁe
semi-massimo nell'intervallo da millimolaré fino a
sub-nancmolare, in particolare nell'intervalle compreso
tra 100 yM e 1 nM.

Con l'espressione "malattia proliferativa che



- 43 - Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

pud venire trattata mediante somministrazione delia
abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o ael
Kit-recettore™ si intende qualsiasi malattia qui

citata; preferibilmente si intende qualsiasi malattia

che risponde a tali composti; in particolare una,

malattia proliferativa scelta tra malattia costituita

da cancro, in particolare una malattia tumorale oppure

una leucemia, oppure una malattia proliferativa non .

maligna, per esempio aterosclerosi, trombosi, psoriasi,
sclerodermatite oppure fibrosi. Pili preferibilmente,
sl intende una—maia%tta-ﬁceita—d&t—gruppa—cost1tu1to
da CML (1eucem1a—uimm (leucemia

linfoblastica acuta), oppufe'un tumore solido,

in Iparticolare scelto tra cancro del polmone, in
particolare cancro del polmone non a cellule piccole,
e cancro della prosta;a.

Con l'espressione "quantitd che in combinazione
& efficace dal punto di vista terapeutico contro una

malattia proliferativa che pud venire trattata mediante

somministrazione di un inibitore della abl-tirosina--

chinasi del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore”

preferibilmente si intende una qualsiasi quantita dei

componenti delle combinazioni che in ccombinazione fanno -

diminuire la proliferazione di cellule responsabili

di una qualsiasi delle malattie proliferative citate

Wl
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(per esempio diminuita crescita del tumore) oppure
preferibilmente anche provocano una regressione, pil
-preféribilmente anche la scomparsa parziale oppure

completa di tali cellule (per esempio regressione del

tumore, preferibilmente guarigione).

Preferibilmente, in una qualsiasi delle forme di
rgalizzazione della presente invenzione la dose di
fiascuno dei componenti della combinazione
(gomponente (a) e (b)) viene scelta in modo che nel
.plasma sanguigno si raggiunga un livello del plasma
sanguigno che & superiore alla concentrazione di
legame semi-massimo del componente (b), il composto
-organico & in grado di legarsi ad AGP nel plasma, in
vivo per almeno ﬁna parte del periodo di tempo in cui
& presente il componente (a), ossia i'inibitore della
abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore e/o del
Kit-recettore. ngsta concentrazione pud venire
determinata per esempio in vitro secondo procedimenti
standard, per esempio in analogia ai metodi descritti
negli esempi per la determinazione del Ka, mentre la
concentrazione nel plasma del sangue dei componenti
(a) e (b) in un animale a sangue caldo (intendendo in
modo particolare un paziente umano) pud anche venire
deéerminata_secondo metodil di routine.

Preferibilmente, il dosaggio.del-componente (b)

|
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viene scelto in modo che la concentrazione del
componente (b) nel plasma sia superiore a 0,05 uM,
pill preferihilmente sia superiore a 0,1 uM, e nel

modo pil preferibile sia compresa tra 0,5 e 100, in

particolare tra 1 e 50 puM dell‘individuo trattato,

per almeno una parte del periodo di tempo in cui é

presente anche il componente (a). Pill preferibilmente, '

la concentrazione di uno qualsiasi dei é_omponenti (a) e
(b) nel plasma & superiore a 0,1 uM, pild preferibilmente

é superiore a 1 uM, e pil preferibilmente é compresa

tra 0,5 e 100, in modo particolare tra'l e 50 uM

dell'individuo trattato, per aimeno una parte del
periodo di tempo 1in cui @ pres:lante anche il
componente (a).

Le concentrazioni nel plasma possono venire
determinate secondo metocdi standard, per esemplo
effettuando una HPIC di campioni sottoposti a lavorazione
secondo procedimenti standard.

Con l'espressione ;'uq prodotto che coﬁprende
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o déel Kit-recettore, e
(b) almeno un composto organico in grado di legarsi
ad uz'ia al-glicoproteina acida (AGP);

in cui un .qualsiasi componente (a) e/o (b) pud essere

presente anche sotto forma di un sale famaceuticament'e.

fdd u
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accettabile, se & presente almenc un gruppo che forma
-sale,
in presenza oppure in assenza di una o pil sostanze-

veicolo farmaceuticamente accettabili, sotto forma

3D

di un preparato in combinazione, per un impiego
contemporaneo oppure Qistribuito nel temﬁo'entro un
periodoc di tempo che & sufficientemente piccolo
affinché i1 composti attivi sia del componente (a) che
del componente (b) facciano auméntare'l'attivita
antiproliferativa di un composto (a) contro cellule
in fase di proliferazione, in particolare in un
"paziente, per 11 trattamentoe di una malattia
proliferativa che risponde ad un tale composto”,

si intende in particolare un "kit" oppufé "kit di
parti™ nel senso che i componenti efficaci (a) e
(b) della combinazione possono venire somministrati
indipendentemente oppure mediante l'impiego di combinazioni
determinate differenti con quantitd differenziate del
componenti {(a) e (b) in momenti differenti. Le 'parti
del kit costituiéo da parti separate possono venire
somministrate contemporaneamente oppure in mgdo

distanziato nel tempo, ossia in momenti differenti

con intervalli di tempo uguali oppure differenti per

una. qualsiasi parte del kit costituito da parti

differenti, con la condizione che gli:-intervalli di
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tempo vengano scelti in modo che 1l'effetto sulla’
malattia proliferativa nell'usc combinatoc delle parti
sia maggiore rispetto all'effetto che si otterrebbe

mediante l'impiego solitanto del componente (a), ossia

Ol s,

si ha una inibizione pil forte.della proliferazione
oppure péeferibi;mente una regressione piﬁ.forte oppure
anche una guarigione della malattia proliferativa
rispettoc a gquando la medesima dose del solo
componente (a) viene somministrata da sola nella
medesima dose. Cid viene indicate con l'espressione
"aumento dell'attivita antiproliferativa contro
cellule in fase di proliferazioné, in particolare in
un paziente”; preferibilmente, si intende un aumento
dell'effetto provocato dal componente (b), 1in
particolare una reversione parziale oppure completa
della resistenza di una malattia proliferativa nei
confronti di uno o pild composti del tipo componenté
(a) e/o si intende la stimolazione della regressione
delle cellule in fase di proliferazione fino a
comprendere la lorc completa diatruzione.

Con l'espressione "cellule in fase di
proliferazione”, si intendono preferibilmente cellule
in fase di proliferazione anormale, come le cellule
cancerose. '

Si preferiscono combinazioni che presentano

tihd
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un'aumentata attivita antiproliferativa quandoc vengono
confrontate con il singolc componente (a} da solo, in
particolare combinazioni che presentano sinergismo

(combinazioni sinergiche) oppure combinazioni che

portano ad una regressione di te-ssuti proliferativi
e/o alla guari:gione da malattie proliferative,
pild preferibilmente combinazionl nelle quali viene
superata parzialmente oppure completamente una resistenza
(intendendo resistenza presente gida all'inlizio del
trattamento oppure resistenza che & un risultato di
periodi pill o meno lunghl di trattamento con il
componente (a)) di una malattia proliferativa in un
animale a sangue caldo, _in particolare nell_'uomo, nei
confrontl di uno o pilt composti della classe del
componente (a).

L'espr;assione "sostanze-veicolo farmaceuticamente
accettabili®™ viene spiegata di sequito nella definizicne
dei preparati farmaceutici.

In una qualsiasi combinazione oppure in un qualsiasi
trattamento in combinazione secondo l'invenzione qui
descritta, si preferisce l'impiego in combin.azione
allo scopo di invert'ire in modo completo oppure
parziale una resistenza (presente prima del trattamento
oppure sviluppata oppure:- in fase di sviluppo durante

il trattamento con un farmaco che comprende un

1d 2
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compcnente (a) come qui definito) di una malattia
proliferativa nei confronti di un trattamento con un_;'
farmaco che comprende un componente (a) come definito

qui in wvivo, in particolare in un animale a sangue

caldo, in particolare in un essere umano.

Resistenza completa oppure parziale in particolare
significa una efficienza inferioref per esempio in
termini di interruzione oppure ritardo della
proliferazione, che provoca la regressione 6ppure anche
la guarigione, per esempio una minore inibiz;pne

della proliferazione oppure una durata di trattamento

pid lunga fino a che si ha una risposta prevista se
non fosse presente alcuna resistenza, per esempio di
un tumore oppure di ﬁna leucemia rispetto ad un
animale, per esempio un essere umano, che non.
presenta resistenza oppure del quale i successi
iniziali del trattamento (in particolare in un
paziente che sviluppa resistenza soltanto durante-ﬁn
trattamento con un componente }a)) non si hanno piu
in corrispondenza di stadi tardivi del trattamento,
in particolare in pazienti affetti da CML in crisi di
blastizzazione e in pazienti Ph+~ALL con recidiva.

Si deve intendere che l'invenzione riguarda inoitre
qualsiasi impiego di combinazioni di un componente

(a) e di un componente (b), come definito sopra
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¢ di seguito, in un procedimento per inibire una
iperproliferazione di cellule che consiste nel mettere
a contatto cellule in fase di iperproliférazione

con un preparato farmaceutico oppure un prodotto

farmaceutico nel senso di un kit costituitc da parti
differgnt}, in particolare un metodo per trattare una
malattia proliferativa’ che consiste nel porre a
contatto un soggetto, cellule, tessuti oppure- un
fluido corporeo di detto soggetto, sospettato di
avere una malattia iperproliferativa. Ci¢ comprende
in particelare 11 trattamento per esempic di cellule
all'esaterno dell'orgénismo con lo scopo di éostituire
cellule in fase di iperproliferazione nell'organismo
di un soggetto che presenta cellule in fase di
iperproliferazione con cellule normali; per esempio,
sangue con cellule del sistema immunitario pué venire
prelevato da un soggetto, pud venire trattato
all'esterno dell’'organismo con un componente (a) e
con un componente (b) in modo da selezionare cellule
non-iperproliferative, le cellule stéminali e le
altre cellule del sangue del sistema immunitario
possono venire distrutte nel soggetto per esempilo
mediante irradiazione oppure mediante chemioterapia e
quindli le cellule normali selezionaté possono venire

di nuovo impiantate ‘:'nel soggetto, per esempio
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mediante iniezicne ecc. I metodi da adottare in tali
tipi di trattamento sono noti a chi & esperto nel
settore.

Una qualsiasi delle citazioni riportate all'inﬁernp

305/%)/

di questa descrizione viene incorporata come
riferimento, 1in particolare quei passaggl indicati
qui come preferiti. -

A condizione che siano bresenti unc ¢ piu.gruppi
che formano sali, le sostanze che costituiscono i
farmaci corrispdﬁdenti al componente (a) e/o al
componente (b) possono essere presentl anche sotto
forma di sali.

I sali sono in particolare i sali farmaceuticamente
accettabili, per esempic so;tanzialmente non toésici.

Tali sali vengono formati, per esempio, da
composti aventi un gruppo acido, per esempio un
gruppo carbossile, un gruppo di fosfodiestere oppure
fosforoticato, e sono, per esempio, loro sall con
basi adatte, come sali di metalll non tossici derivati
dai metalli dei gruppl Ia, Ib, IIa e IIb della
Tabella . Per;odica degli Elementi, in particolare
adatti sali di metalli alcaligi, per esempio sali di
litio, sodio oppure potassio, oppure sali di metalli
alcalino-~terrosi, ber esenplc sall di'magnesio oppure

di calclo, inoltre sali di zinco oppure di ammonio, e
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anche quei sali che vengono formati con ammine
organiche, ccme mono-, di- ovpure tri-alchilammine non
sostituite oppure idrossi-sostituite, in particolare

mono~, di- oppure tri-inferiore-alchilammine oppure

306)03/

con composti. di ammonio quaternario, per esempio con
N-metil-N-etilammina, dietilammina, trietilammina,
mono-, bis- oppure tris-(2-idrossi—inferiore;
alchil)amminé, come mono-, bis- . oppure tris-(2-
idrossietil)ammina, 2-idrossi-terz-butilammina oppure
tris(idrossimetil)metilammina, N,N-di-inferiore-

alchil-N-(idrossi-infericre~alchil)ammine, cone

N,N-dimetil-N-(2-idrossietil)-ammina oppure tri-(2- -

idrossietil) ~ammina, oppure N-metil-D-glucammina,

oppure sali di ammonio quaternario, come sali di

tetrabutilammonio. Composti che hanno un gruppo

basico, per esempio un gruppo amminico oppure
imminico possono formare sali di addizione con acidi,
pei esemplo con acidl inorganici, pér esemplo con un
acido alogenidriéo, come acido cloridrico, con acido
sélforico oppure acido fosforic;, oppure con acid%
organici carbossilici, solfonici; con solfo-acidi
oppure fosfo-acidi oppure con acidi sglfamﬁiqi
N-sostituiti, come, per eéempio, acido acetico, acido

propionico, acido glicolico, acido succinico, acido

maleico, acido idrossimaleico, acido metilmaleico,
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acido fumarico, acido malico, acido tartarico,

acido gluconico, acido glucarico, acido glucurenico,

acido citrico, acido benzoico, acido cinnamico, acido:

mandelico, acido salicilico, acido d-amminosalicilico,

acido 2-fenossibenzoico, acido 2-acetossibenzoico, .

acido embonico, acido nicotinico oppure acido

isonicotinico, e anche con amminoacidi, per esempio,

a-ammino-acidi, e anche con acido metansolfonico,-.

acido etansolfonico, acido 2-idrossietansclfonico,

acide etan-l,2-disolfonico, acidoe benzensolfonico,

acido 4{-metilbenzensolfonico, acido naftalen-2-

solfonlico, 2- oppure 3-fosfoglicerato, glucosio-6-

fosfato, acido N-cicloesilsolfammico (con formazione

dei ciclammati) oppure con altri composti organici
acidi, come acido ascorbico. Composti che bhanno
gruppi acidi e basici possono anche formare sali
interni. Se & presente pidt di un gruppe che forma
sale, & possibile anche che sianc presenti sali
misti,.

Con lo scopo di isolare e purificare,. & anche
possibile usare sali non accettabili dal punto di
vista farmac.:eutico,_ per esempio sali costituiti da
picrati oppure perclorati.

I termini. "composti®, ‘"componenti" e "sali"

comprendono anche espressamente singoli composti
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oppure éingo;i sdli.
Come si pud intendere dal testo della presente
invenzione, 1l termine "combinazione" nei paragrafi

precedenti e in particolare nei paragrafi che seguono

368%

che descrivono varianti pili specifiche e preferite
della presente invenzione, deve venire inteso -nel
sehso di riferirsi a

(i) un preparate in .combinazione che contiene (a}
almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore e (b) almeno
-un composto’ organico in grado di legarsi ad una
al-glicoproteina acida (AGP); oppure sali farmaceuticamente
accettabili ai un qualsiasi componente (a), (b) oppure
(a) e (b), se & presente almeno un gruppo che forma-sale;
(ii) un metodo per trattare una malattia proliferativa
che pud venire trattata mediante somministraziocne
di un inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, in cui

(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit;recgttore, e

(b) almeno un composto organico in grado di legarsi
ad una al-glicoﬁfoteina acida (AGP)

vengono somministrati ad un mammifero in combinazione
in una quantita che congiuntamente & effic;ce dal punto

di vista terapeutico contro una malattia proliferativa

|
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-che pudé venire trattata mediante somministrazione
di un inibitore della abl-tirosina-chinasi del

PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore,

in cul qualsiasi componente (a) e/o (b) pud essere.

presente anche sotto forma di un sale farmaceuticamente

accettabile, se & presente almeno un gruppo che forma

sale; _

(i1i) un prodotto che contiene

(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o ?el Kit-recettore, e .

(b} alemo‘un composto organico in grado di iegarsi ad
una al-glicoproteina acida-(AGP);

in cui qualsiasi componenté (a) e/o (b) pﬁb essere
presente anche sotto forma di un sale farmaceuticamente
accettabile, se & presente almeno un gruppo che.forma
sale,

in presenza oppure in assenza di una o piu
sostanze-veicolo farmaceuticamente accettabili, sotto
‘forma di un preparato in combinazione per un impiego
contemporaneo oppure distribuito nel tempo enffo uﬁ
periodo di tempo che & sufficientemenfe plccolo
affinché i composti attiv; sia del componente (a) che
del componente (b) facciano aumentare l'atgivita
antiproliferativa di un compostc (a) contro cellule

in fase .di proliferazione, in "'particolare in un

i d |

Llj ool
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paziente, per il trattamento di wuna malattia
proliferativa che risponde ad un tale composto;
(iv) un preparato farmaceutico che comprende una

quantita che in combinazione & efficace per trattare

una malattia proliferatijra che pud venire trattata
mediante sogministrazione di un inibitore della
abl-tirosipa-chinasi del PDGF-Recettore e/o del
Kit-recettore, costituito da:

(a) almeﬁo un 1inibitore della abl-tiroé;na-chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e

(b) almeno un composto organico in grado di legarsi

ad una al-glicoprateina acida, in cui gqualsiasi . st
componente (a) e/o (b) pud essere presente _anche
sotto forma di un sale farmaceuticamente accettabile,
se & presente almeno un gruppo che forma sale,

coﬁ una o© pill sostanze-veicolo farmaceutic;mente
accettabili; e/o

(v) 1'impiego di una combinazione costituita da

(a) almeno ﬁn inibitore della ;bl—tirosina—chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e

(b) almeno un composto organico in grade di legarsi
ad una al-glicoproteina acida,

in cuil gualsiasi componente ' (a) e/o (b) pud essere
presente gnche sotto forma di un sa;g farmaceqticaménte

accettabile, se & presente almeno. un gruppo che forma
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- sale,

per la produzione di opreparati farmaceutici da impiegare
come composizioni contro una malattia proliferativa

che pud venire trattata mediante somminisfrazione

di un inibitore della abl-tirosina-chinasi -del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore;

oppure qﬁalsiasi'combinazione di questi oggetti

,dell'ihvenzione, per quanto sianc ammessi sotto le

rispettive legislazioni sui brevetti; oppure le loro
varianti piﬁ_specifiche e preferife-come riportate di
sequito;

in cui qualsiasi componente (a) e/o (b) pud essere
presente anche sotto forma di un éale farmaceuticamente
accettabile, se é presente almeno un gruppc che forma
sale; se non definito altrimenti oppure se non- é
evidente altrimenti dal contesto.

Entro i sequenti gruppi di forme di realizzazione
plt preferite dell'invenzione, definizionl pid generall

possono venire sostituite con definizioni pill specifiche

secondo quelle indicate sopra oppure (in particolare'

per quel che riguarda la definizione di composizioni

farmaceutiche e di metodi di implego) di seguito.

Si preferisce una combinazione di (a) almeno un

inibitore della abl-tirosina-chinasi del PDGF-Recettore

e/o del Kit-recettore scelto da

al
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(i) un composto di una 7H-pirrolo[2,3-d]lpirimidina di

formula VI'

(R)a
ZARN _
_ N‘g\‘N
Ry, e (V1)
q
NN NH
L —
R; R,
in cui ,
q & 0 oppure 1,
n é com.préso tra ¥ e 3 quando q ¢ 0, oppure n & - - ——

compreso tra 0 e 3 quando q @ 1,

R @& alogeno, alchile inferiore, ossldrile,
inferiore—alcanoilossi, alcossi inferlore, carbossi,
inferiore-alcossicarponile, carbammoile, N-inferiore-
alchilcarbammoile, N,N=di;inferiore-alchilcgrbammoile,
il gruppo ciano, un gruppo amminico, inferiore-
alcanéilgmminico, inferiore-alchilamminico, N,N-di-
inferiore—aléhilamminicq oppure. trifluorometile,
essendo possibile quando sono presenti nella molecola
parecchi radicali R, che questi radicali siano
identici oppure differenti;

a) R; e Rz, clascuno ind%pendentemente dall'altro, indicano

o) fenile sostituito -con carbammoll-metossi,
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carbossi-metossi, Dbpenzoilossicarbonil-metossi,
inferiore-alcossicarbonil-metossi, fenile, ammino,
inferiore-alcancilammino, inferiore-alchilammino,

N,N-di-inferio;e-etilammino, ossidrile, inferiore-

335 3

alcanoilossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,
carbammoile, N—inferiore—alchilcaibammoile, N,N-di-
inferiore-alchilcarbammoile, gruppo ciano oppure con
nitro-grupéé; '

B) idrogenoc:

Y) piridiie non sostituito 6ppure alogeno oppure
.inferiore-alchil-sostituito;

d) N-benzil-piridinio-2-ile; naftile; ciano; carbossile;
inferiore-alcossicarbonile; c;rbammoile; N-inferiore-
alchilcarbammoile; N,N-di-inferiore-alchilcarbammoile;
N-benzilcarbammoile; formile; inferiore-alcanoile;
inferiore-alchenile; inferiore-alchenilossi; oppure
8) inferiorefalchile sostitﬁito-con

gea) alogeno, ammino, inferiore-alchilammino, piperazino,
di-inferlore-alchilammino;

ef) fenilammino che & non sostituito oppure &
sostituito nella porzione fenile con alogeno, alchile
inferiore, ossidrile, inferiore-alcanoilossi, inferiore-
alcossi, carbossile, 1nfériore-alcossicarbonile,
carbampoile, N—inferiore-alchilcarbapmoi;e, N,N-di~-

inferiore-alchilcarbammoile, gruppo ciano, ammino,

uld
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inferiore-alcanoilammino, inferiore-alchilammino, N,N-
di-inferiore-alchilammino oppure con trifluorometile,
gyY) ossidrile, alcossile inferiore, gruppo ciano,

carbossile, inferiore-alcossicarbonile, carbammoile,

5./4"%/

N-inferiorq-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-
alchilcarbammocile, mercapto, oppure
8d) con un radicale di formula R3-S(O)y~ in cui R3 @&
alchile inferiore em & 0, 1 oppure 2, oppure

b) quando g & 1, uno dei radicali R; e R; @&
alchile inferiore non sostituito oppure fenile non
sostituite e gli altri radicall R, e R; hanno uno
dei significatl riportati sopra nel paragrafo a) ad
eccezione di idrogenc, oppure

c) Ry e Rz insieme sono C4—Cig-1l,4-alcadienilene
sostituito con ammino, inferiore~alcanoilammino,
inferiore-alchilammino, N,N-di-inferiore-alchilammino,
nitro, alogeno, ossidrile, inferiore—-alcanoilossi,
carbossile, inferiore-alcossicarbonile, carbammoile,
N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-
alchilcarbammoile oppure con il gruppo clano oppure
sono aza-l,4-alcadienilene avente fino a 9 atomi di
carbonio, oppure _

d) quando g ¢ 1, R e Ry, ciascuno indipendentemente
dail'altro, -sono alchile’ infc_ariore non sostituito

oppure fenile non _sostituito oppure hanno uno dei

uld .
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significati riportati sopra nel paragrafo a), e

" R¢ €& idrogeno, alchile inferiore, inferiore-

alcossicarbonile, carbammoile, N~inferiore-

alchilcarbammoile oppure N,N-di~inferiore-

alchilcarbammoile,

oppure un suc sale {preferibilmente, le definizioni
dei sostiéuenti.riportati sopra hanno i significati,
in particolare i significati preferiti, descritti
nella Domanda di Brevetto Internazionale WO 97/02266,
tra questi composti il piﬁ preferito & il composto di

formula VII

HN™ N v,

. NLN/

CH,

avente la denominazione (R)-6-(4-idrossi-fenil)-4-
[(1-feniletil)-ammino]-7H-pirrolo(2,3-dlpirimidina),
e

({1i) un derivato di una N—fenil—z_-pirimidina—amiina

di formula I.
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R, R Ry
().

T

R,

in cui

Ry- @ 4-pirazinile, l-metil-1H-pirrolile, fenilé_

ammino— oppure ammino—inferiore—alchil—sostituito, in
cui il gruppo amminico in ciascun caso @& libero,
alchilato oppure acilato, iH-indolile oppure
lH-immidazollle legato in corrispondenza di un atomo
di carbonio dell'anello -a cinque membri, oppuré
plridile non sostituito oppure inferiore-alchil-
sostituito legato in corrispondenza di un atomo di
carbonio dell'anello e non sostituito oppure sostituito
in corrispondenza dell'atomo di azoto con ossigeno,
R; e R3, cilascuno indipendentemente dall'altro, sono
idrogenc oppure alchile inferilore,
uno oppure due dei radicali Ry, Rs, Re, R7 e Ry sono
ciascuno il nitro-gruppo, inferiore-alcossi fluoro—
sostituito oppure un radicale di formula II
-N(R9)-C(=X)-(¥)x-R10 (I,
in cui

Rg @ idrogeno oppure alchile inferiore,

N .
R; / \>—‘N_H R, '
/ =N .

lll‘l..J
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X €é un osso-gruppo, un tio-gruppo, immino,
N-inferiore-alchil-immino, idrossiimmino oppure
O-inferiore-alchil-idrossiimmino,

Y & ossigeno oppure & il gruppo NH,

o

n é@ 0 oppure 1 e

Rio & un radicale alifatico avente almeno 5 atomi
di carbonio, oppure un radicale aromatico, aromatico-
alifatico, cicloaiifatico, cicloalifatico—alifgtico,
eterociclico oppure etgrociclico-al#fatico e gli
altri radicalil _ﬁq, Rs, Rg, R7 e Ra, ciascuno
indipendentemente dall'altro, sonc idrogeno, alchile
inferiore che & non sostituito oppure é& sostitulto
con un gruppo amﬁinico libero oppure alchilato, con
piperazinile, piperidinile, pirrolidinile oppure
con morfolinile oppure sono alcanolle inferiore,
-trifluorometilg, ossidrile libero, eterificato oppure
esterificato, il gruppo amminico liberd, alchilato
oppﬁre acilato oppure carbossile libero oppure
esterificato, oppure

un sale di tali composti che hanno almeno un gruppo
che forma sale (preferibilmente, le definizioni dei
sostituenti riportate sopra hanno i significati, in

particolare i significati preferitil descritti nella

Domanda di Brevetto Europec EP 0.564.409. Tra questi’

composti 11 pil preferito ¢ il composto di formula III

|
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= Y "
' N_ :N N N
| (r\“//\@/ Wﬂ\b S
. N o) )
. | :N . g

con la denominazicone 4-?4-meti1pipérazin*1-
ilmetil)~N-[{4-metil~-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-
ilammino)fenil]benzapmide, preferibilmeﬁte nella
forma del sale metansolfonato come descritto in
WO 99/03854, pid pfeferibilmente nella forma del
sale metanéblfonato nella forma di cristaili B come
descritto in WO 99/03854),

con (b) almeno un (preferibilmente un) composto
organico in grado di legarsi ad una .a-glicoproteina
acida (AGP) scelto dal gruppo costituito da:

Nicergolina, Prazosin, Alfentanil, Ketamine, Ethidocaine,

Fentanll, Meperidina, Metadone, Fenilbutazone, .

Bupivacaine, Etidocaina, Fenciclidina, Lidocaina,
Fenciclidina, Aprindina, Disopiramide, Chinidina,
Verapamil, Eritromicina, Acenocoumarol, Dipyridamole,

PCR2362, Ticlopidine, Warfarin, Phenytoin, Carbamazepine,

Naproxen, Alprenolol, Hetoprolol,.OMpieholol, Pindolol, .

Propranelol, Timolol, Progesterone, Testosterone,
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Estradiolo, Prednisoldne, Metocurina, d-Tubocurarina,
Amitriptilina, Cloropromazina, Cyc¢lazindol,
Desmethylimipramine, Diazepam, Doxepine, Flurazepam,

Fluphenazine, Haloperidol, Imipramine, LoXapine,

Mianserin, Nortriptyline, Norzimelidine, Perazine,
Perphenazine, Phencbarbital, Derivati della Fenotiazina,
‘Promazine, Acepromazine, Protipendyl, Thioridazine,
Thiothixer;e, Triazolam, Trifluoperazine, Zimelidine,
Vitamina By, Acido Folico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalen-
solfonato, -Aminopyrine, Amxap:ine, Bupropion, Maprolitine,
Nomifensine, Trazodone, R:i.ltodrine, Doxazosin, Trimazosin,
Binedalin, Amsacrine, Apazone, SKF 525A, Ciclazindol,
PCR 2362,: Indometacina, - Probenecid, Acido Retinoico,
Solfinpirazone, Tolmetin, Benoxaprofen, Eparina,
Sufentanil, Lofentanil, Metoclopramide, Nicardipine,
Pirmenol, Mifepristoné, RU 42 633, Aprindil, Auramine O,
Bepridil, Desipramine, Desmethylclomipraine, Moxaprindine,
Chinina, Lorcainide, Prothipendyl, Protriptyline,
Trihexyphenidyl, Biperiden, Methaqualone, Diphenhydramine,
Glutethimide, Chlordiazepoxid, L~Triptofano, Mepivacaine,
Levomethadone, Opipramol, Trifluopromazine, Trimipramine,
Tris-butossietil-fosfato, Staurosporina, N-benzoil-
staurcsporina e 7-idrossi-staurosporina;

e anche 'un metabolita di uno qualsiasi di gquesti

composti;
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in cui qualsiasi componente (a) e/o (b) pud
essere presente preferibilmente nella forma 1libera
oppure nelia forma di un sale farmaceuticamente

accettabile, se & presente almeno un gruppo che forma

20 3¢

sale.

Pit preferita & una combinazione di (a) almeno
un, preferibilmente un, inibitore della abl-tirosina-
chinasi del PDGF-Retettore e/o del. Kit-recettore
scelto dal gruppo costituito da 1—(4-cloio-anilino)—
4-(4-piridil-metil)-ftalazina, (R)-6-(4-idrossi-fenil)-
4~[(l-feniletil)-ammino]-7H~pirrolo[2, 3-d]lpirimidina
e preferibilmente 4-(4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-
-[4—metil-3-(4—pirigin-3—il}pirimidin-z;ilammino)fenil]—
benzammide; oppure un sale farmaceuticamente accettabile
di uno o piu di éuésti composti; pil preferibilmente
il sale metansolfonato della 4-(4-metilpiperazin-1-
ilmetil)-N-[4-m§til-3—(4-piridin-3-illpirimidin—z-
1lammino) feniljbenzammide, piQ preferibilmente-nella
forma di cristalli B; e
(b) almeno un, preferibilmente un, composto in grado
di legarsi ad una al-glicoproteina acida che e
preﬁerisilmente un antibiotico, in particolare
eritromicina, oppure staurosporina oppure un derivato
‘della staprqsporina, in particolare N-benzoil-

stauipsporina oppure T-idrossi;staurosporina, oppure

- ———————————
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un loro sale farmaceuticamente accettabile, pil
in particolare eritromicina, oppure, un suo sale
farmaceuticamente accettabile.

Nel modo pil ‘preferibile, in tutte le forme di

3|

realizzazione citate sopra, la malattia da trattare &
una malattia cancerosa, in particolare una leucemia
oppure un tumore solido, preferibilmente una malattia
scéita dal gruppo costituito da CML (leucemia mieloide
cronica) e ALL (leucemia linfoblastica acuta), oppure
un.tumore solido, in particolare scelto tra <.:ancro
del polmone, in particolare cancto del polmone a
cellule non piccole, e cancro della prostata.

- Preferibilmente, si usa una combinazione secondo
la presente invenzione nel trattamento di un animale
. a sangue caldo, in particolare un essere umano che
soffre.di_ una mai.attia proliferativa che (in modo
particolare e dovuta a livelli di AGP pid elevati
rispetto ai livelli normali) & resistente nei confronti
di un tale trattamento oppure durante il trattamento
con un inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore sta diventando
oppure & diventato completamente oppure parzialmente
resistente nel confronti di tale trattamento per esen_lpio
animali a sangue caldo che rappresentano un gruppo

speciale di individui da sperimentare "probandi”. .

J

lJlJ U T
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In un'altra forma di realizzazione preferita
della presente- invenzione, si usa la combinazione nel
caso di un animale a sangue caldo, in particolare

1'uomo, allo scopo di evitare gia dal punto di vista

profilattico la comparsa di una resistenza parziale
oppure. completa durante il trattamento di una malattia
proliferativa con un inibitore della abl-tiresina-

- chinasi del PDGF-Recettore :e./o del Kit-recettore.

Composizioni (= Preparazioni) Farmaceutiche e Procedimenti .
Nel casc in cui, qui (-'li sequito, venga indicato

"componente (a) e/o (b}", con questa espressione si

I

intende indicare uno qualsiasi o pil dei composti oo
definiti sopra come compon;ente (a) e come componente
{(b), come tale, oppure un sale farmaceuticamente
aécetta.bile di uno o pill dei rispettivi componenti.
Le composizigni farmaceutiche che. possono venire
impiegate in una combinazione secondo 1l'invenzione
compr."endono uno o'pit dei componenti {a) e (b) ax-renti
ie proprieta seco.ndo 1l'invenzione, come ingrediente
attivo, cht; pud venire usato da sclo (per esemplo
sotto forma di combinazione fissata) oppure pud venire
usato sotto forma di un kit di parti. Particolarmente
preferite sono composizioni per somministrazione
enterale, in particolare orale oppure parenterale.'

Le composizioni comprendon¢ il componente (a) e il
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ccmponente (b) . oppure loro combinazioni come tali
oppure, preferibilmente, insieme con una sostanza-
veicole farmaceuticamente accettabile. La dose di

qualsiasi ingrediente attivo dipende dalla malattia

che deve venire trattata e dalla specie, dall'eta,
dal peso e dalle condizioni dell'individuo e anche
dal metodo di somministrazione.

Si preferisce una composizione farmaceutica
oppure una combinazione di combosizioni farmaceutiche
che sia adatta per la somministrazione ad un animale
a sangue caldo, in particolare all'uomo, che presenta
un2a qualsiasi delle malattie qui ciltate; preferibilmente,
significa qualsiasi malattia che risponda ad un
inibitore della abl-tirosina-chinasi del PDGF~Recettore
e/o del Kit-recettore; in particolare significa una
malattia proliferativa scelta da un cancro, in
particolare un tumore oppure leucemia, oppure una

malattia proliferativa ndn-maligna, per esempio,

aterosclerosi, trombosi, psoriasi, sclerodermite oppure

fibrosi; pitt preferibilmente, significa una malattia
scelta dal gruppo costituito da (ML {leucemia mieloide
cronica) e ALL (leucemia linfoblastica acuta), oppure
un tumore solido, in particolare scelto da cancro
del polmoni, in particolare cancro dei "polmoni con

cellule non-piccecle, e da cancro della prostata; ﬁel

lll..l v
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modo pid preferibile, significa una gqualsiasi delle
malattie or ora citate che & diventata resistente
oppure sta diventando ‘resistente ad un trattamento

effettuato con uno o pilt degli inibitori della

3_24—%

tirosina-chinasi c¢itati sopra, oppure che era
resistente a tale trattamente prima del trattamento
con uno qualsiasi di tali inibitori del.la tirosina-
chinasg‘., in particolar-e a causa- delle pil -elevate
concentrazioni di AGP presenti nel plasmé del sangue
dell'individuc da tratt.are. ‘
Le composizioni farmaceutiche contengono da circa
.0,0001% fino a r_:irca. 95% di un qualsiasi componente
(a) e/o (b}, comprendolno forme di dosaggio che sono
costituite da una singola dose, preferibilmente
contenente da circa 10% fino a circa 90% di un
componente (a) oppure (b), e forme di dosaggio che
non sono presenti sotto forma di una singola dose,
che contengono preferibilmente da circa 10% fino a
circa 60% di ciasgun componente. Forme di dosaggio
unitarie, per esempio confetti, compresse, fiale oppure
capsule, contengonc da circa 5 mg fino a circa 1,5 g
di c&nponente (a) e/o di componente (b), preferibilmente
da 5 mg fino a circa 1 g.

Si prep‘ara'no- le composizioni famaceuticﬁe in

modo di per sé noto, per esemplo adottande metodi

I
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tradlza.onall come miscelazione, granulazione, preparaz:.one
di formulazmnl, dissocluzione oppure liofilizzazione.
Per esenplo, 31 possono ottenere camposizioni farmaceutiche

per somministrazione orale combinando il componente

o —

w2

(a) e/o (b) con una o pil sostanze-veicolo solide
oppure liquide, in cui & necessario granulare la
miscela ottenuta e lavorare la miscela dei granuli,
se si desidera, oppure se @& opportuno, con agglunta
di ulteriori eccipienti, per ottenere, rispettivamente,
cuori di compresse oppure cuorl di confetti, oppure
soluzioni.

Adatte sostanze-veicolo sono in particolare
cariche, per esémpio zuccheri, -come lattosio,
saccarosio, mannii:olo oppure sorbitolt.a. preparati a
base di cellulosa e/o fosfati di calcio, per ‘esempio
fosfato tricalcico oppure fosfato acido di calclo, e
leganti, per esempio amidi, come amido di mais, di
frumento, dli riso oppure di patate, metilcellulosa,
idrossipmpilmgtilcellulosa, sodic carbossimetilcelliunlosa
e/o polivinilpirrolidone, e/o, se si desidera,
disa'ggreganti, per esempio di -amidl indicati sopra,
e 1inoltre carbossimetil-amido, polivinilpirrolidone.
reticolato oppure acido alginico oppure un suo saie,
per esempio alginato di sodio. Ulteriori eccipienti

sono, 1n particolare, sostanze che favoriscono lo

wd o
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scorrimento e lubrificanti, per esempio acido silicico,
talco, acido stearico oppure loro sali, per esempio
stearato di magnesio oppure stearato di calcio, e/o

polietilenglicel, oppure loro derivati.
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Si possono preparare cuori (parti -interme) di
confetti usando adatti rivestimenti, eventualmente
rivestimenti enterici, tra gli altri, soluzioni di
zucchero éqnqentrate che possono contenere gomma
arabica, talco; pelivinilpirrolidone, polietilenglicol
e/o biosside di titanio, oppure soluzioni di
rivestimento in adatti solventi organici oppure in
adatte miscele di solventi organici, oppure, per la
preparazioﬁe di rivestimenti enteriéi, soluzioni
di adatti ﬁreparafi della cellulosa, per esempio,
acetilcellulosa ftalato oppure idrossipropilmetilcellulosa
ftalato. Si possono agglungere coloranti oppure pigmenti
al rivestimenti di compresse o al rivestimenti di
confettl, 'per esempio, a scopo di identificazione
oppure per indicare differenti dosi di sostanza
attiva.

Composizioni farmaceutiche somministrabili per
via orale sono inoltre capsule riempite a seccé
costituite da gelétina,'e inocltre capsule sigiilate
morbide costitulte da gelatina e da un plaéti?icante,

per esempio’ glicerolo oppure sorbitolo. Le capsule

e wm pnaps
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contenenti una carica secca possono contenere un
componente (a) e/c (b} sotto forma di granuli, per
esempio, in miscela con cariche, come amido di mais,

leganti e/o sostanze che conferiscono scorrewvolezzas;

come talco oppure stearato di magnesio e, sé opportuno;

stabilizzanti (vedi sopra per "adatfe sostanze-veicolo") . -

Nel caso di capsule morbide, la sostanza attiva,

preferibilmente, viene sciolta oppure .viene posta
in'sospensione in a.datti. eccipienti 1liquidi, per
esempio, olii grass-i, .Lauroglycol {(Gattefossé S.A.,
Saint Priest, Francla), 'Gelﬁcire Gattefossé S.A.,
Saint Priest, Francia) oppure olio di sesamo, olio di
paraffina oppure 'polietil.englicoli liquidi, per
esempio PEG 300 oppure PEG 400 (Fluka, Svizzera),
oppure polipropilenglicoli, _.a ciascuno dei quali si
possono anche aggiungere stabilizzanti oppure deter.genti,
oppure in acqua che corlltiene inoltre sostanze-veicolo
solubili come indicate scopra, per esempio, metilcellulosa
oppure mannitolo.

Altre forme orall di somministrazione sono, per
esempio, soluzionl oppure sciroppi, preparati in medc
usuale, che contengono componente (a) e/o (b) per
esemplio sotto forma di una sospensione e in una

concentrazione di circa 0,001% fino a 20%, preferibilmente

di circa 0,001% fino & circa 2%, oppure in una

|
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concentrazione simile che mette a disposizione una
adatta dose singola quando viene somministrata, per
esempio, in quantitd di 0,5 ml fino a 10 ml. Inoltre,

per esempio, sono adatti concentrati sotto forma di

328%

~polveri oppure concentrati 1liquidi per preparare
frullati, per esemplo, nel latte. ‘Tali concentrati
possono anche venire confezionati in quantitad che
do_stituiscono dosi singole.

Sono possibili Sistemi di Cessione ‘Tran-sdermicia,
in particolare con sostanze attive neutre. Tra le
formulazionl adatte sono comprese, per esempio, circa
0,0001% fino a circa 2% in peso di componente (a) e/o
(.b). In un aspetto preferito, vengono reali-zzate
formulazioni che contengono circa 2% fino a 99,9999%
(ossia il complemento a 100%) di un alcool alifatico
a catena corta. Tra gli alcooli adatti sono compresi
etanolo, isopropanclo, propilenglicol ‘e glicerolo.
In un aspetto piﬁ preferito, queste formulazioni,
-inoltre, possono contenere una sostanza che favorisce
lo scorrimento. Tra le sostanze che favoriscono
lo scorrimento adatte sono comprese, per esemplo,
decilmetilsolfossido, dimetilsolfossido e anche chetoni
ciclici, lattoni, anidridi ed esteri. Alcune di queste
sostanze che favoriscono lo scorrimento, inoltre,

fanno aumentare la ritenzione del componente (a) e/o
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(b) e, cosl, agiscono nel senso di fare aumentare
la concentrazione di esso nella pelle. Nel caso di
formulazioni per un trattamento diretto (locale),

per esempio un'applicazione topica alla pelle, si . ——

preferisce—usa¥e una sostanza che favorisce .lo
scorrimento t.:he non renda massimo 11 _flusso
transdermico, ma che faccia aumentare la ritenzione
del componente {(a) e/o (b) nella pelle. -E' stato
descritto che alcune sostanze che favoriscono il
miglioramento costituite da chetoni ciclicl e da lattoni J—
ciclici fanno aumentare anche la ritenzione locale
e, cosl, esse costituiscono una classe preferita di
sostanze che conferiscono proprietd migliorate per
una applicazione topica del componente {a) e/o (b).
In formulazioni pglr un trattamento sis_temico, e :
preferibile 'usare una .sostanza che <favorisce lo

scorrimento che rende massimo il flusso con una

P L T

minima ritenzione locale della sostanza attiva.
Adatte composlzioni farmaceutiche somminiatrabili
per via rettale sono per esemplo supposte che sono
costituite da una combinazione della sostanza attiva
con una base per supposte. Adatte basl per supposte
som; per . esempio trigliceridi naturali oppure

sintetici, idrocarburil paraffinici, polietilenglicoli -

oppure alcanoli superiori. L o

'j- ‘:-'f.‘.
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Per una somministrazione parenterale sono adatte,
in particolare, soluzioni acquose di un ingrediente

attivo in una forma solubile in acqua, per esempio

sotto forma di un sale solubile in acqua, in esenza——————

_ __  ——oppure—in assenza di sall, per esempio cloruro di

sodio e/o alcooli zuccheri, per esempio mannitolo,
oppure sospensioni acquose iniettabili che contengono
sostanze che fanno aumentare la viscosita, per
esempio, sodio carbossimetilcellulosa, sorbitolo e/o

destfano, e, se opportunc, agenti stabilizzanti.

I1 componente (a) e/o (b), se opportunc insieme con

eccipienti, pud anche essere sotto forma di un
liofilizzato e.pud venire Qciﬁlto prima di effettuare
una sommlnigtrazione parenterale mediante l'aggiunta
dl adatti solventi. .

Le soluzioni usate per - esempio pér una
somministraZzione parenterale, possonoc anche venire
usate sotto forma di soluzioni per infusiocne.

‘Formulazioni preferite che contengono qualsiasi
componente (b) sonc quelle che sono usuall per il
rispettivo uso clinico di uno qualsiasi o pid agenti
appartenentl a quel gruppo di composti che sono noti
nel settore.:

Fomu:_l.azioni preferite per il componente (a)

sono quelle indicate negli esempi.

)
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L'invenzione riguarda inoltre uvn metodo per il
trattamento degli stati patologici indicati sopra.
Per questo scopo, nelle combinazioni qui precedentemente

descritte, uno qualsiasi del componente {(a) e/o (b),

oppure un suo sale farmaceuticamente accettabile, pud
venire somministrato, come profilassi, oppure come
terapia, preferibilmente, in una quantitd che sia
efficace contro le malattie citate, ad un animale a
sangue' caldo, per esempioc uomo, che richied& tale
trattamente, preferibilmente sotto forma di una

composizione farmaceutica. Il dosaggic di un

qualsiasi componente (a) e/c (b) dipende dalla specie .
: ~ ;

di animale a sangue caldo da trattare, dal suo peso
corporeo, dalla sua etd e dal suo singolo stato,
dalle singole <condizioni farmacocinetiche, dalla
malattia che deve venire trattata e dalla via di
somministrazione. Preferibilmente, nel caso di un
peso corporeo di circa'TO kg, sl somministra una dose
giornaIiera' compresa tra 10 mg e 2500 mg, pid
preferibilmente compresa tra clrca 50 mg e clrca 2000
ng, nel modo pid preferibile compresa tra circa 100
mg e circa 1500 mg, di uno- qualsiasi dei componenti
{(a) e/o (b). Ai bambini viene somministrata una dose
corrispondentemente pilt bassa, con riferipento

alla loro' area superficiale della pelle (lfarea
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superficiale della pelle di un adulto di 70 kg come
riferimento & 1,73 m?). ' -

La presente invenzione pud venire illustrata
dagli esempi che sequono che non devono venire jntesi —— .
##n.ﬂféenﬁ-om ente ;

invenzione, ma che servono semplicemezite come forme -

di realizzazione esemplificative.

LR et L

Esggi: .-

' . *

. .Introduzione - ' . _ :
I1 gene di fusione oncogena BCR/ABL codifica per _________..

la proteina ibrida bcr/abl che, a causa della sua
attivita di tirosina-chinasi aum;entata ed essenzialne.
provoca tre differenti malattie: Leucemia Mieloide
~ Cronica (CML), parte di Leucemia Linfoblast;ca_ Acuta
(ALL) e Leucemia Mielcide Acuta_ (AML} . -
Il blocco della attivitd di ber/abl-chinasi
rappresenta uha strategia nuova e razionale per 1l .
. trattamento di (ML, e di altri tipi_di cancro provocati
da questa proteina di fusione oncogena (Druker. B. J.,
et al.: Effects of a selective inhibitor of the Abl
tyrosine kinase on the growth of Bcr-Abl pos_itiv_e : ;" -
cells. Nat. Med. 2: 561-6, 1996). ' L ;e
STI571 (precedentemente noto come CGP57148) :

rappresenta un inibitore attivo e relativamente

specifico dell'attivita di bcr/abl-chinasi. STI571
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blocca la proliferazione e provoca apoptosi in

cellule BCR/ABL+ in vitro; esso inibisce la crescita
di cellule deli mideollo osseo clonogenici ottenute da

pazienti CML, e pud eliminare la crescita di cellule

333;,{-

@

Teucemiche in vive. L'attivitd di STI571 in vivo &
condizionata dall'ottenimento di una inibizione bcr/abl
stabile e confinua, che richiede somministrazioni
giornaliere multiple nel modello che & statc studiato
su topi (le Coutre et al., J..Natl. Cancer Inst. 91,
163-168 (1999).

- Sulla base di questa informazione e di ulteriori
informazioni, 11 STI571 viene ora esaminate in prove
cliniche iniziali in CML e in altre malattie
associafe con BCR/ABL. E' reperibile un'informazione
ﬁolto limitata per cid¢ che riguarda la possibile
manifestazione di resisténza nei confronti di STIS571.
S1 sono selezionate in vitro due linee di cellule per
cid che riguarda la resistenza a STIS571 (le Coutre
P., et al., Blood 90.4%6a, 1997). Il meccanismo di
resistenza non & not9, in -un caso, mentre, nei secondo
caso,'esso comporta una amplificazione BCR/ABL e una
sovraespressione di proteine. lLa ri;evanza-biologica
di queste sottolinee scelte in vitro, tuttavia, rimane
da. verificare, policheé le condizioni di selezione

in vitro. sono differenti e, usualmente, sonc pin

L
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drastiche rispetto a quelle selezionate in vivo.
Non & reperibile alcuna informazione riguardante
'lo sviluppo e la cératterizzazione di una resistenza

in vivo nei .confronti di STIS571. In un modello su

—tepo—precvedentemente descritto dalla Ricliiedente (le

Coutre P., et al., J. Natl. Cancer Inst. 91, 163-168

(1999) in alquni animali si & notata una carenza del.

trattamento, quando questo trattamento & stato ritardato
di una settimana dopo l'iniezione di cellule
leucemiche, ed era gia presente una massa misurabile.
Pertanto, tale modello potrebbe essere utile per
studiare e caratterizzare la ﬁossibile manifestazione
di una resistenza nei confronti di STI571 in vivo.

In questo caso viene dimostrato un modello per
la resistenza in vivo nei confronti di STIS571.
Inoltre, viene identificata e convalidata sperimentalmente
la caratterizzazione molecolare di tale modello e
anche la strateglia per subérare il manifestarsi dit

una resistenza.

PRODOTTI E METODI
STIS?i:

STI571 (precedentemente noto come CGP57148B)
viene ottenuto come descritto in EP 0.564.409 e in WO

99/03854. Per gli esperimenti in vitro, sl preparano

‘soluzioni-madre di questo composto'a concentrazioni
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di 1 mM e di 10 mM, che vengono filltrate e conservate

‘@ -20°C e quindi vengono scongelate prima di fare

inlziare "l'esperimento e vengono usate ad una

concentrazione di 0,1-10 uM. Le preparazioni usate

—————Pper—animdali da esperimento vengono preparate

‘giornalmente ad una concentrazione di 16 mg/ml e

vengono sciolte in acqua oppure in una soluzione di
metilcellulosa al 5% (Methocell, -Fluka) e vengono
mantenute a 4°C.

ERITROMICINA

Per esperimenti in vitro si usa eritromicina base
(Sigma). Si prepara una nuova soluzione-madre appena
prima di ciascun esperimento ad una concentrazione di
20 M e la si impiega ad una concentrazione di 1-100 uM.
S1 scioglie la eritromicina in etanolo e .la si
diluisce ulteriormente con acqua distillata. Nel caso
di esperimenti in vivo, si impieqga eritromicina estolato
{(gentilmente fornite dalla Gist-Brocades Italy SPA,
Capua, Italia) ad una concentrazione di 35 mg/ml,
in una soluzione di 'metilcellulosa al 5% e di STI571
16 mg/ml.

SOMMINISTRAZIONE IN VIVO DI STI571

Topi nu/nu CD1 femmine aventi un'etd di 7 fino a

9 settimane, acquistati pressc la Charles River Breedin

Laboratories (Calco, Italia) wvengono ‘mantenuti in

an ." L

Y
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condizioni di laboratorio standard secondo le linee-
guida dell'Istitutc Nazionale del Cancre, Milano,
Italia. Questo studio é& approvato dal comitato di

eticé_istituzionale per animali da laboratoric usati

336 3

in~ ricerche sperimentalli. $i inietta una linea‘ di
cellule positive bcr/abl KUB1lZ (50 x 10% cellule per
ogni animale) per via sottocutanea nel fianco ‘sinistro
dell'animale. S; effettua un trattamento per via orale
usando una siringa collegata ad un tubo di materia
plastica flessibile introdotto in esofago (sonda).
Ogni 3-4 giornl si controllano il  peso del tumore (TW)
e il peso totale. Si calcela il TW. per mezzo della
formula TW (mg)=(d2 xD), in cui d e D sono,
rispettivamente, il diametro pil corto.e il diametro
pit lungo del tumore, misurati in millimetri. Si fa
iniziare il trattamentoc 1-11 giorni dopo 1'iniezione
contro la leucemia.

LINEE DI CELLULE

Si impiega la linea di cellule KU812 della leucemia
umana positiva Bcr/Abl (vedere Kishi K. A new leukemia
cell line with Philadelphia chromosome characterized

as basophil precursors. Leuk Res 9: 381-90, 1985).

* La linea KUBl2 & stata ottenuta da un paziente CML in

crisi da blastomi, e viene mantenuta in RPMI 1640

(Bio Whittaker - Europe) integrato con siero di feto di
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vitello (FCS) al 10% in condizi'oni di coltura delle
cellule standard.
* La linea di cellule KUB812 & reperibile presso

Deutsche Sammlung flir Mikroorganismen e Zellkulturen

Tﬁsum_nascheroqer Weqg, Braunschweiqg, Germania e ha
11 numero di accesso DSMZ No: ACC 378.

Altre linee di cellule analoghe che possono venire
‘usate nelle prove descritte qui di seguito sono: -
Linea di Cellule: BV-173 (T:i.po di Cellula: leucemia
del precursori di cellule B umana) DSM2 -No: ACC 20;

Linea di Cellule: K-562 (Tipc di Cellula: leucemia

mielolde cronica umana in crisi da blastomi) DSMZ

No: ACC 10;

Linea di Cellule: LAMA-84 (Tipo di Cellula: 'leucemia
mieloide cronica umana in crisi da blastomi) DSMZ
Ne: ACC 168;

Linea di Cellule: EM-3 (Tipo di Cellula: leucemia
mielolde cronica umana in crisi da blastomi) DSM2Z
No: ACC 134; |

Linea di Cellule: MEG-01 (Tipo di Cellula: leucemia
nieloide cronica umana in crisi da blastomi
megacariocitici) DSMZ No: ACC 364; oppure

Linea di Cellule: NALM-1 -(‘I‘ipo di Cellula: leucemia

mieloide cronica unfana :_I.n cri_si da biastoﬁi) DSM2Z

- No: ACC 131.
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DETERMINAZIONE DELL'ATTIVITA' DI PROLIFERAZIONE IN

VITRO (SAGGIO DI ASSORBIMENTO DI TIMIDINA TRITIATA

[*HtdR]

Si seminano 200" ul di ciascuna linea di cellule

538 56

(KU 812, LAMA 84), contenente 104 cellule, a diverse
concentrazioni di STI571% comprese tra 0 e 10 puM in
:piastre per microtitolazione da 96 pozzetti {Corning
Costar Corp., Cambrige, MA) effettuando 6 replicazioni.
Dopo 54 lore a '37°C, in ciascun pozzetto si
introducono 20 pl di RPMI 1640/FCS 10% contenente
timidina tritiata (1 upCi/pozzetto). Dopo ulteriori
18 ore, le cellule sono state raccolte e trasferite
su un filtro (Spot-on filtermat, Pharmacia Biotech
Europe, Brussels, Belgio). L'assorbimento di timidina
tritiata viene determina?o mediante un contatore di
scintillazione di liquidi 1205 betaplate (Wallac-Inc.,
Turku, Finlandia). Il valore CIS50 {(concentrazione di

inibizione 50) ¢ definito come la concentfazione di

un composto che provoca una diminuzione 50% della_

proliferazione 1in confronto con controlli non
trattati.
ANALISI WESTERN BLQOT

Si effettua 1'analisi "immunoblotting” come _

precedentemente descritto (Gambacorti-Passerini,- C.,

et al., Blood Cells, Molecules, and Diseases gi,
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380-94, 1997). Si lavano le cellule con soluziocne salina-

tamponata con fosfato, £fredda (PBS) e quindi si
sottopongono a 1lisi in 200 ul di tampone di 11X

Laemmli (Tris-HCl1 50 mM pH 6,8, SDS 28, blu di

bromofenclo 0, 1%, g.}icerolo 10%, B-mercaptbetanoio 5%).
Lisati di cellule, corrispondenti a 190.000-150.000
cellule, vengono fatti bollire a 95°C per 10 minuti,
vengono sottoposti ad ultrasuoni per 1 minuto e vengd-no
analizzati mediante elettroforesi su gell SDS usando
gel di poliacrilammidi 7,5%. Si rivelano bcr—a:bl

endogena, bcr-abl tirosina-forforilata e actina

endogena con 1l corrispondente anticorpo monoclonale

di topo oppure antisieroc di coniglio e, quindi, si
effettua la visualizzazione mediante rivelazione con
chemiocluminescenza aumentata (ECL, Amersham -Corp.)
usando immunoglobulina G anti-topo oppure anti-coniglic
di capra legata a perossidgsi di rafano come
anticorpo secondario (Amersham Corp.). L'anticorpo
anti-abl monoclonale (clone Ab~3) viene acquistato da
Calbiolch. L'anticorpo anti-fosfotirosina monoclonale
(cloné 4Gl10) viene acquistato da Upstate Biotechnology.
Ls anti-actina policlonale di coniglio viene acquistata
da Sigma. Si effettua un'analisi densitometrica usando
un fotodensitometro Eagle Eye 11 (Stratagene) -e 1le

intensitd di bande di ber-abl tirosina-fosforilate

|
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vengono normalizzate contro i livelli di espressione
di ber-abl e di actina.

DETERMINAZIONE DI AGP

' Livélli di siero di glicoprotein acida—atrfa=T——
RGP gono rivelati mediante il metodo di

immunodiffusione oppure mediante il metodo di

isocelettrofocalizzazione. Per la immunodiffusione, si’

introducono 5,0 ul di ciascun campione in un pozzetto
di una piastra di agar (SRID, saggio su piastra di
immuncdiffusione radiale singola, Cardiotech Services
JINIC Louisville, 1KY, USA) che contlene antisiero
"AGP. La piastra viene sottoposta ad incubazione per
24 ore a 37°C. La .quantita specifica di AGP
all'internc del camp:llone viene misurata sulla base
delle dimensioni dell'anello di preclpitina e viene
determinata mediante confronto con standard a 1000,
250 e 125 pg/ml, forniti con ciascun kit di pfova.
Si effettuano le determinazioni in doppio. Per 1la
isocelettrofocalizzazione, un IPG (gradiente a pH
immobilizzato} (Giapazza, E., Celentano, F., Ettori, C.,
Righettl, P. G., Immobilized pH gradients: Theory and
methodology. Electrophoresis 1989, 10, 806-808)
nell'intervallo pH 2,5-5 viene <colato tra wuna
soluzione acida contenente Immobilina pK 1,3 mN, pK 3,6,
11,83 mM, pK 9,3, 0,76 mM, e 12,9 mM Tris, e una

A

n'l_\ 4
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soiuzione kasica contenente Immobilina pK 3,6, 9,28 mM,
pK 4,6, 9,50 mM, e 2K 9,3, 16,13 mM (Amersham
Pharmacia, Uppsala, Svezia). Dopo polimetizzazione,

il gel viene lavato 3 volte in glicerolo 1%, viene

3 g

.essiccato e nuovamente idratato in urea 8M - 0,5% di
anfoliti-veicolo, intervallo di pH .2,5-5 (Pharmacia).
Successivamente, in prossimitd del catodo si pongonb
porzioni di siero da 7,5 ul, diluite fino 5-25 ul con
2-mercaptoetanolo al 2%. Dopo una prova-notturﬂa a
55 V/cm, i campioni vengono focalizzati pe; 90 minuti
a 165 V/cm. Il diagramma delle éroteine viene colorato
con Coomassie. .

VALUTAZIONE DEI PARAMETRI DI LEGAME

Plasma oppure AGP umano purificato {Sigma)
oppure Albﬁming (diluita in PBS) vengono sottoposti a
incubazione a diverse concentrazioni di STI571 a
temperatura ambiente per 30 minuti. Si determinano le
concentrazioni di STI571 mediante HPLC, ébn un limite
inferiore di rivelazione di 0,1 uM. Si determina STIS571
libero mediante ultrafiltrazione con una soglia di
separazione a 30 KD. Si costruiscono diagrammi
Scatchard modificati. Si calcola la Costante  di

Associazione (Ka) come precedentemente descritto

(Fuse, E., Tanii, H., Kurata, N., et al., Cancer.

Res., 58, 3248-53, 1998).

|
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ANALISI STATISTICA ¥

Si effettua un'analisi statistica secondo Fisher

exact test oppure T Student usando il programma .

Prism: Per l'analisi di sopravvivenza, si confrontano

HZ

i dati effettuando il saggio logrank. I valori P

inferiori a 0,05, sono considerati statisticamente
significativi e vengono ottenuti da prove statistiche
su due lati.

Esempio 1: L'efficacia di STIS71 @& in relazione con

1] carico tumorale iniziale

Topi "nude” vengono iniettati per via -sottocutanea
con 50 milioni di cellule KU812. si fa iniziare il
trattamento dopo, rispettivamente, 1; 8 e 15 giorni
(gqruppi l_fino a 111), in presenza di circa 50 milioni,
300 milioni e 1 bilicone di, cellule leucemiche.
Sebbene in tutti i gruppi si osservi una regressione
del tumore; si ottengono effetti di guarigione
soltanto nei primi 2 gruppi. La Figura 1 A mostra i
risultati di un esperimento rappresentativo. Mentre
tutti gli animali presenti nel gruppo I vengéno fattl
guarire in modo riproducibile, 1 topl del gruppo II
sviluppano ricadute in misura compresa tra 33% e 40%;
non sl osserva alcuna guarigione nei topl del
gruppo III. Le ricadute, gsualmente,-avvengoné dala

3 settimane dopo l'interruzione del trattamento. La

'.ll.l "
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Figura 1 B presenta i risultati combinati ottenuti da
3 differenti esperimenti. E' evidente una chiara
relazione tra la quantitd di  tumore presente

all'inizio del trattamento e 11 risultato della

terapia. Una possibile spiegazione di questi risultati
potrebbe consistere nell'insufficiente durata della
somninistrazione di STI571 nei topi del gruppo II e
del gruppo III. Per convalidare questa ipotesi, si

trattano topi del gruppo II per 11 giorni oppure per

18 giorni. Il risultato di un esperimento esemplificativo

viene riportato nella Figura 1 C e' indica che un
aumento della durata del trattamento non fa
migliorare il grado di guarigione. Questi risultati
indicano che, in questo modello, 11 trattamento con
STI571 pud fare guarire gli animali scltanto se il
tumore viene asportato nei primi .11 glorni di
trattamento. Se cid non avviene, non si pud ottenere
la guarigione anche con un'esposizione prolungata al
composto. In altre parcle: E! compar;o un certo tipo
di resistenza.

Esempio 2: Tumori che si manifestanoc in fase di

ricaduta mostrano resistenza in vivo, ma conservano

la sensibilitd in vitro a STIS71

Animali che presentano tumori ricorrenti véﬁgono

‘trattati nuovamente -adottando il medesimo modello

e g g g
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STI571 (i1 giorni di regime). Il trattamento viene
fatto iniziare appena i tumori anche in questo caso
diventanc misurabili. La Figura 2 mostra un

esperimento esemplificativo. E' evidente che i tumori

344}{

comparsi in _fasq. di ricaduta rispondono in modo
scarso al nuovo trattamento, ed eventualmente iniziano
a crescere in modo simile a quello secondo il quale
crescono tumori in animali non trattati (linee
tratteggiate). Sebbene le cellule leucemiche siano
resistenti in vivo a STIS71, la loro sensibilita
intrinseca nei confronti di STIS571 non & nota. Per
esaminare questo risultato, si recidono tumori dai
rimanenti animali, si ottengono sospensioni di cellule
e s1 pongono le cellule in coltura e si esaminano per
la loro sensibilita in vitro nei confronti di STIS71
ehtro 24-48 6re, come precedentemente descritto (le
Coutre P., et al., J, Natl. Cancer Inst. 91, 163-168
(1999) . La Figura 3 presenta i risultati-otténuti da
2 di tali tumori.. Risulta evidente che le cellule
leucemiche ottenute da animali resistenti conservano
la lofo sensibilita a STI571,: in quanto il loro
valore CIS50 non differispe da quel}o della linea di
cellule KU812 dalla quale esse derivano. Questi
risultatl ci hanno portano a valutare se l'attivita

di chinasi di proteina thr bcr/abl wviene ancora

Il
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inibita da una somministrazione di STI571. Per questo
scopo, si effettuanoc esperimenti di farmacocinetica

molecolare {descritti da le Coutre P., et al., J.

Natl. Cancer Inst. 91, 163-168 (1999), per esaminare

345
54

il—grado € la durata della inibizione di Bcr/Rbl in
bivo,‘in animali che non vengonc pretrattati oppure in
topi che hanno presentanc ricadute dopo il trattamento
iniziale e che erano resistenti ad un secondo ciclo
di somministrazione di STI571. Topi affetti da tumore
vengonc sottoposti ad un trattamento energlco e
vengoﬁo uccisi in corrispondenza di 2 ore e di 4 ore.
I livelli di attivita di_chinasi Bcr/Abl (misurata
come autofosforilazione) ottenuti in un- esperimento
esempllificativo vengbno riportati nella Figura 4.
Mentre topi non sottoﬁosti a pretrattamento mostrano
l1'inibizione precedentemente indicata nella
fosforilazione bcr/abl in corrispondenza di 2 ore e
di 4 ore (piste 4 e 6), gli animali che hanno presentato
Yricadute, resistenti a STI571, non vengono inibiti dal
trattamento (piste 3 e 5). Questi esperimenti indicano
che topi che hanno presentato rilcadute sono resistenti
ad un ulteriore trattamento e che'in questo casc non
si & avuta alcuna inibizione dell'attivita di chinasi
bcr/abl. Tuttavia, le cellule leucemicﬁé conservano

la loro sensibilitd in vitro a STIS71.

oA
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Esempio 3: Livelli plasmatici di STI571 in topi che

nanno presentato ricadute

Una possibile spiegazione dei risultati riportati

sopra pud consistere in un aumentato metabolismg

_______v,____diﬂ—SQEEQi—'tn"Eﬁlmali pretrattati, con conseguenti
infériori livelli plasmatici di STI571. Per studiare
questo risultato, topi affetti da tumore,.ﬁretrattati:_
con STI571 oppure non pretrattati con STI571 (topi
’di controllo) vengono uccisi 1in corrispondenza di -’
mezz'ora, 2,6 cre e 5,0-ore dopo un trattamento acuto
con STI571 e si determinano le conceptrazioni totali
plasmatiche di STI571 mediante HPLC. I risultatl sono
rappresentati nella Figura 5. Mentre gli animali di
egntrollo e gli animali pre-trattati raggiungono
livelli plasmatici simili in corrispondenza di
30 minuti, i 1livelli di STI571 diminuiscono pid
rapidamente in animali di controllo, in confronto con

. topl pretrattati (p inferiore a 0,01). Concentrazioni
intratumorall presentano un modello opposto, ossia
tumori presenti in animali pretrattati contengono

minori concentrazioni di STI571 in ogni momento, e

b m— -

questo fenomeno raggiunge un'importante statistica in

-

corrispondenza della 5* ora. Questi -risultati non
confermano la nostra ipotesl e 'inoltre mostrano che

animali resistenti mantengono concentrazioni di STI571

N
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pil elevate nel sangue per un prolungato periodo di
tempo. Questi dati, tra le altre alternative, potrebbero,
invece, essere compatibili con 1la presenza, nel

sangue di topi resistenti, di un "fattore" in grado

di—3tegare— e e .fare diminuire la "distanza®

{("clearance"”} e l'attivitd biologica di STI571.

Esempio 4: La glicoproteina Acida Alfa 1 (AGP) fissa

STI571 e inibisce i suoi effetti

Due proteine del plasma che possono fissare
farmaci sono albumina e AGP. Preferibilmente, AGP

lega molecole basiche (Kremer et al., brug binding

to human alphal-acidic glycoprotein in health and

dlsease. Pharmacologiéal Reviews 40, 1-47 (1988). Si
usano_cellule KU812 in vitro per valutare l'effetto
di AGP sull'at#ivita biologlca di STI571. Poiché AGP
di topo non é& reperibile in quantita sufficienti per
questo tipo di esperimenti '{Fuse, E., et al., Cancer
Res., 58, 3248-53, 1998), si impiega AGP umano.
I risultati di un espérimento esemplificativo sono
riportatli nella Figura 6 A. E' evidente che AGP
inibisce 1l'attivitd di STI571 (misurata come CI50);
questo effetto '@ proporzionale alla concentrazione di
AGP. Il valore CI50 aumenta dal valore usuale 0,05 pM
in assenza di AGP (Gambacorti-Passerini,'C., et al.,

Blood Cells, Molecules, and Diseases 23, 380-94,

Al
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1997) fino ad oltre 3,0 uM con una concentrazione di
AGP di 2 mg/ml. In un esperimento sevarato, il valore
CI50 a 2,0 mg di AGP viene calcolato in 4,5 uM

{dati non indicati). L'albumina non fa aumentare

348

sostanzialmente il valore CI%= per STI571, anche con
una concentrazione di 5,0 g% (Figqura 6 B). Pertanto,
AGP, ma ﬁbn l'albumina, pud fare aumenfare il valore
CI50 per STIS?71 fino a.valori 90 volte:superiori a
quelli dei controlli.

Poiché si nota un effetto di inibizione di AGP,
si calcolano le Costanti di Associazione (Ka) di
STI571 per AGP e per albumina. Per questo scopo, si
sottopone ad incubazione una quantita fi;sata di AGP
(5 UM) con differenti concentrazioni di sTI571 e,
mediante ultrafiltrazione; si valuta la quantita di
farmaco non legato (frazione libera). S1 ottengono
curve di dlagrammi Scatchard da AGP e da albumina.
Nel caso di AGP, si & trovato un valore di 8,7
litri/mole, che @& circa 60 volte superiore rispetto
al valore Ka cqlcoléto per l'albumipa (0,15). Questl
risultati indicano che, sebbene 1l'albumina e AGP

possano legare STI571, AGP lega STI571 con un'affinita

molto pill elevata e, come risultato, inibisce’

1'attivitd biologica di STI571.

Per confermare 1 risultati indicati sopra,



= 55 - Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

cellule KU81l2 vengono trattate in vitro con sieri
contenenti differenti quantitd di AGP. La Figura 7
presenta un esperimento illustrativo nel gquale si

aggiungono 2 éieri contenenti rispettivamente 130

HY 37

pg/ml e 1150 pg/ml (ad una concentrazione finale di
15%) a colture di KU812. E' evidente che 1'inibizione
dell'attivitd di STI571 & associata con il rispettivo
contenuto in AGP di clascun campione di siero. La
variazione nella percentuale di siero presente nella
coltura prévoca un proporzionale aumento obpure una
proporzionale. _diminuzicre—nellte—sua—attivitd di
iniblzione {nom—mostratol —SEEWETIRE he AGP pud
legare STI?&I,_qﬁesto legame ha importanti conseguenze

biologiche e blocca 1la possibilitd di STIS71 di
inibire l'attivitd enzimatica di STI571.

Ese.méo 5: Relazione tra livelli di AGP nel siero,

carico tumorale e trattamento con STIS571

I risultati precedentemente presentati indicano
che AGP, uvna proteina del plasma inducibile, inibisce
notevolmente 1l'attivita di STIS71 in wvitro. Si
determinano i livelli plasmaticl di AGP in topi "nude"
in corrispondenza di diversi stadi di malattia,
mediante immunodiffusione, per valutare se " detti
valori possono venire assoclati alla sensibilita in

vivo di cellule leucemiche KU812 nei confronti di un
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trattamente con 'STI571. La Figura 8 A presenta 1
valori di AGP in topi in diversi stadi di malattia.
I valori di AGP basali in topi sono molto. bassi

(96 + 21 upg/ml). Le concentrazioni di AGP aumentano

. proporzionalmente in relazione alla presenza di
tumori. Topi aventi un carico tumorale di 200 mg
(corrispondente circa a 200 milioni di cellule
leucemiche) presentano un aumento quédruplo nei
valori AGP (383 % 131), mentre topi che presentano
tumori di 0,8-1 mg p;esentano valori di AéP superiori
a 1 mg/ml (1580 % 234). Animali con tumori misurabiili
che vengono'curati, presentand una diminuzione
progressiva nelle concentrazioﬁi di AGP:e ritornano
a livelli normalli in 4-8 settimane. Esperimenti
effeétuati con AGP purificato indicano che le
variazionl nelle concentrazioni di AGP osservate tra
topi normali e animali che presentano grossi tumori,
provocano una -wvariazione nella frazione di STIS571
legata ad AGP compresa tra 42% e oltre il 99% (non
indicato). E' interessante indicare che un trattamento
con STI571 (160 mg/kg p.o. per 11 giorni) prowvoca un
aumento }nferioie, perd statisticamente significativo,
di wvalori di AGP (213 £ 43). I valeri di AGP
aumentati in .topi affetti da tumore vengono inoltre

evidenziati per mezzo di 1soelettrofocalizzazione

I
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(Figura 8 B). Questi risultati, presi insieme, indicano
che un carico tumorale (e, in minor misura, un
pretrattamento con STIS571) provoca la sintesi di AGP,f;.

una proteina del plasma che, a sua volta, pud 1éqare5. E

—¢ disattivare STIST71. L\éft P

Esempio 6: Eritramicina, un legante di AGP, pud alleviare

il blocce, favorito da AGP, di attivitd di STIS71 in vitro . —
:ga) E' notc che parecchi farmaci legano AGP, ivi -

compresa la eritromicina (Kremer et al., Pharmacological

Reviews 40, 1-47 (1988). Se il meccanismo mediante il

quale AGP blocca STI571 viene favorito dal legame di

mji

AGP a STIS571, allora, una certa molecola capace di
leqafe'nGP avra un'azione_competitiva con STIS71 per
legare AGP, cosl rendendo il STI571 pill disponibile
per -ottenere un'attivita biologica. Per cﬁnvaliddre
tali ipotesi, sl aggiunge eritromicina, a 5-30 W a
colture di KUB12 contenenti STI571 e AGP. I risultati
hi un esperimentc illustrativo vengono rappresentati
nella Figura 9. Lg eritromicina ripristina 1la
sensibilitd nei confronti di STI571 con una chiara
relazione aose[risposta. La eritromicina non modifica
il valore €I50 per STI571 in assenza di AGP, escludendo
cosl un effetto diretto sull'effetto anti;leucgmia di
STI571 (non indlcato)

(b} Gli effetti della eritromicina wvengono anch'essal
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valutati sul blocco dell'attivita di bcr/abl chinasi
favoiito da STI571 (Figura 10). Le cellule KuUB1l2
vengono trattate in vitro con 'STI571, con AGP e con

eritromicina, vengono sottoposte ad incubazione a

. 332

37°C per 60 minuti e vengono -sottoposte a 1lisi; 1la

quantita di attivitda di chinasi viene quindi valutata

usando un anticorpd anti-fosfotirosina. La Figura 10
indica che AGP inibisce l'at;i&ita di STI571. Si pud
ripristinare l'attivita di STI571 mediante aggiunta
di eritromicina. . '
Gli esperimenti (a) e (b) mettono in evidénzé,
in "2 differenti prove, che l'eritromicina pud fipfistinare,

in vitro, la sensibilita nei confronti di STI571.

Esempio 7: Effetti in vivo della somministrazione di

eritromicina e di un pretrattamenfo con STIS571

(a) La Richiedente, avendo dimostrato 1'effétfo
di inibizione di AGP, e 11 suo. effetto inverso
provocato da eritromicina in wvitro, convalida
sperimentalmente la modulazioqe in vivo di valori di
AGP oppure delle loro possibiiita di legéme. In topi
si inijettano cellule KU812 e si fa iniziare il
trattamento 11.glorni dopo in presenza di un carico
tumorale di circa 400 mg. In questo caso, ci si
aspetta una scarsa azione di cura oppure nessuna azione

di cura da un trattamento standard con STI571. Si
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trattano i topi con STIS571 (160 mg/kg p.o. ogni 8 ore)

da solo oppure in combinazione con eritromicina

"estolato (350 m@/kg ogni 8 ore) per 18 giorni. Si

sceglie la formulazione estolato della eritromicina

-poicheé si & precedentemente dimostrata la sua buona

biodisponibilita in topi, 1la dose scelta eésendo

quella che ci si poteva aspettare per ottenere

"ceoncentrazioni di pilcco superiori a 20 uM: Come

esemplificato nella Figura 11 A, il trattamento combinato

provoca una diminuzione del tumore notevolmente piil

elevata in corrispoﬁdenza del giorno 6, e a .partire

dal giorno 16. E' importante notare che, mentre la

regressione del tumore & progressiva in topi che sono

stati sottoposti al trattamento combinato, alcuni
tumori, iniziano a ricrescere durante gli ultimi
glorni di trattamento nel gruppo trattato solténto
con STIS571. L'effetto di aggiunta di eritromicina a
STI571 & anche pil evidente, quando si confrontano i
gradi di guarigione nei 2 gruppi (Figura 11 B). Nelle
Serie di topi-al quali & stato somministrato STIS71
da sold, 5/15 animali presentano la scomparsa del
tumore. Tuttavia, 4_animali hanno avuto ricadute tra
il 252 giorno.e il 402 giorno, soltanto 1/13 degli
animéli venendo fatto guarlre in corrispondenza del

1202 giorno (primo giorno di trattamento). Nel -gruppo

uid 4
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di topi ai quali era stata applicata la terapia
combinata eritromicina/STIS571, 14/15 topi risultavam;
privi di tumori, e soltanto 1 animale & morto, in

corrispondenza del 30° giorno. Pertanto, 10/12 animali

vengono—curati effettuvando il trattamento t':omb.ji.nato:

questo wvalore & not;evolmt.ente diverso (p .inferiore a
0,01) da quello (1/13) otter_mto soltanto nel gruppo
trattato con STI571. I gruppi di controllo ai quali é-
stata somministrata eritrcmicinq, da soli, non preég.ntam
alcuna comparsa di regressicne ttmoral'e. (non indicata).
(b) .Si valutano, inoltre, gli effetti biologici
di un trattamento con ST:FS'?l. I 'topi vengono
pretrattati oppure non wvengono pretrattati con STI571
per 11 glorni, vengono iniettati con cellule KU812 e
quindl wvengono trattati con STIS571} (160 mg/kg ogni 8
giorni per 11 giorni), partendo 24 ore dopo avere
effettuato 1'iniezione di cellule leucemiche. In
questi casi, ci si aspetta che_ 100% degll animali
siano stati quafiti mediante l'impiego di STI571. I
risultati sono riportati nella Figura 12. Nel gruppo
di controllo (topi non pretrattati), 0/14 animalil
hanno sviluppato crescita tumorale. Nel gruppo di
' topi pretrattati, si sono avute cresc.ite di tumori di
7/14 (p inferiore a 0,05), e cid sta'ad‘ indicare

che l'aumento .di AGP associato con il precedente

wed o

———— e n
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trattamento con STIS71 pud anch'esso provocare un
gsignificativo effetto biclogico. Questi risultati,
presi insieme, mettono in evidenza sperimentalmente

gli effetti di negativita di AGP sull'attivita

terapeutica di STI571; essi inoltre suggeriscono e
mettono a disposizione wuna parziale valutazione
sperimentale fino ad una strategia a scopo mirato,
all'atto del passaggio nella resistenza in vivo
favorito da AGP, usandc molecole che sono'in grado di
legarsl ad AGP ih competizione con STIS571.

Esempio 8: Compresse contenenti . 4-[(4-metil-1-

piperazin-l-ilmetil)-N-[4-metil-3-[.[4~(3-piridinil)-

2-pirimidinil]ammino] fenil lbenzammide metansolfonato,

forma di cristalli f

Usualmente, si preparano compresse contenenti
100 mg della sostanza attiva indicata nel titolo, con

la seguente formulazione:

Composizione

Ingrediente attivo 100 mg
- Lattosio cristalline 240 mg

Avicel 80 mg
- PVPPXL 20 mg

Aerosil 2 mg

Stearato di magnesio 5 mg

|
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Preparazione: Si mescola la sostanza attiva con

sostanze di supporto e si effettua la compressione in

’ una macchina per- la produzione di compresse {Korsch
EKO, diametro del punzone 10 mm). *
/’__Micel—é-eeﬁuibW
USA) .

PVPPXL & polivinilpirrolidone,. reticolato (BASF,
Germania). .

Aerosil & bpiossido di silicio (Dequssa, Germania).

Esempio 9: Capsulé contenenti 4-[(4-metil-1- '

nd

piperazin-i~-ilmetil)~-N-[4-metil-3-[[4-(3~-piridinil)-

2-pirimidinil] ammin.o] fenil]benzammide metansolfonato,

" forma di cristalli B

Usualmente, si preparano capsule contenentl

-

100 mg del composto indicateo nel ‘titolo come sostanza

attiva, con la segquente formulazione:

Composizione :
. Ingredien?:e attivo 100 ng i

Avicel 200 mg :

. PVPPXL 15 mg 'rf:

Rerosil ) 2 mg L‘g_

Stearato di magnesi:o 1,5 mg “
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S1 preparano le capsule mescolando i componenti
e introducendo la miscela in capsule di gelatina
dura, dimensione 1. PVPPXL = Crospovidone XL (vedi

Esempio 10).

33F

4

Esempio 10: Capsule contenenti 4-[(4-metil-1-

piperazin-l—ilmetil)—N-[4-metil-3—[[4-(3—piridinil)—

2-pirimidinil]ammino] fenillbenzammide metansolfonato,

forma di cristalli B

Crospovidone XL: Poviaone reticolato = omopolimero
;eticolato,.insolubile in acqua, di N-vinil-2-
pirrolidone.

Aerosil 200: Gel di silice puro {(area superficiale
secondo BET 200 % 25 m’/g, diametro medio dei granuli
12 nm).

Avicel: cellulosa microstaliina.

La composizione del riempimento delle capsule
per le capsule da 100 mg, 50 mg e 25 mg & identica.
Si ottengono le differentl COnceptrazioni 61 dosaggio
facendo variare soltanto il peso di riempimento.della
capsula. Le dimensioni delle capsule deslderate sono
100 mg per il tipo 1, 50 mg per il tipo 3 e 25 mg per
11 tipo 4..

I
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Tabella 1 Composizione per capsule -

N

1L

Eccipiente Percentuale 100 mg 50 mg 25 mg
4-(4-metilpiperazin- 1 - 51,96 11950 59,75 29,875
ilmetil)-N- [ 4-metil-3-(4-
piridin=3-il)pitimidin-2-
ilammino)fenil ] benzammide
sale metansolfonato nella.
forma di cristalli 8
Avicel PH 102 40,00 92,00 46,00 23,000
Crospovidone XL 6,52 15,00 7,50 3,750
Aerosil 200 0,87 2,00 1,00 © 0,500 )
Stearato di magnesio 0,65 1,50 0,75 0,375
Totale - 100,00 230,00 115,00 57,50
Dimensioni della capsula 1 3 4

Tabella 1 Quantith usate per ciascuna carica (kg) )

Ingrediente Percentuale 100 mg 50 mg -
QUANTITA' QUANTITA' QUANTITA'
PER CARICA | PER CARICA | PER CARICA
(%) (ke) (kg) -

4-(4-metilpiperazin-1- 51,96 18,224 9,112

ilmetil)-N- [ 4-metil-3-(4-

piridin-3-il)pirimidin-2-

ilammino)fenil ] benzammide

sale metansolfonato nella

forma di cristalli B

Cellulosa MK GR 40,00 14,030 7,015

Crospovidone XL 6,52 2,288 1,144

Aerogl 200 0,87 0,305 0,153

Stesrato di magnesio 0,65 0,228 0,114

Totale _ 100,00 35,075 17,538

Dimensioni della capsula 1 3

Quantiti di capsule 152500 152500
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Esempio 1i: Composizione di una tipica formulazione

di Eritromicina

In questo caso, si pud usare qualsiasi formulazione

standard nota per la eritromicina.

Yn—esempitv per una formulazione con eritromicina

estolato & il sequente:

Eccipiente Percentuale: - - --100 ‘mg 50 mg 25 mg
Eritromicinaestolato 51,96 119,50 - 59,75 29,875
Avicel PH 102 40,00 9200 46,00 23,000
Crospovidone XL 6,52 15,00 7,50 3,750
Aerosil 200 0,87 © 2,00 1,00 0,500
Stearato di magnesio 065 1,50 0,75 0,375
Totale 100,00 230,00 115,00 57,50

Eccipiente Perceatuale 100 mg S0 mg 25 mg
4-(4-metilpiperazin-1- 25,98 59,75 2,875 14,9375
ilmetil)-N- [ 4-metil-3-(4-
piridin-3-il)pirimidin-2-
ilammino)fenil } benzammide
sale metansolfonato nella
forme di cristalli B
Eritromicina_estolato 25,98 59,75 " 29,875 14,9375
Avicel PH 102 40,00 92,00 46,00 23,000
Crospovidone XL ) 6,52 15,00 7,50 3,750
Aerosil 200 . 0,87 2,00 1,00 0,500
Stesrato di magnesic 0,65 1,50 0,75 0,375
Totale 100,00 230,00 11500 - 57,50

Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.

l
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RIVENDICAZIONI
1. Preparato costituito da una combinazione che

contiene {a) almeno un inibitore della abl-tirosina-

360 3

chinasi del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore-—e———

tby—aimenio un composto organico in grado di legarsi

ad una al-glicoproteina acida (AGP); oppure sali

——— -
sl

farmaceuticamente ac€ettabili di un qualsiasi
-_comp_onente {a), (b).oppure {(a) e (b), se & presente
‘almeno un gruppo che forma sale, e una sostanza-veicolo
- farmaceuticamente accettabile.

2, Preparato costituito da una combinazione

P
Y

" secondo la rivendicazione 1, in cui l*inibitore della

pm———

--________,__.——-—'—-—— - - .
‘abd-~tiroglia-chinasi del PDGF-Recettore e/o del

Kit-recettore (2) & scelto dal gruppo costituito da:

(1) un composto di una 7H-pirrolo[2, 3-d]lpirimidina di

formula VI

(R,

r vy

. g,

N
\
H
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in cui
q & 0 oppure 1,
n & compreso tra 1 e 3 gquando q € 0, oppure n &

compresc tra O e 3 quando q é 1,

36) %/

R & alogeno, alchile inferiore, ossidrile,
inferiore—-alcanoilossi, alcossi inferiore, carbossi,
inferiore—-alcossicarbonile, carbammoile, N—inferiore-
alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-alchilcarbammoile,
il. gruppo ciano, un gruppc amminico, inferiore-
alcanoilamminico, inferiore-alchilamminico, N,N-di-
inferiore-alchilamminico oppure trifluorometile,
essendo possibile.quando sono presentl nella molecola
parecchi radicali R, che questi fadicali siano
identici oppure differenti; -

a) R; e Ry, ciascuno indipendentemente dall'altro, indicano
a) fenile sostituito con carbammoil-metossi,
carbossi-metossi, benzoilossicarbonil-metossi,
inferiore-alcossicarbonil-metossi, fenile, ammino,
inferiore-alcanoilammino, inferiore-alchilammino,
N,N-di-inferiore-etilammino, ossidrile, inferiore-
alcanoilossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,
carbammoile, N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-
inferiore-alchilparbammoile, gruppo cliano oppure con
nitro-~gruppo:

B) idrogeno;

MJ h
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Y} piridile non sostituitoc oppure alogeno oppure
inferiore-alchil-sostituito;
8) N-benzil-piridinio-2-ile; naftile; ciano; carbossile;

inferiore-alcossicarbonile; carbammoile; N-inferiore-

362

*

' alchiléarbammoile: N,N-di-inferiore-alchilcarbammoile;
N-benzilcarbammoile; formile; inferiore-alcanoile;
inferiore-alchenile; inferiore-alchenilossi; oppure
€) infgriore-alchile sostituito con

gx) alogeno, ammino, inferiore-alchilammino, piperazino,
di-inferiore-alchilammino;

ef) fenilammino che & non sostituito oppure &

"sostituito nella porzione fenile con alogenc, alchile

inferiore, ossidrile, inferiore-alcanoilossi, inferiore-
alcossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,
carbammoile, N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N~di-
inferiore-alchilcarbammoile, gruppe ciano, . ammino,
inferiore—-alcanoilammino, inferiore-alchilammino, N,N-
di-inferiore-alchilammino oppure con trifluorometile,

ey) ossidrile, alcossile inferiore, gruppo ciano,

carbossile, ,inferiore-alcossicgrbonile, carbammoile,-

N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-

alchilcarbammoile, mercapto, oppure

85) con un radicale di formula R3-S(O)y- in cui R3 &

alchile inferiore e m & 0, 1 oppure 2, - oppure

b) quando q & 1, uno dei radicali R; e Rz &
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alchile inferiore non sostituito oppure fenile non
sostituito e gli altri radicali R; e Ry hanno uno
dei significati riportati sopra nel paragrafo a) ad

eccezione di idrogeno, oppure

cr—RT & Rz insieme sono C4-Cjo~-l,4-alcadienilene
sostituito.con ammino, inferiore-alcanoilammino,
inferiore-alchilammino, N,N;di—inferiore-alchilammino,
nitro, alogeno, ossidrile, inferilore-alcanoilossi,
carbossile, inferilore-alcossicarbonile, carbammoile,
N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-
alchilcarbammoile oppure con il gruppe ciano oppure
sono aza-l,4-alcadienilene avente fino a 9 atomi di
carbonio, oppure -

d) quando q ¢ 1, R} e Rz, clascuno indipendentemente
dall'altro, sono aichile inferiore non sostituito
oppure fenile non sostituito oppure hanno uno deil
significatl riportati sopra nel paragrafo a), e

R¢ & ldrogeno, alchile -inferiofe, inferiore-~-
alcossicarbonile, carbammoile, N-inferiore-
alchilcarbammoile oppure N,N-di-inferiore-
alchilcarbammoile,-
oppure un suo Ssale;

e
(11) un derivato di una N-fenil-2-pirimidina-ammina

di formula I

IL:lJ u

o
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R, Ry
R; Ay

R1
N
Hz / \>—N_H R,
—N

().

Ry

in cui
Ri @ 4-pirazinile, l-metil-lH-pirrolile, ‘fenile
ammino—- oppure amminb-inferiore-alchii—sostituito, in
cui 11 gruppo amminico in ciascun caso & libero,
alchilato oppure acilato, 1H~indolile oppure
l1H-immidazolile legato 1in corrispbndenza di un atomo
di carbonic dell'anello a cinque membri, oppure
piridile non sostituito oppure inferiore-alchil-~
sostituito legato in corrispondenza di un -atomo di
carbonio dell‘'anello e non sostituitc oppure sostituito
in corrispondenza dell'atomc di azoto cgn ossigeno,
R2 e Ri, ciascunﬁ indipendenteménte dall'altro, sono
idrogeno oppure alchilie inferiore,
uno oppure due del radicall Rs, Rs, Rg, R7 € Rg sono
ciascuno il nitro—-gruppo, iﬁferiore—alcossi fluoro-
* sostituito oppure un radicale di formula II
-N(Ryg)-C(=X)-(Y)u-Rio (ID),
in cui |

Rs & idrogeno oppure alchile inferiore,

f
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X é un osso-gruppo, un tio-gruppo, immineo,
N-inferiore~alchil-immino, idrossiimmino oppure
O-inferiore-alchil-idrossiimmino,

Y & ossigeno oppure @ il gruppo NH,

n e 0 oppure 1 e

Rio @ un radicale alifatico avente almenoc 5 atomi
" di carbonio, oppure un radicale aromatico, aromatico-
alifatico, cicloalifatico, cicloalifatico-alif;tico,
eterociclico oppure eterociclico-alifatico e gli
altri radicali Ry Rs, Re, Ry e Rg, ciaécpno
indipendentemente dall'altro, sono idrogeno, alchile
inferiore che & non sostituito oppure & sostituito
con un gruppc amminico libero oppure alchilato, con
piperazinile, piperidin;le, pirrolidinile oppure
con morfolinile oppure sono alcancile 1inferiore,
. trifluorometile, ossidrile 1ibéré, eterificato oppure
esterificafo, il gruppo amminico libero, alchilato
oppure acilato oppure carbossile libero oppure
eaterificato, oppure .

un sale di tali composti che hanno almenoc un gruppo
che forma sale;

e 11 composto organico in grado d; legarsi alla
al-glicoproteina acida (AGP) (b) & scelto dal gruppo
costituito da: ' '

Nicergolina, Prazosin, Alféntanii, Ketamine, Ethidocaine,

Ju i
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Fentanil, Meperidina, Metadone, Fenilbutazone,
Bupivacaine, Etidocaina, Fenciclidina, Lidocaina,
Fenciclidina, Aprindina, Disopiramide, Chinidina,

Verapamil, Eritromicina, Acenocoumarol, Dipyi-idamole,

PCR2362, Ticlopidine, Warfarin, Phenytoin, Carbamazepine,
~ Naproxen, Alprenolcl, Metoprolol, oxprer_zolol, _P:Lndolol,
Propranolol, Timolol, Progesterone, Testosterone,
Esti-adiolo, Prednisolcne, Metocurina, d-Tubocurarina,
_Amitriptilina,. Cloropromazina, Cyclazindol,
Desmethylimipramine, Diazepam, Doxepine, Flurazepam,
Fluphenazine, Haloperidol, Imipramine, Loxapine,
Mianserin, Nortriptyline, Norzimelidine, Perazine,
Perphenazine, Phencbarbital, Derivati della Fenotiazina,

Promazine, Acepromazine, Protipendyl, Thiorlidazine,

Thiothixene, Triazolam, Trifluoperazine, Zimelidine, .

Vitamina B;2, Acido Folico, DAPN, 1,8-Anilino-naftalen-
solfonato, Aminopyrine, Amoxapine, Bupropion, Maprolitine,
Nomifensine, Trazodone, Ritodrine,. Doxazosin, Trimazosin,
Binedalin, Amsacrine, Apazone, SKF 525A, Ciclazindol,
PCR 2362, Indometacina, Probenecid, Aclido Retincico,
' Solfinpirazone, Tolmetin, Benoxaprofen, Eparina,
Sufentanil, Lofentanil, Metoclopra.r.nide, Nicardipine,
Pirmenol, Mifepristone,. RU 42 633, Aprindil, Auramine O,
Bepridil, Desipramine, Desmethylclamipraine, Moxaprindine,
Chinina, Lorcainide, Prothipendyl, Protriptyline,

ol
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Trihexyphenidyl, Biperiden, Methaqualone, Diphenhydramine,
Glutethimide, Chlordiazepoxid, L-Triptofano, Mepivacaine,
Levomethadone, Opipramol, Trifluopromazine, Trimipramine,

Tris-butossietil-fosfato, Staurosporina, N-benzoil-

staurosporina e T-igrossi-staurosporina;
e anche un metabolita di uno qualsiasi di questi
composti:

in cui ciascun componente (a) e/o (b) pud anche
eése;e presente sotto forma di un suo sale
farmaceuticamente accettabile, .se & presente almeno
un gruppo che forma sale. .

3. Preparato costituito da una combinazione secondo
la rivendigazione 1, in cui sono mescolati (a) almeno
un inibitore della abl-tirosina-chinasli del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore scelto
dal gruppo costituito da 1-(4-cloro-anilino)-4-
(4-piridil-metil)-ftalazina, (R)=6-{4-idrossi-fenil)-
4-[(1-feniletil)-ammino]-1H-pirrolo[2,3;d]pirimidina
e 4—(4-metilpiperazin—1-ilmeéil)-N-[4-metil-3—(4—
pirid;nr3-il)pirimidinrz-ilammino)fenil]henzammide: oppure
un sale farmaceuticamente accettabile dl uno qualsiasi
o pill di questi composti; e
(b} almeno un composto organico in grado di legarsi
ad una ael-glicoproteina acida scelpa dal gruppo

costituitc da un antibioticq, staurosporina, N-benzoil-

hll-
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staurosporina e 7-idrossi-staurospo;ina, oppure un
suo sale farmaceuticamente accettibile.
4. Preparato costituito da una combinazione secondo

la rivendicazione 1, in cui sono combinati (a) 1'inibitore

I8 2

della abl-tirésina-chinasi del PDGF-Recettore e/o
del Kit-receffore 4- (4-metilpiperazin-l-ilmetil)-N-

[4-metil-3-(4-piridin-3-il)pirimidin-2-ilammino) fenil]-

benzammide, oppure un suo sale farmaceuticamente-

accettabile, e’ (b} il composto organico in grado di
legarsi ad una al-glicoproteina acida eritromicina,
oppﬁre un suc sale farmaceuticﬁmente accettabile.

5. .Un prodotto che comprende
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore, e
(b) almeno un composto organico in grado di legarsi
ad 'una al-glicop;oteina acida;
in cui un qualsiasi componente jg) e/o (b) pud essere
presente anche.sotto forma di un sale farmaceuticamente
accettabile, se & presente almeno un gruppo-che forma
sale,
in presenza oppure in assenza di una o pild sostanze-
veicolo farmaceuticamente accettabili, sotto forma
.di un prebarato in combinazione,. per un impiego
contemporaneo oppure distribuito nel tempo entro

un periodo .di tempo che. & sufficientemente piccolo
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affinché i composti attivi sia del componente (a) che
del componente (b) facciano aumentare l'attivita
antiproliferativa di un composto (a) contro cellule

in fase di proliferazione, in particolare in un

paziente;—per 11 trattamente di una malattia
prolife::ativa che risponde ad un tale composto.

6. Prodotto secondo la rivendicazione 5, in cui
l'inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore é' scelto dal

gruppo costituito da:

(1) un composto di una 7H-pirrolo[2,3-d)pirimidina d.‘l. --—-—'—_._"::
formula VI
(R),
N&\N "
. LD | (Vi)
N NH
} R R,
in cul

q ¢ 0 oppure 1,

n eé comp;reso tra 1 e. 3 quando q & 0, oppure n @&
compreso tra O e 3 ql-.tando qgel, h
R @& alogeno, alchile inferiore, ossidrile, -

inferiore—aIcanoilo_ssi, alcossi inferiore, ca:_:bossi,l

%ib, T
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inferiore-alcossicarborile, carbammoile, N-inferiore-
'alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore~-alchilcarbammoile,
il gruppe ciano, un gruppo amminico, inferiore-

alcanoilamminico, inferiore-alchilamminico, N,N-di-

35)07{

inferiore-alchilamminico cppure  trifluorometile,
essendo possibile quando sono presenti'nella molecola
parecchi radicali R, che questl radicali siano
identici oppure differenti;

a).Rl e Rz; ciascuno indipendentemente dall'altro, indicano
@) fenile sostituito con carbammoil-metossi,
.carbossi-metossi, benzoilossicarbonil-metossi,
inferiore-alcossicarbonil-metossi, fenile, ammino,
inferiore~alcanoilammino, inferiore-alchilammino,
N,N-di-iqferiorehetilammino; ossidrile, inferlore-
alcanoilossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,
carbammoilé, N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-
infe&iore—alchilcarbammqile,'gruppo ciano oppure con
nitro-gruppo;

B) idrogeno;

y) piridile non sostituito oppure alogeno oppure
inferiore-alchil-sostituito;

§) N-benzil-piridinio-2-ile; naftile; ciano; cgrbossile:

inferiore-alcossicarbonile; carbammoile; N-inferiore-

alchiléérbammoile; N,N—di—inferiore-aichilcarbammoile:.

N-benzilcarbammoile; formile; inferiore-alcanoile;

Lt.bl

wl



inferiore-alchenile; infericre-alchenilossi; oppure

g) inferiore-alchile sostituito con

ea) alogenc, ammino, inferiore-alchilammino, piperazino, -
r

di-inferiore-alchilammino;

¢f) fenilammino che & non sostituito oppure &
sostituito nella porzione fenile con alogeno,'alchile
inferiore, ossidrile, inferiore-alcanoilossi, inferiore-
alcossi, carbossile, inferiore-alcossicarbonile,
carbammoile, N-inferiore—alchilcarbammoiie, N,N-di-
inferiore-alchilcarbammoile, gruppo c¢iano, aﬁgino.
inferiore-alcanoilammino, inferiore-alchilammino, N,N-
di-inferiore-alchilammino oppure con trifluorometile,
gy) ossidrile, alcossile inferiore, gruppo ciano,
carbossile, inferiore-alcossicarbonile, carbamﬁoile,
N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferiore-
alchilcarbammcile, mercapto, oppure
6d) con un radicale di formula R3~S(O)mx~ in cui R3 &
alchile inferiore em & 0, 1 oppure 2, oppure

b) quando g & 1, uno dei radicali R; e R; &
alchile inferiore non sostituito oppure fenile non
sostituito e gli altri radicali R; e R hanno uno
dei significati riportati sopra nel paragrafo a) ad
eccezione di idrogeno, oppure

¢) Ry e Rz insieme sono C4—Ci0-1,4-alcadienilene

sostituito con ammino, inferiore-alcanoilammino,

!
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inferiore-alchilammino, N,N-di-inferiore-alchilammino,
nitro, alogeno, ossidrile, inferiore-alcanoilossi,
carbossile, inferiore-alcossicarbonile, c¢arbammoile,

N-inferiore-alchilcarbammoile, N,N-di-inferipre-

3¥L- 34,

'alchilcarbammoi;g oppure con il gruppo cianoc oppure
sono aza-l,4-alcadienilene avente fino a 9 atomi di
carbonio, oppure

d) quando ' q & 1, R; e Rz, ciascuno indipendentemente
dall'altro, sono alchile inferiore non sostituito
oppure fenile non sostituito oppure ;hanno uno dei
significati riportati éopra nel paragrafo a), e .

R¢ & 1drogenc, alchile inferiore, inferiore-

alcossicarbonile, carbammoile, N-inferiore-'

alchilcarbammoile oppure N,N-di-inferiore-
alchilcarbammoile,

oppure un suo sale;

e

(11) un derivate 4di una N-fenil-2-pirimidina-ammina

di formula I

.

I
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in cui
R; & 4-pirazinile, 1-metil-l1H-pirrclile, fenile
ammino- oppure ammino-inferiore-alchil-sostituito, in

cui il gruppo amminico in c¢iascun caso é libero,

3%3/3(

alchilate oppure acilato, 1lH-indolile oppure

lH~-immidazolile legafo in corrispondenza di un atomo

di carbonio dell'anello a cingue membfi, oppﬁre

piridile non sostituito’ Sppure inferiore-alchil-

sostituito legato in corrispondenza di un atomo di

carbonig dell'anello e non sésrituito oppure sostituito

in corrispondenza dell'atomo di azotoc con cossigeno,

Rz e R3, ciascuno indipendentemente dall'altro, sono

idrogeno oppure alchile infériore,

uno oppure due dei radicali Ry, Rs, Rg, Ry @ Re sono

ciascuno il nitro-gruppo, inferiore-alcossi fluoro-

sostituito oppure un radicale di formula II
-N(R9)-C(=X)~(Y)u-R10 (D),

in cui

Reg & idrogeno oppure alchile inferiore,

X @ un osso-gruppo, un tio—qrﬁppo, immino,

N-inferiore-alchil-immino, ldrossiimmino oppure

O-inferiore-alchil-idrossiimmino,

Y ¢ ossigeno oppure & il gréppo NH,

n & 0 oppure 1 e '

Rio @ un radicale alifa;ico avente almeno 5 atomi
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di carbonio, oppure un radicale aromatico, aromatice-
alifatico, ciclecalifatico, cicloalifatico-alifatico,
eterociclico oppure eterociclico-alifatico e gli

altri radicali Ry, Rs, R, Ry e Rg, ciascuno

3 5

indipéndentemente dall'altro, sono idrogeno, alchile
‘inferiore che & non sostituito oppure @& sostituito
con un gruppo amminico libero oppure alchilato, con
piperazinile, piperidinile, pirrolidinile oppure
con morfolinile oppure sono alcanqile' inferiore,
trifluorometile, ossidrile libero, eterificato oppure
esterificato, il gruppc amminice libero, alchilato
oppure acilato oppure carbossile libero oppure
esterificato, oppure

un sale di tali composti che hanno almeno un gruppo
che forma sale;

e il composto organico in grado di legArsi alla
al-glicoproteina acida (AGP) (b) & scelto dal gruppo
costituito da: _

Nicergolina, Prazosin, Alfentanil, Ketamine, Ethidocaine,
Fentanil, Meperidina, Metadone, Fenilbutazone,
Bupivacaine, Etidocaina, Fenciclidina, Lildocaina,
Fenciclidina, Aprinding{ Disopiramide, Chinidina,
Verapamil, Eritromicina, Acenccoumarol, Dipyridamole,
PCR2362, Ticlopidine, Warfa;in, Phen_ytoin, Carbamazepine,
Naproxen, Alprenolol, Metoprolol, Oxprenolol, FPindolol,

!
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Propranolol, Timolol, Progesterdne, Testosterone,
Estradiolo, Prednisolone, Metocurina, d-Tubocurarina,
Amitriptilina,.- Cloropromazina, Cyclazindol,

ﬁesmethylimipramine, Diazepam, Doxepine, Flurazepam,

Fluphenazine, Haloperidecl, Imlpramine, Loxapine,
Mianserin, Nortriptyline, Norzimelidine, Perazine,
Perphenaz_ine, Phenobarbital, Derivati della E'en.otiazina,
Promazine, Acepromaziné,. Protipendyl, Thioridazine,
Thiothixene, Triazolam, Trifluoperazine, Zimelidine,
Vitamina Bjz, Acido Folié:o, DAPN, 1,8-Anilino-naftalen-
solfonato, Aminopyrine, Amoxapine, Bupropion, Maprolitine,
Nomifensine, Trazodome, Ritodrine, Doxazosin, Trimazosin,
Bined_alin, Amsacrine, A.pazlone,_ SKF 525A, Ciclaiindal,
PCR. 2362, Indometacina, Probenecid, Acido Retinocico,
Solfinpirazone, Tolmetin, Benoxaprofen, Epa.rl:ina,
Sufentanil, Lofentanil, Metoclopramide, Nicardipine,
Pirmenol, Mifepristone, RU 42 633, Aprindil, Auramine O,
Bepridll, Desipramine, Desmethylclcomipraine, Moxaprindine,
Chinina, Lorcainide, Prothipendyl, Protr.iptyline,
Trihexyphenidyl, Biperiden, Methaqualone, Diphenhydramine;
Glutethimide, Chlordiazepoxid, L-Triptofano, Mepivacaine,
Levomethadone, Opipramol, Trifluopramazine, Trimlipramine,
Tris-butossietil-fosfato, Stau_rospo:_‘ina, N—benzo:tl-
_staurosporina e 7-idrossi~staurosporina;

e anche un metabolita di uno qualsiasi di questi
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composti;
in cui ciascun componente (a) e/o (b) pud anche
essere presente sotto forma di un suo- sale

farmaceuticamente accettabile, se & bresente almeno

3t 3%

un gruppo che forma sale.

7. Prodotto secondo la rivendicazione 5, in cui
(a) 1'inibitore della abl-tirosina-chinasi del
PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore & sceléo dal
gruppo costituite da l-(4-cldr6-aniiino)-4-(4-

piridil-metil)-ftalazina, (R)-6-(4—idrossi-feﬂilj—4-

[(l-feniietil)-ammino]—TH-pirrolo[z,3-d]pirimidina e

4- (4-metilpiperazin-1~ilmetil)-N~[4-metil-3-(4-piridin-
3-il)pirimidin-2-ilammino) fenil]benzammide; opﬁure un
sale farmaceuticamente accettabile di uno éualsiaéi o]
pit di questi composti; e

(b) il composto organico in grado di legarsi ad una
al-glicoproteina acida & scelto dal gruppo costituito
Qa un antibiotico, staurosporina, Nhhenzoil-staurésporina

e 7-idrossi-staurosporina, oppure un sale farmaceuticamente

accettabile di uno qualsiasi o pid di questl -

compo;ti.

8. Prodotto secondo la rivendicazione 5, in cul
(a} 1'inibitore della abl-tirosina-chinasi. del
PDGF-Recettore e/o'_qel Kit-recettore & 4-(4-

metilpiperazin-l-ilmetil)-N-{4-metil-3-(4-piridin-3-

———————
—
rr————
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il)pirimidin-2-ilammino) feniljbenzammide, oppure un
suc sale farmaceuticamente accettabile, e (b) il
composto organico iq grado di legarsi ad una al-

glicoproteina acida & eritromicina, oppure un suo

3T S

sale farmaceuticamente accettabile.

9. Impieqgo di una combinazione di
(a) almeno un inibitore della abl-tirosina-chinasi
del PDGF—Receétore e/o del Kit-recettore, 2
{b) almeno un composto organico in grado di legarsi
ad una al-giiCOproteina acida, in cui qualsiasi
componente’ ‘{a) e/o (b) pud essere presente anche
'gotto forma di un sale farmaceuticameﬁte accettablle,
se & presente.almeno un gruppo che forma sale,
per la produiione di preparati farmaceutici da
impiegare sotto forma di composizioni contro una
malattia proliferativa che pud venire trattata mediante
somministrazione di un inibitore della abl-tirosina-

chinasi del PDGF-Recettore e/o del Kit-recettore.

Ing. Barzand & Zanardo Milano S.p.A.
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