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UZITI ET-743 K VYROBE LEKU PRO UCINNOU PROTINADOROVOU LECBU

Oblast techniky

Pfedkladany vynélez se vztahuje k u€inné protinddorové 16€be.
Ecteinascidin 743, ET-743, je latka s protinddorovym u¢inkem ziskana z motského zdroje.
K ziskéani informaci o sloZeni ET-743 a jeho uZiti v protinddorové 1é¢b¢ odkazujeme na patent

¢. WO0069441, publikovany 23. listopadu 2000.

Podstata vynalezu

V ramci jednoho aspektu tohoto vynalezu nabizime ¢inné kombinované 1é¢ebné postupy
zaloZené na Ecteinascidinu 743 s vyuZitim dal$ich 1é¢iv.

Dalsi uzita 1é¢iva mohou byt soudasti jednoho pripravku nebo se mohou vyskytovat ve formé
jednotlivych pfipravkl uréenych k podani najednou nebo v rizném ¢ase. Okruh téchto dalSich
1é¢iv neni nijak specificky omezen, mezi vhodné kandidaty lze zafadit:

a) 1é¢iva s antimitotickym t¢inkem, zejména ta, ktera jsou cilena proti slozkam
cytoskeletu, véetné mikrotubuldrnich modulatort jako jsou taxany (napi. taxol,
paclitaxel, taxotere, docetaxel), podofylotoxiny nebo vincaalkaloidy (vincristin,
vinblastin);

b) antimetabolity jako je 5-fluorouracil, cytarabin, gemcitabin, analogy purint (napf.

pentostatin, metotrexat);

ifosfamid);

d) 1é¢iva cilena proti DNA jako jsou antracykliny adriamycin, doxorubicin, farmorubicin
nebo epirubicin;

e) lé¢iva namifena proti topoizomerazam jako etoposid;

f) hormony a agonisté nebo antagonisté hormond jako jsou estrogeny, antiestrogeny
(tamoxifen a od néj odvozené slou¢eniny) a androgeny, flutamid, lueprorelin,
goserelin, cyprotron nebo octreotid;

2) 1é¢iva zasahujici do pfenosu signalu v nadorové burice véetné téch, odvozenych od
protilatek, napf. herceptin; |

h) alkylaéni latky jako jsou platinové preparaty (cisplatina, karbonplatina, oxaliplatina,

paraplatina) nebo derivaty nitrosurey;
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1) lé¢iva potencialné ovliviiujici metastazovani nadoru jako jsou inhibitory matrixoveé
metaloproteinsy;
1) genova terapie a tiSici prostfedky/alternativni (antisense) lééivé;
k) protilatky vyuZivané v protinddorové terapii;
1)) dalsi bioaktivni sloudeniny mofského ptivodu, zejména didemniny jako je aplidin;

m)  analogy steroidil, zejména dexametason;
n) protizangtlivé 1éky, zejména dexametason;

0) antiemetika, zejména dexametason.

V ramci podrobného popisu tohoto patentu uvadime nékolik piikladii, na které na tomto misté
odkazujeme. Tyto ptiklady ukazuji zvySenou u¢innost ET-743 v piipad€ jeho uziti v kombinaci
s dal§imi 16¢ivy a zabyvaji se riznymi kombinacemi uZivajicimi ET-743.

Piiklad 1 popisuje u¢inné kombinace ET-743 a doxorubicinu inhibujici nddorovy rist mysich
a lidskych sarkomd u athymickych mysi.

Priklad 2 ukazuje synergicky cytotoxicky ucinek ecteinascidinu 743 (ET-743) a doxorubicinu
na sarkomy mékkych tkani u linii HT-1080 a HS-18.

Tyto dva ptiklady ukazuji, Ze u kombinace ET-743 s antracykliny (zejména doxorubicinem)
se jedna o vice neZ pouhy aditivni t¢inek, kdy tato kombinace je proti lidskym nadorim (v
téchto piikladech sarkomiim) uginné&jsi neZ izolované uZiti zminénych lé¢iv a jeji Gic¢inek nezavisi
na pofadi podani 1é&iv. Tyto vysledky nabizi jasnou nadé€ji pro Ié¢bu pacienti.

P¥iklad 3 ukazuje synergicky cytotoxickych ti¢inek ET-743 s cisplatinou.

Piiklad 4 poskytuje vyhodnoceni Gi¢innosti v zavislosti na potadi aplikace u kombinaci ET-
743 s chemoterapeutiky proti skuping lidskych nadorovych bunéénych linii, zejména kombinaci
ET-743 s doxorubicinem, taxolem, SN-38, cisplatinou a gemcitabinem.

Tyto dva piiklady ukazuji, Ze Gi¢inek kombinaci ET-743 s platinovymi protiniddorovymi
preparaty (zejména s cisplatinou), nukleosidovym analogem gemcitabinem a inhibitorem
topoizomerazy II (SN-38, coz je i¢inn4 latka vyrabéna z CPT-11, léCiva camptothecinové
skupiny) je vétsi neZ pouze aditivni. Ucinek t&chto kombinaci proti lidskym nadoriim je tedy
opét vy$§i nez Gi¢inek pfi samostatném pouZiti 1é€iv (v té€chto konkrétnich ptiklad byly uvedené
kombinace pouZity proti riznym nadorovym butikdm: ovaridlnim, butikam tlustého stieva,
plicnim, prsu, kostniho sarkomu), v né¢kterych pfipadech byl i€inek na nador zévisli na pofadi
expozice nadoru jednotlivym chemoterapeutikiim. Také v tomto ptipadé nabizi vysledky nadéji

pro 1é€bu pacienti.



Bylo zajimavé, Ze synergismus nebylo moZné pfedem piedvidat: piiklad 4 ukazuje, Ze ve
vétSiné testovanych kombinaci nebyl pozorovan synergismus Zadny (v nékter)’lch'byl dokonce
zaznamenan antagonismus G¢inku chemoterapeutik).

Piiklad 5 se vztahuje k hodnoceni kombinace ET-743 s doxorubicinem nebo trimetrexatem
nebo paclitaxalem. Ukazuje vétsi neZ pouze aditivni G¢inek kombinace ET-743 s antracykliny
(zejména doxorubicinem), ktery je pii uZiti proti lidskym nddortim (zde konkrétné proti
sarkomiim) vy$$i neZ samostatny ucinek jakéhokoliv z chemoterapeutik a je nezavisli na pofadi
aplikace 1€¢iv. Takové zaveéry nabizi nad€ji pro 1€Cbu pacientd.

Prikiady 6 aZ 8 podporuji a dopltiuji pfedchozi priklady a ukazuji zejména synergii ET-743
s doxorubicinem a ET-743 s cisplatinou.

Piiklad 9 pfedstavuje odliSnych typ u€innosti kombinaci popisovanych timto vynalezem a to
pouZiti vysokych davek dexametasonu chranicich pfed hepatotoxicitou ecteinascidinu-743 (ET-
743).

Ve shrnuti, tento vynalez nabizi pfipravky, zpsoby 1é¢by, postupy vyroby zminénych
piipravki a konkrétni realizaci pfipravka.

Predkladany vynalez se vztahuje také na pouZiti vynalezem popisovanych sloucenin
v 1é¢ebném postupu a na pouziti sloucenin ve vyrobé piipravki pro 1é€bu rakoviny.

Piedkladany vynalez tedy nabizi zptisob 1é€by zhoubného nddorového onemocnéni
vyskytujiciho se u jakéhokoliv savce, zejména €loveéka, kdy tento zplsob zahrnuje podani
terapeuticky G¢inného mnoZstvi vynalezem popsané slouc¢eniny nebo vice sloucenin nebo z ni
vytvofeného farmaceutického piipravku postizenému jedinci.

Piedkladany vynalez se také vztahuje k farmaceutickym piipravkiim zahrnujicim
farmaceuticky akceptovatelny nosic, ktery jako aktivni slozku obsahuje vynalezem popsanou
slou¢eninu nebo slouceniny, a zaroveii se vynalez vztahuje k postupim vyroby téchto ptipravki.

Piiklady farmaceutickych ptipravkd zahrnuji jakoukoliv pevnou (tablety, pilulky, kapsle,
granule, atd.) nebo kapalnou (roztoky, suspenze nebo emulze) formu o odpovidajicim sloZeni
umoziiujici peroralni, lokalni nebo parenteralni aplikaci, kdy tento pfipravek miiZze obsahovat
Cistou slou¢eninu nebo piimés jakéhokoliv nosi¢e nebo jinych farmaceuticky aktivnich
slouéenin. Pro parenteralni aplikaci je nutné, aby tyto pfipravky byly sterilni.

Slouceniny nebo piipravky popisované pfedkladanym vynalezem je mozZné aplikovat
jakymkoliv vhodnym zplisobem jako je intravendzni infuze, peroralni, intraperitonealni nebo
intraven6zni podani. My upfednostiiujeme infiizni podém; s délkou trvani infuze do 24 hodin,
1épe v8ak v rozmezi 2 aZ 12 hodin, optimain€ v rozmezi 2 aZ 6 hodin. Nejvhodnéjsi jsou

kratkodobé infuze umoziiujici 1écbu bez nutnosti hospitalizace pacienta pies noc. Pokud to vSak



situace vyZaduje miZe délka infuzni terapie dosahovat 12 aZ 24 hodin nebo byt i delsi. Infuze
mohou byt aplikovany ve vhodnych intervalech asi 2 aZ 4 tydni. Farmaceutické p¥ipravky
obsahujici slouceniny popisované piedkladanym vynalezem mohou byt do mista G&inku
dopravovény v liposomech nebo pomoci nanosferické enkapsulace, mohou byt v podob&
dlouhodobé se uvoliujicich pfipravki nebo dopravovany do organismu formou jinym
standardnim prostredkd.

Spravna davka slougenin se bude liSit v zavislosti na konkrétnim sloZeni ptipravku, jeho
zpisobu podéni a konkrétnim stavu lé¢eného pacienta a stadiu nddorového onemocnéni. Je nutné
zvazit dal$i faktory jako je vék nemocného, vaha, pohlavi, dobu podéni, rychlost exkrece,
kombinace uzitych 1é¢iv, citlivost odpovédi a zdvaznost onemocnéni. Podavani mize byt
kontinualni nebo opakované splitujici limit maximalni tolerované davky (MTD).

Kombinace popisované timto vynalezem mohou byt pouZzity u refrakternich pacienti
(neodpovidajicich na jiny zptsob 1é¢by). Pro informace o davkovacich schématech ET-743 a
dal§im uziti v kombinované terapii popisované timto vynéalezem, odkazujeme &tenaf'e na patent

¢. WO 006 944 1.

Ptiklady provedeni vynalezu

Ptiklad 1: Uginné kombinace ET-743 a doxorubicinu inhibujici nddorovy riist u mysich a

lidskych sarkomt atymickych mysi

Potvrdili jsme klinickou aktivitu ET-743 u pacienti se sarkomem mékkych tkani nebo kosti
neodpovidajicim na dosavadni chemoterapii vEetné doxorubicinu (DXR) a izosfamidu.
Vzhledem k potencidlnimu klinickému vyznamu kombinovani ET-743 s Dx jsme testovali tuto
kombinaci u my$iho fibrosarkomu UV2237, u jeho mdr-rezistentniho subtypu UV2237/ADR au
xenograftu lidského rhabdomyosarkomu TE671. ET-743 1 Dx byly kaZzdy izolované G¢inny u
bun&éné linie mysiho fibrosarkomu UV2237, zatimco ani jeden nebyl nebo byl pouze omezené
ucinny proti liniim UV2237/ADR a TE671. Naproti tomu, kombinace ET-743 s Dx byla G¢inna
v ptipad¢€ viech tif modeld. Synergismus byl zvlasté vyznamny proti lidskému
rhabdomyosarkomu TE671 a zddlo se, Ze neni zavisli na pofadi aplikace 1é¢iv nebo na
kombinaci.

Po jednordzovém i.v. zaléCeni uskuteénéném ve fazi, kdy masa tumor TE671 dosahovala
pfiblizné 100 mg, doslo k hmotnostni regresi tumoru (TWI) a logaritmickému poklesu poétu

bunék (log;o cell kill - LCK), respektive, 0 46 % a 0,132 po samotné aplikaci ET-743 (0,1



mg/kg), 0 50 % a 0,33 po samostatné aplikaci Dx (10 mg/kg), o 77 % a 0,924 po soucasné
aplikaci ET-743 (0,1 mg/kg) a Dx (10 mg/kg), o0 82 % a 1,12 po kombinované aplikaci ET-743
(0,1 mg/kg) 1 hodinu pfed Dx (10 mg/kg) ao 75 % a 0,85 po kombinovaﬁé aplikaci ET-743 (0,1
mg/kg) 1 hodinu po Dx (10 mg/kg).

Tato data naznacuji, Ze kombinace ET-743 a Dx miiZe byt G¢innd i u tumord, které jsou pouze
minimalné nebo viibec citlivé na samostatné podani téchto 1é¢iv a poskytuji tak silny divod pro

provedeni klinickych zkouSek na pouZiti této kombinace.

Priklad 2: Ecteinascidin 743 (ET-743) a Doxorubicin plisobi synergicky cytotoxicky u&inek u
bunéénych linii sarkomi mékkych tkani HT-1080 a HS-18

U dvou bunéénych linii sarkomii, HT-1080, fibrosarkomové linie citlivé na ET-743 (ICso= 10
pm) a HS-18, liposarkomové linie s niZsi citlivosti k ET-743 (IC so= 270 pm) byl hodnocen
toxicky vliv ET-743 v kombinaci s jednim z nasledujicich 1é¢iv - doxorubicinem, trimetrexatem
nebo paclitaxelem. Pfi pouZiti ET-743 v kombinaci s kaZdym z t€chto 1é¢iv p¥i konstantnim
molarnim poméru a nasledné analyze pomoci metody Chou a Talalay bylo dosaZeno (po 72-
hodinové inkubaci) synergického i¢inku u kombinace ET-743-doxorubicin, tento G¢inek se viak
neobjevil u kombinaci ET-743 s trimetrexatem nebo paclitaxelem. P¥i 72-hodinové expozici
bun€k ET-743 a nésledné 48-hodinové expozici doxorubicinu, trimetrexatu nebo taxolu byl
synergicky uc€inek proti obéma sarkomovym buné&nym liniim také ziskan u kombinace
s doxorubicinem. Zajimavé bylo zjiSténi, Ze aplikace, kdy prvni byl podan paclitaxel a aZ
nasledné ET-743 méla vy$8i a¢innosti, nez aplikace provedena v opaéném potadi. Tyto vysledky
podporuji klinické studie na 1é¢bu pacientt se sarkomem mékkych tkani pomoci kombinace
doxorubicinu s ET-743 na zaklad€ zji§té€né aktivity obou téchto lé¢iv proti tomuto typu

onemocnéni.
Piiklad 3: Synergicky cytotoxicky u¢inek ET-743 a cisplatiny

U Ecteinascidinu 743 (ET-743) byla prokazana vyrazna protinadorova aktivita na nékolika
preklinickych systémech a vytvofila tak nadéje i na klinickou aktivitu. ET-743 vaZe N2 guaniny
v malém zlabku dvousroubovice DNA a ovlivilyje regulaci transkripce (Minuzzo et al., PNAS,
Vol. 97,6780-84, 2000). |

Predchozi studie ukézaly, Ze buriky s poruchou mismatch repairového aparatu (MMR)

vykazuji stejnou citlivost k ET-743 jako buriky s normélni funkci MMR. NER-deficientni busiky
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s vysokou citlivosti k cisplating (DDP) jsou 6- aZ 8-krat méné citlivé k ET-743. Na zékladé
odlignosti mechanismt zajist'ujicich (nddorové butice) opravu defektii zpisobenych ET-743 a
cisplatinou a vzhledem k potencialnimu klinickému z4jmu o tuto kombinaci, provedli jsme studii
hodnotici cytotoxické uCinky ET-743 a cisplatiny na n€kolik lidskych nddorovych linii. V této
studii byla pouZita buné¢n4 linie karcinomu ovaria Igrove-1, jeji subtyp rezistentni k ET-743
(IG/PSC/ET) a bunééné linie karcinomu tlustého stteva HCT 116 (MMR-deficientni) a HCT11-
ch3 (s normalni funkci MMR).

Buriky byly exponovéany po dobu 1 nebo 24 hodin rliznym koncentracim samostatné
aplikoVahého ET-743 nebo DDP nebo jejich kombinacemi a cytotoxicky ucinek byl po obarveni
sulforothaminem B hodnocen pomoci kalorimetrické kvantifikace. U v8ech bunéénych liniich
byl v obou piipadech jednohodinové i 24-hodinové inkubace pozorovan synergicky tcinek.
Zajimavé bylo zjisténi, Ze u HCT116 rezistentniho k DDP zfejmé ET-743 umozZnilo zpétné
dosaZeni senzitivity a to i v koncentracich, pfi kterych ma pfi samostatné aplikaci minimalni
ucinek. Shrnuti ziskanych dat poskytuje divod k pfistoupeni ke klinicky zkousSkdm na kombinaci
ET-743 s DDP.

Piiklad 4: ET-743 v kombinacich s doxorubicinem, taxolem, SN-38, cisplatinou a gemcitabinem

Hodnotili jsme G¢inek ET-743 v kombinacich s doxorubicinem, taxolem, SN-38, cisplatinou a
gemcitabinem proti panelu lidskych nddorovych buné¢nych linii. Tyto studie byly navrZeny
s cilem uréit typ vzajemné interakce 1€Civ a to mezi ET-743 a standardnimi chemoterapeutiky a
vliv pofadi podani jednotlivych 1é¢iv na protinadorovy u¢inek. K popisu typu vzajemné interakce
1é¢iv bylo uZito mnoho kombinaci ET-743 se standardnimi cytotoxickymi ¢inidly bez pouziti
modelového systému (Laska et al., Biometrics 50:834, 1994). Tyto studie ukazuji, Ze bez ohledu
na expozici se nejéastéji pozoruje aditivni typ vzijemné interakce lé€ivo-1é¢ivo.

Synergicky u¢inek pii vzajemné interakci 1é€iv byl pozorovan v pfipadech, kdy kombinace s
ET-743 byla pouzita proti buné¢nym liniim nemalobunéénému karcinomu plic (pfedchazela
expozice SN-38), osteosarkomu (preexpozice s ET-743, nasledné cisplatina), karcinomu prsu
(preexpozice s ET-743, nasledn€ gemcitabin), karcinomu tlustého stfeva (preexpozice s ET-743,
nasledné SN-38 a soudasnd expozice ET-743 a SN-38). Byl zaznamenam ptechodny
aditivni/synergicky ucinek pfi vzajemné interakei (preexpozice s ET-743, nasledné SN-38 u
buné&¢né linie nemalobun&éného karcinomu plic (NSCL); preexpozice s SN-38 u karcinomu

stieva a NSCL; soucasna expozice ET-743 a cisplatin€ u osteosarkomu a ET-743 a SN-38 u



NSCL). Antagonismus byl prokazén pii souCasné uZiti ET-743 s taxolem u dvou NSCL linii a
s doxorubicinem u rhabdomyosarkomové linie. ,
Tyto studie ukazuji, Ze ET-743, které je ve druhé fazi klinickych zkouSek, by se mohlo

v kombinaci s nékolika cytotoxickymi latkami pouZivat proti Sirokému spektru nadort.

Material a Metody
Buné¢na kultura:

Nédorové bunééné linie lidského karcinomu prsu (MDA-435, MDA-231, T-470),
nemalobun&éného karcinomu plic (NCI-H522, NCI-H226, NCI-H23), karcinomu tlustého stfeva
(HCT-116, HT-29, Colo-320), osteosarkomu (HOS, U-2, OS, SaOS-2), rhabdomyosarkomu
(RH1, RH30, RD) byly vykultivovany v RPMI-1640 obohaceném o 10% fetdlni bovinni sérum a
2mM L-glutamin. VSechny kultivované kultury byly udrZovéany v kultiva¢nich lahvich (75 cm?)
pii teploté 37 °C ve zvlhéovanych inkubétorech v atmosféte s 5% podilem CO2 a 95 % vzduchu.

Analyza ICsp:

Predem definované mnoZstvi exponencialné se mnozicich nadorovych bunék bylo
inokulovano do 96-ti jamkovych desti¢ek pro tkanové kultury a fixovano po dobu 24 hodin.
Nésledng byla ke tkaiovym kulturam pfidana desticka s 1é€ivy tvotena postupnym
koncentraénim fedénim ET-743 nebo standardnich chemoterapeutik. Inkubace bun¢k byla
provedena formou 24-hodinovych expozic po dobu 3 dni s naslednym pfidanim MTT na dobu 4
hodin. Krystaly, které vznikly, byly poté rozpustény kyselinou/alkoholem, absorbance (570 nm —
vzorek/630 nm — kontrola) byla uréena pomoci odeéitaciho systému pro mikrotitraéni desku.
Vysledky byly vyjadieny jako procenta umrti nadorovych buné€k vztaZend k primérné hodnoté
kontrol.

Kombinaéni studie:
Koncentradni schéma (koncentrace vyjadiena jako procenta z ICso jednotlivych 1é€iv) uzité

pro charakterizaci typu vzéjemné interakce 1é¢iv v kombinaénich studiich je ukdzano nize:

Koncentrace 1é¢iva (vyjadiena v procentech ICsp)

ET-743 Standardni lé¢ivo
100 0
75 25

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

Statisticka analyza kombinaénich studii:

Statisticka srovnani jsou provedena s kazdou testovanou kombinaci (75:25 — ET-

743/stahdérd) a krajnimi hodnotami (100:0 — ET-743 a 0:100 — standardni ¢inné latky).

Statisticky vyznamné pozorovani vyZaduje existenci rozdilu mezi hodnotou absorbance

kombinace (mezi ET-743 a standardnimi G¢innymi latkami) a obéma krajnimi hodnotami (ET-

743 a standardni G¢inné latky izolované). Pokud vétsina hodnot (> 3 z 5) je statisticky nad nebo

pod definovanou hranici, potom popisujeme antagonismus, respektive synergismus. Jiné

rozloZeni naméfenych hodnot odpovida spise aditivnimu G¢inku pfi vzdjemné interakci. Velmi

obtiZnd je interpretace v piipadé vyznamného pfibliZeni ke spojnici krajnich hodnot. Pokud sklon

kiivek pro ICsg jednotlivych latek je stejny (nepravdépodobné), potom je v daném piipadé mozné

urdit typ interakce.

Postupné kombinace ET-743 s chemoterapeutiky

Typ tumoru/bunééna linie

Podminky expozice/lé¢ivo

Z1i8t€nd vzajemna interakce

hodin cisplatina;

24 hodin cisplatina, nasledné 24
hodin ET-743;

24 hodin souéasn€ ET-743 a

cisplatina

Osteosarkom

NOS 24 hodin ET-743, nasledné 24 Synergie
hodin cisplatina;
24 hodin cisplatina, nasledné 24 Aditivni u¢inek
hodin ET-743;
24 hodin soudasné ET-743 a Aditivni u€inek
cisplatina

U2-0S 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G&inek

Aditivni G¢inek

Aditivni aéinek

Sa06

24 hodin ET-743, nasledné 24

Aditivni G8inek




hodin cisplatina;

24 hodin cisplatina, nasledné 24
hodin ET-743;

24 hodin soucasn¢é ET-743 a

cisplatina

Aditivni G¢inek

Aditivni G¢inek

Nemalobunéény karcinom

plic
NCB-H226 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni €inek
- hodin taxol;
24 hodin taxol, nasledné 24 hodin | Aditivni u¢inek
ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a taxol;, | Antagonismus
24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G¢inek/
hodin SN38,; Synergismus
24 hodin SN38, nasledné 24 hodin | Aditivni U¢inek/
ET-743; Synergismus
24 hodin soucasn¢é ET-743 a SN38; | Aditivni Géinek
NCB-N522 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G¢inek
hodin taxol;
24 hodin taxol, nasledné 24 hodin | Aditivni Géinek
ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a taxol; | Antagonismus
24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek/
hodin SN38; Synergismus
24 hodin SN38, nasledné 24 hodin | Aditivni u¢inek/
ET-743; Synergismus
24 hodin soucasné ET-743 a SN38; | Aditivni éinek
NCB-N23 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek/

hodin taxol;

24 hodin taxol, nasledné 24 hodin
ET-743; |

24 hodin soucasné ET-743 a taxol;
24 hodin ET-743, nasledné 24
hodin SN38;

Antagonismus

Aditivni Géinek

Antagonismus

Aditivni Géinek
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24 hodin SN38, nasledné 24 hodin
ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a SN38;

Synergismus

Aditivni u¢inek/

Synergismus

Karcinom prsu

MDA-435 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G¢inek
hodin gemcitabin;
24 hodin gemcitabin, nasledné 24 | Aditivni Ginek
hodin ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a Aditivni uéinek
gemcitabin;

MDA-231 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G¢inek
hodin gemcitabin;
24 hodin gemcitabin, nasledné 24 | Aditivni ¢inek
hodin ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a Aditivni u¢inek
gemcitabin;

T47-8 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek

hodin gemcitabin;

24 hodin gemcitabin, nasledné 24
hodin ET-743;

24 hodin soucasné¢ ET-743 a

gemcitabin;

Aditivni O¢inek

Aditivni U¢inek

Karcinom tlustého stfeva

MCT-116 24 hodin ET-743, nasledné 24 Synergismus
hodin SN38;
24 hodin SN38, nasledné 24 hodin | Aditivni uéinek
ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a SN38; | Aditivni uéinek
NT-29 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek

hodin SN38;

24 hodin SN38, nasledné 24 hodin
ET-743;

24 hodin soucasné ET-743 a SN38;

Aditivni G¢inek

Aditivni Géinek
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Colo-320 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni uéinek
hodin SN38; _ ’
24 hodin SN38, nasledné 24 hodin | Aditivni u¢inek/
ET-743; Synergismus
24 hodin souc¢asné ET-743 a SN38; | Synergismus

Rhabdomyosatkom

RN1 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek
hodin doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledné 24 | Aditivni G¢inek
hodin ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a Antagonismus
doxorubicinu;

RD 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni Géinek
hodin doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledné 24 | Aditivni G¢inek
hodin ET-743;
24 hodin soucasné ET-743 a Aditivni ucinek/
doxorubicinu; Antagonismus

RN30 24 hodin ET-743, nasledné 24 Aditivni G¢inek
hodin doxorubicin;
24 hodin doxorubicin, nasledné 24 | Aditivni uéinek
hodin ET-743;
24 hodin soucasn€ ET-743 a Antagonismus
doxorubicinu;

Zaveéry

Tyto studie naznaduji, Ze bez ohledu na pofadi expozice mezi ET-743 a standardnimi
chemoterapeutiky, nejobvyklej$im pozorovanym typem interakce 1é¢ivo-1é€ivo je Aditivni
ucinek.

Prokazatelny synergicky u¢inek byl pozorovan u preexpozice SN-38 u NSCL bunéénych linii
NC1-H522 a NC1-H23, preexpozice ET-743 pfi jeho kombinaci s cisplatinou u HOS
osteosarkomu, s gemcitabinem u linie karcinomu prsu T-470, prepozice SN-38 u karcinomu

tlustého stfeva HCT-116 a soucasna expozice ET-743 a SN-38 u linie karcinomu tlustého stfeva
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Colo-320. Antagonismus byl prokazan pii soucasné uziti ET-743 s taxolem u NSCL linii NC1-
H522 a NC1-H23 a s doxorubicinem u RHI rthabdomyosarkomové linie.

Piiklad 5: Interakce mezi ET-743 a jinymi latkami uZivanymi k 16¢b€ nadort

Agkoliv ET-743 je v soucasné dobé¢ ve stadiu klinickych studii na 1é¢bu nadort u lidi,
mechanismus jeho protinddorového uéinku nebyl dosud plné objasnén. Cilem této studie bylo
stanovit podstatu interakce mezi ET-743 a jinymi protinddorovymi u¢innymi latkami
(doxorubicin; DXR, trimetrexat; TMTX a Paclitaxel; Taxol) pomoci metody kombina&niho
indexu (CI) Chou a Talalay. Pro lepsi pochopeni moZnosti klinického vyuZiti ET-743 pouZila
piedkladana studie SRB kvantitativni metodu pro in vitro testovani cytotoxicity dosaZené
kombinaci ET-743 s tfemi dal$imi protinddorovymi latkami pfi uZiti v riznych davkovacich
schématech u dvou linii sarkomi mékkych tkani, HT-1080 a HS-18. DXR jediny v kombinaci
s ET-743 dosahoval synergie nezavislé na potadi aplikace. Soucasna aplikace ET-743 s DXR
vedla k synergickému ¢inku u obou bunéénych linii.

CI (pramé&mé) pro dané davkovaci schéma 0,86, 0,83, 0,84 a 0,85 pii 50%, 75%, 90% a 95%
z4niku bungk, respektive, u HT-1080 linie a 0,89, 0,74, 0,64 a 0,60 pti 50%, 75%, 90% a 95%
zaniku bunék, respektive, u HS-18 linie. Pofadi, kdy 24-hodinova inkubace s ET-743
predchézela aplikaci doxorubicinu, se ukézalo jako nejuinngjsi postup u obou bunéénych linif;
vysledkem byl soustavng nizky CI odpovidajici az 90% hodnoté zaniku nddorovych bunék u
obou linii. U&nny byl i postup, kdy expozice taxolu ptedchazela ET-743. Tyto vysledky
naznaduji vhodnost daliiho testovani kombinace ET-743 s doxorubicinem v klinickych studiich

zaméfenych na 1é¢bu sarkomu mé&kkych tkéni.

Material a metody
Chemikalie

Pouzité ET-743 poskytla Pharma-Mar S.A (Tres Cantos, Madrid, Spain) a bylo
piipraveno/dodano ve form€ 2 mM roztoku v dimethylsulfoxidu. Paclitaxel a DXR byl ziskan od

Sigma chemical Co. (St. Louis, MO) a TMTX poskytla Warner-Lambert (Parke-Davis, Ann
Arbor, Mich.).

Bunééna kultura

Bund&éné linie sarkomu mékkych tkani, HT-1080 a HS-18, se nechaly narist v jedné vrstvé v

RP<I-1640 obsahujici 10% fetalni bovinni sérum.
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SRB kvantifikace cytotoxicity

Cytotoxicita aktivnich latek byla ur€ena pomoci SRB kvantifikace cytotoxicity provedené
v 96-jamkovych mikrotitraénich destickach podle popsaného postupu. Buﬁky byly umistény do
jamek v duplikétu (5000 bun€k/jamka) a vystaveny cinku lé¢iv o riznych koncentracich. Buiiky
byly fixovany 50% roztokem TCA po dobu 1 hodiny a do kazdé jamky bylo pfidano 0,4% SRB
(Sigma). Po 30-minutové inkubaci byly desticky promyty 1% kyselinou octovou a odeéteny pti
570 nm na odecitacim zafizeni pro mikrotitracni desticky Biowhitaker microplate reader 2001.
Jamky, které obsahovaly buitiky, ale byly bez 1é¢iva a jamky s mediem a Ié€ivy, ale bez obsahu

bungk, byly pouZity jako positivni a negativni kontrola, respektive.

Soucasnd expozice ET-743 a DXR, TMTX nebo Paclitaxelu

Buriky byly umistény do 96-jamkovych desticek, jak je popsano vyse. Kultury byly oSetieny
sedmi riznymi koncentracemi jednoho Ié¢iva nebo kombinaci 1é¢iv s molarnim pomé&rem 1:100
(ET-743 : jiné 1é¢ivo). Po 72-hodinové expozici byla riistova inhibice méfena pomoci SRB

kvantifika¢ni metody.

Postupna expozice ET-743 a DXR, TMTX nebo Paclitaxelu

Za pouZiti stejného experimentalniho systému popsaného vySe, jsme nechali na butiky ptsobit
tfi riizné koncentrace predstavujici IC25, IC50, IC75 pro ET-743, DXR, TMTX a Paclitaxel,
respektive. Po 24 hodinach pieexpozice ET-743 nebo kombinaci 1é¢iv byl na dobu 48 hodin
pfidan druhy typ lé¢iva do piislusné jamky.

Analyza zastoupenych fazi bunééného cyklu

Exponencialné rostouci buiiky byly oSetfeny v nebo bez pfitomnosti 1é¢iva po dobu nékolika
hodin. Buiiky byly poté sebrany a fixovany pomoci ledovym 70% methanolem. DNA byla
obarvena propidiumbromidem, jak je popsano vyse. Desettisic obarvenych bungk bylo

analyzovano na Becton Dickinson fluorescenéné aktivovaném bunééném porteru (FACS).

Uréeni synergismu a antagonismu a konstrukce isobologramu

CI byl vypocitan pomoci Chou-Talalayovi rovnice, kterd zapocitava jak potenci (Dm nebo
ICs), tak i tvar kiivky zavislosti u€inku na ddvce (hodnota m). Obecna rovnice pro klasicky
isobologram (CI = 1) je dana vztahem: |
CI=(D);/(Dx); + (D)2/ (Dx), (A)
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kde (Dx); + (Dx); ve jmenovateli jsou davky (nebo koncentrace) pro samotné D, (ET-743) a D,
(Jin€ 1éCivo) vytvatejici X% inhibici, zatimco (D); + (D), v ¢itatelich jsou davky ET-743 a jiného
1é¢iva v kombinaci, také s hodnotou inhibice X % (tj. jsou isoefektivni). CI <1,CI=1,CI>1
oznacuji synergismus, aditivni u€inek a antagonismus, v uvedeném poradi.

(Dx); + (Dx), mohou byt snadno spo¢itany podle rovnice pro stfedni u¢inek podle Chou a
Chou et al.:
Dx =Dm [fa/ (1 - fa)]'™ (B)
Kde Dm je davka odpovidajici stfednimu u¢inku ziskand z anti-log X-vymezeni oblasti stiedniho
u¢inku, X-log (D) versus Y - log[fa / (1 — fa)] nebo
Dm = 10°Y™*M /™ 3 m je sklon oblasti sttedniho t&inku. Software Chou a Chou umoZiiuje
automaticky vypocet hodnot m, Dm, Dx a CI. Z (Dm);, (Dx), a D1 + D2 je snadné automaticky
podle rovnice (A) sestavit isobologram.

Pro konzervativni vzdjemné€ nevyjimecné isobologramy dvou aktivnich latek, je k rovnici (A)
pfidan tfeti vyraz:
(D1) (D2) / (Dx); + (Dx)2.

Tento treti V}"I‘aZ‘SC obvykle pro zjednoduSeni vypousti a je potom indikovano vzijemné
vyjime¢né ptevzeti nebo klasicky isobologram. V ¢éstech Vysledek 2 a 3, jsou udany hodnoty CI

ziskané z klasického (vzajemné exklusivniho) vypoctu.

Vysledek 1
Cytotxicky ucinek 4 1é¢iv na HT-1080 a HS-18
ICsp pro lidsky sarkom mékkych tkani

HT-1080 S-18
ET-743 (nM) 0,01 0,27
DXR (M) 25 225
TMTX (nM) 6 70 000
Paclitaxel (nM) 1,3 10

Tato tabulka ukazuje, Ze ob& buné¢né linie HT-1080 i S-18 vykazovaly vétsi citlivost k ET-743

nez k ostatnim protinadorovym chemoterapeutikiim.

U¢inek kazdého z chemoterapeutik na distribuci fazi bun&&ného cyklu u buné&né kultury
HS-18 za 24 a 72 hodin po o$etfeni davkou pfibliZzné 1Csg
Lécivo Davka HR % G1 faze % S faze % G2-M faze
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Kontrola 76,3 11,2 12,5

ET-743 270 pM 24 32,4 47,6 20,0
72 86,7 8,4 49

DXR 225 1M 24 10,1 64,9 25,0

72 1,3 63,8 34,9
TMTX 70 uM 24 44,2 53,8 1,9
72 35,5 57,6 7,0

Paclitaxel 10 nM 24 32,8 52,5 15,5

o 72 23,5 58,7 26,2

HT-1080 za 24 a 72 hodin po o3etfeni davkou piiblizné ICs

Ucinek kazdého z chemoterapeutik na distribuci fazi bunééného cyklu u bunééné kultury

Lécivo Dévka HR % G1 faze % S faze % G2-M faze
Kontrola 45,5 35,8 16,7
ET-743 10 pM 24 42,6 36,1 213

72 81,3 10,2 6,7
DXR 25 nM 24 36,1 17,5 46,4

72 46,2 5,3 48,5
TMTX 6 nM 24 31,9 56,8 11,3

72 32,0 53,7 14,4
Paclitaxel 1,3 nM 24 454 37,3 17,3

72 86,0 9,0 5,0

Vysledek 2 ukazuje CI pro bunééné linie HT-1080 a HS-18, které byly vystaveny sou¢asnému

pusobeni ET-743 a jednoho z protinddorovych lé¢iv jako je DXR, TMTX nebo paclitaxel,

s molarnim pomérem kombinované smési 1:100. Pii oSetfeni bun€k kombinaci ET-743 a DXR

byly vSechny hodnoty CI pod 1, coZ ukazuje na synergicky u¢inek kombinace u obou buné&énych

linii. CI (primérné) s timto davkovaci schématem byly 0,86, 0,83, 0,84 a 0,85 pti 50%, 75%,
90% a 95% zaniku bunék, respektive, u HT-1080 linie a 0,89, 0,74, 0,64 a 0,60 pti 50%, 75%,

90% a 95% zaniku bunék, respektive, u HS-18 linie. Tento vysledek ukazal, Ze soutasna

expozice ET-743 a DXR vytvafi synergicky cytotoxicky ucinek. Naopak, v ptipadé soutasné

expozice bunék kombinaci ET-743 s TMTX nebo s paclitaxelem byl pozorovan antagonicky

cytotoxicky ucinek.
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CI hodnota byla ziskdna u obou buné¢nych linii, které byly pocatecné oSetfeny ET-743 po
dobu 24 hodin, s naslednou expozici DXR po dobu 48 hodin. U obou bunéénych linii poc¢atecni
expozice ET-743 nasledovana expozici DXR vykazala synergicky ﬁéinek; hodnota CI pro HT-
1080 pii 80% zaniku bunék byla 0,64 + 0,12 a pro HS-18 pii 88% zaniku bunék byla 0,24 +
0,06. Naopak, expozice DXR nasledovana expozici ET-743 (Vysledek 3a, spodni obrazek)
vykazovala sice na po¢atku dobrou hodnotu CI, ale CI pro HT-1080 pti 80% zaniku bunék bylo
1,00 + 0,03, coz ukazuje, Ze G¢inek této kombinace byl aditivni a CI pii vy3$8im podilu zaniklych
bunék byl ve srovnani se stfedni hodnotou zaniku bun€k horsi u obou linii.

Pii expozici bunék ET-743 nasledované expozici TMTX byly hodnoty CI pro HT-1080 blizké
nebo piesahujici 1, coZ ukazuje, Ze ucinek téchto dvou latek je antagonicky nebo aditivni.
Naopak, hodnoty pro HS-18 nepfesahovaly 0,6, coZ ukazuje na synergicky ucinek obou latek. Pii
oSetfeni bun&k kombinaci v pofadi TMTX nasledovanym ET-743 byl u obou bunéénych linii,
HT-1080 a HS-18, zaznamenan aditivni U¢inek.

Expozice paclitaxelu nasledovana expozici ET-743 vedla k synergickému cytotoxickému
ucinku. Pii expozici v tomto pofadi byla hodnota CI pro HT-1080 pii 89% zéniku bunék 0,92 +
0,06 a pro HS-18 pii 78% zaniku bun¢k 0,38 + 0,13.

Shrnuti

ET-743 je vysoce uginné proti buiikdm sarkomt meékkych tkéni, zejména proti maligni
fibrosarkomové linii HT-1080.

DXR v kombinaci s ET-743 vytvaii synergicky uinek nezavisly na pofadi expozice, ale
expozice ET-743 nasledovand DXR se jevi jako u€innéjsi u obou bunéénych linii.

Expozice paclitaxelu nasledovana expozici ET-743 se také ukazala jako u¢inné proti butikdm

lidskych sarkom® m&kkych tkani, aviak soucasna aplikace méla antagonicky u€inek.

Ptiklad 6: Kombinace chemoterapeutik s ecteinascidinem 743 (ET-743) poZité in vivo u

solidnich nadort

Bylo popséano né&kolik specifickych mechanismi u€inku ET-743 zahrnujicich vazbu v malém
Zlabku DNA, alkylaci N2 guanind, transkrip&ni inhibici MDR1 genu (Jin et al., PNAS 97, 6775,
2000; Minuzzo et al., PNAS 97, 6780, 2000) a vliv na sniZeni aktivace jaderného receptoru SXR
(Synold et al., Nature Med 7, 584, 2001). Samostatné, ET-743 inhibuje in vivo nadorovy rist
s dosaZenim kompletni remise u nékolika lidskych naddorovych linii/kment (Hendriks et al., Ann

Oncol 10, 1233, 1999) zahrnujicich melanom (MEXF 989), NSCL (LXFL 529), karcinom ovaria
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(HOC 22) a prsu (MX-1). Uinnost ET-743 v kombinaci s [é¢ivy plisobicimi jingm
mechanismem miiZe pomoci sniZit toxicitu jednotlivych pouZitych 1é¢iv nebo zvySit u€innost
1é¢iva u rezistentnich nadort nebo relapst. |

Pro zhodnoceni vyznamu uéinku téchto kombinaci bylo n€kolik u¢innych latek zahrnujicich
doxorubicin (DXR; 8 mg/kg), cisplatinu (DDP; 12 mg/kg) a vinblastin (VINB; 6 mg/kg) podéno
pred/po ET-743 (0,2 mg/kg), kdy predchazelo oSetfeni bunék gdx5 1 hodinu pied expozici, u
téchto nadort: chondrosarkom (CSHA), osteosarkom (OSA-FH), fibrosarkom (SW 684), tumor
ovaria (MRI-H-1834), NSCL (LX-1) a tumor ledviny (MRI-H-121) s uCinkem definovanym jako
<50 % T/C. U dutovlaknového modelu (hollow fiber - HF) vychazela kombinace DXR 1 hodinu
pied ET-743 konstantng u¢innéjsi nez samotné podani ET-743 v pfipadé chondrosarkomu (6 %
vs. 10 %), fibrosarkomu (33 % vs. 48 %) a osteosarkomu (20 % vs. 34 %). Osteosarkomové
xenografty vykazovaly podobné vysledky s 17 % vs. 43 %. HF studie s DDP ukéazaly vy3si
t¢innost u ET-743 podaného pted DDP ve srovnani se samotnym podanim ET-743 v ptipadé
ovarialniho nadoru (28 % vs. 100 %) a chondrosarkomu (15 % vs. 19 %) a stejnou G¢innost u
osteosarkomu (39 % T/C). Data ziskana u xenograftl potvrzuji, Ze podani ET-743 pifed DDP je
ucinngjsi nez samotné podani ET-743 (35 % vs. 66 %). Vyjimkou byl piipad NSCL, kde
samostatné podani ET-743 nebylo u¢inné (62 % T/C), ale podani DDP nasledované ET-743
vedlo k CR (<1 % T/C). U ledvinnych xenograftii bylo samostatné podani ET-743 velmi uinné
(22 % T/C), ale i podani ET-743 nasledované VINB vedlo k CR (<1 % T/C). Probihaji
samostatné studie s dal§imi standardnimi 1é¢ivy u xenograftii nadort prsu, ledviny, Zaludku a

melanomu.

P¥iklad 7: Preklinick4 aktivita a biodistribuce kombinaci ecteinascidinu 743 (ET-743) s

doxorubicinem (DXR) u lidského rhabdomyosarkomu

ET-743 je prvni z nové tfidy protinddorovych latek s prokézanou protinddorovou aktivitou.
Byla prokéazana i¢innost ET-743 u pacientt se sarkomem refrakternim k DXR a ifosfamidu.
Vzhledem k potencialu ET-743 jako G¢inného léCiva, zkoumali jsme (1) preklinickou
protinadorovou aktivitu kombinace ET-743/DXR u lidského rhabdomyosarkomu a (2) mozné
vzdjemné interakce 1é¢iv a jejich biodistribuci u holé my$i a v nddorovém xenograftu.

In vitro: Uginek kazdého ze dvou 1é¢iv nebo jejich kombinace byl vyhodnocen po 1-hodinové
expozici pomoci klonogenni kvantifikace. Samotny ET-743 nebo DXR vykazovaly

protinddorovou aktivitu u bunééné linie TE 671. Kombinace, v souladu s isobologramem a
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kombina¢nim indexem, mély pfi nejmensim aditivni u€inek u n€kolika nddorovych linii, véetné
TE 671.

In vivo: Bolusové i.v. davky (ET-743, 0,1 mg/kg; DXR, 10 mg/kg) byfy podany holé mysi
v okamzZiku, kdy tumor dosahoval pfiblizn€¢ 100 mg. Hodnoty poklesu hmotnosti tumoru/ logio
poétu zaniklych bun€k byly 46 %/0,132 u samostatné aplikace ET-743, 50 %/0,33 u samostatné
aplikace DXR, 77 %/0,924 u soucasné aplikaci ET-743 a DXR, 82 %/1,12 po kombinované
aplikaci ET-743 1 hodinu pted DXR a 75 %/0,85 po kombinované aplikaci ET-743 1 hodinu po
DXR. Synergicky ucinek byl také pozorovan u mySiho fibrosarkomu UV2237 a u jeho
multirezistentniho subtypu UV2237/ADR.

Tato data ukazuji synergicky u€inek ET-743/DXR a tento ucinek se zda byt v dalsim vyvoji
nezavisly na pofadi aplikace 1é¢iv i na kombinaci. Plasmaticka koncentrace ani koncentrace
Vyhodnoceni farmakokinetiky (FK) ET-743 pfi izolovaném podéni nebo v kombinaci s DXR se
studuje. Kombinace ET-743 a DXR se chova dopliikové in vitro, av§ak synergicky in vivo u
rhabdomyosarkomu TE 671. FK profil DXR neni ovlivnén sou¢asnym podanim ET-743. Tato

data poskytuji dGvod pro provedeni inicidlnich klinickych zkousek na pouziti této kombinace.

Ptiklad 8: ET-743 a cisplatina (DDP) vykazuji in vitro a in vivo synergicky uéinek u bunéénych

linii lidského sarkomu a karcinomu ovaria

V tomto piikladé ukazujeme, Ze ET-743 zvySuje ucinnost DDP pfi pouZiti in vitro i in vivo.
V piipadé€ n€kolika nadorovych linii zahrnujicich lidsky karcinom stfeva (HCT116), karcinom
ovaria (Igrov-1, A2780), jejich rezistentni subtypy (Igrov-1/PSC-ET a 1A9, respektive) a
rhabdomyosarkom (TE671) by niZsi koncentrace samostatné aplikovaného ET-743 mohly aZ
dvojnasobné zvysit u¢inek DDP. Koncentrace odpovidajici IC30/IC50 pro ET-743 vedou
k doplitkovému nebo synergickému u€inku. Tyto vysledky vydustily v in vivo studie s pouZitim
xenograftovych modelt s cilem zkoumani G¢innych kombinaci 1é¢iv s ET-743.

U s.c. transplantované TE671, ktera je astecné citliva k samotnému ET-743 a DDP,
kombinace téchto dvou 1é¢iv vytvofila mnohem vétsi protinadorovy ucinek nez byl dosaZen pfi
samotném uziti kazdého z téchto 1é€iv v jejich MTD hodnotach. U ovarialniho tumoru, ktery je
za normalnich podminek rezistentni k ET-743 i DDP pfi izolovaném uZiti, vytvofila jejich
kombinace rtistovou inhibici tumoru vétsi nez 50 %. U oﬁhotopicky transplantovaného lidského
ovarialniho karcinomu HOCS8 vytvatejicim nddorovy rozesev v peritonealni dutiné s ascitem a

rezistentnim k ET-743 a jenom ¢astecné citlivym k DDP, kombinace téchto dvou 1é¢iv vedla
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k vyraznému zvySeni pieZiti a to dokonce pfi ET-743 davkach 0,05 mg/kg (1/4 MTD) a zaroven
nezpusobila Zddnou vyznamnou toxicitu. Pfi ET-743 davkach 0,15 mg/kg vyrazné vzrostlo
preZiti, ale doslo 1 k nartstu toxicity projevujici se poklesem hmotnosti, kferé byla vyznamné
vy$3i neZ toxicita zpisobend samostatnym podénim 1é¢iv.

Tyto vysledky predkladaji padny diivod pro naplanovani klinickych zkousek pro uZiti
kombinace ET-743 a DDP u sarkomi a karcinomti ovaria. In vitro a in vivo studie probihaji

s cilem objasnit mechanismy synergického u¢inku mezi ET-743 a DDP u t&chto typi nadort.

Priklad 9: Vysoké davky dexametasonu (dex) chréni pied hepatotoxickym ti¢éinkem
ecteinascidinu 743 (ET-743) u krys

ET-743, latka ziskana z moiskych tunikétd, je v soucasné dobé ve stadiu II. fize klinickych
zkouSek. Vykazuje klinickou aktivitu proti sarkomim a pfedb&zné vysledky pfedpokladaji
G¢innost proti karcinomu prsu a ovaria. U vétSiny 1é€enych pacientit vS§ak dochazi k projeviim
hepatotoxicity charakterizované reversibilnim zvySenim transaminaz, u men$im poctu ptipadi
dojde k cholestaze. U krysy, ktera je ze zvifat nejvice citliva, je toxicita charakterizovana jaterni
na jaterni poSkozeni u krys vyvolané ET-743. Samicim krys kmene Wistar byla i.v. aplikovana
jedna davka ET-743 (40 pg/kg). Nekteré krysy dostaly pied aplikaci ET-743 jednu p.o. davku
dex 1, 5, 10 nebo 20 mg/kg za 24 hodin. Jaterni poskozeni a plazmatické hladiny alkalické
fosfatazy (ALP), aspartadtaminotransferazy (AST) a celkového bilirubinu (TB) byly uréeny do tfi
dni od aplikaci ET-743. BéZné histologické fezy jaterni tkan€ byly hodnoceny na svételném
mikroskopu.

Dva dny po 16€b€ ET-743 jevila jaterni tkan krys, které obdrZely samotny ET-743, znamky
zanétu Zluovodd, vyrazné degenerativni zmény epitelu Zlucovodii a byly patrny okrsky nekrosy
jaterni tkan&. Plasmatické hladiny ALP a AST byly po dvou dnech vjznamné zvySeny.
Cholestazu odrazelo dramatické zvySeni plasmatické hladiny TB, ke kterému doslo 2 dny po
aplikaci ET-743. K histopatologickym zménam a zvySeni plasmatického ALP, AST a TB viibec
nedoslo u krys, které byly piedléceny davkou 10 nebo 20 mg/kg dex.

Zatimco dex v davce 1 mg/kg byl protektivni jen malo, davka 5 mg/kg dex méla uz mirnou
protektivitu. Plasmatické hladiny ET-743 u krys, které obdriely kazdy den dex (50 mg/kg) po
celkovou dobu tfi dni pied aplikaci ET-743, nebyly sniZeny ve srovnéni s krysami 1é¢enymi

pouze samotnym ET-743. Navic, G¢innost ET-743 proti melanomu implantovanému mysi nebyla
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dexamethasonem naruSena. Tyto vysledky ukazuji, Ze zafazeni vysokych ddavek dexamethasonu

do ET-743 lé¢ebného protokolu miiZe sniZit jeho hepatotoxicitu u pacientii 1é¢enych pro nador.
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PATENTOVE NAROKY

1. Uziti ET-743 k vyrobé 1éku pro ti¢innou protinddorovou 1é€bu pomoci kombinované terapie

vyuzivajici ET-743 s jinym lé¢ivem.

2. Uziti 1é¢iva k vyrobé& léku pro uinnou protinddorovou lé¢bu pomoci kombinované terapie

vyuZivajici toto 1é¢ivo s ET-743.
3. Uziti pbdle naroku 1 nebo 2, kde kombinace ET-743 a léCiva piisobi synergicky.

4. Uziti podle naroku 1, 2 nebo 3, kde ET-743 je soudasti stejného léku nebo je k dispozici jako

samostatny 1€k pro aplikaci ve stejny nebo jiny okamZik jako dané lé€ivo.

5. Uziti podle jakéhokoliv z pfedchéazejicich naroki, kdy kombinovana terapie pouziva ET-743 a

antracyklin.

6. Uziti podle naroku 5, kdy kombinovana terapie pouziva ET-743 a doxorubicin.

7. Uziti podle jakéhokoliv z naroki 1 az 4, kdy kombinovana terapie pouZiva ET-743 a platinové

sloueniny s protinadorovym u€inkem.
8. Utiti podle naroku 7, kdy kombinovana terapie pouzivd ET-743 a cisplatinu.

9. Uziti podle jakéhokoliv z pfedchazejicich narokti, kdy kombinovana terapie pouziva ET-743 a

dexamethason.

10. ET-743 a protinadorové 1é¢ivo vyznacujici se tim, Ze ma synergickym ucinkem s ET-743 po

podani pacientovi s tumorem.
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