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Objasnéni struktury n&kolika produkt metabolismu
ecteinascidinu 743 plisobenim lidského cytochromu CYP3A4.
Slougeniny zkracované jako "ETM" a nisledujici &iselnou
hodnotou reprezentujici pfibliznou molekulovou hmotnost,
které byly dosud identifikovény, jsou oznadeny jako ETM
305, ETM 775 a ETM 204. Popisuji se struktury t&chto
metabolitd, jejich pouiti v 1ékafstvi a farmaceuticky
prostfedek s jejich obsahem.
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Metabolity ecteinascidinu 743

Oblast techniky

Ecteinascidiny (zde zkrécované jako Et) jsou vyjimecné silné
antitumorové prostfedky izolované z mofského plasténce Ecteinascidia
turbinata. Zvlasté latky ze skupiny Et 729, 743 a 722 ukazaly slibné
vlastnosti z hlediska G&innosti in vivo, véetn& ucinnosti proti mysi
leukemii P388, melanomu B16, Lewisovu karcinomu plic a nékolika

xenograftovych modell lidskych tumorl u mysi.

Dosavadni stav techniky

Izolace a charakterizace pfirodni latky Et 743 se popisuje v US
patentu No. 5,089,273, ktery se timto zafazuje odkazem. Vyroba
syntetického Et 743 se popisuje v US patentu No. 5,721,362, ktery je
rovnéz timto zafazen odkazem.

Antitumorové vlastnosti sloudenin typu ecteinascidind, zviasté Et
729 a Et 743 jsou ve védecké literatufe dobfe doloZeny, viz napfiklad
Goldwasser a dalsi, Proceedings of the American Association for
Cancer Research, 39: 598 (1998); Kuffel a daldi, Proceedings of the
American Association for Cancer Research, 38: 596 (1997); Moore a
dal8i, Proceedings Qf the American Association for Cancer Research,
38: 314 (1997); Mirsalis a dal$i, Proceedings of the American
Association for Cancer Research, 38: 309 (1997); Reid a daléi, Cancer
Chemotherapy and Pharmacology, 38: 329 - 334 (1996); Fairc!oth a
dal§i, European Journal of Cancer, 32A, dod. 1, str. S5 (1996),
Garcia-Rocha a dali, British Journal of Cancer, 73: 875 - 883 (1986);
Eckhardt a daldi, Proceedings of the American Association for Cancer
Research, 37: 409 (1996): Hendriks a dal$i, Proceedings of the
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American Association for Cancer Research, 37: 389 (1996); jejichz

obsahy se timto zafazuji odkazem.

Ecteinascidin 743 (Et 743) ma néasledujici strukturu:

Et 743

Z hlediska vyraznych antitumorovj'/ch acinkd této tridy sloucenin
pokraduje vyzkum latek s pribuznou strukturou, které mohou mit stejné
nebo vy3si antitumorové Gginky. Vysledkem téchto pokra&ujicich studii
je predkladany vynalez, ktery se zaméfuje na izolaci a charakterizaci

pfirozenych metabolitl Et 743.

Podstata vynalezu

Bylo provedeno &i§téni a objasnéni struktury nékolika
metabolickych produktd Et 743, které vznikaji plsobenim lidského
cytochromu CYP3A4. Tyto slouceniny se zde zkracuji jako ,ETM®
s nasledujici &iselnou hodnotou, ktera reprezentuje  pfibliZznou

molekulovou hmotnost.

Napfiklad slougeniny ETM 305 a ETM 775 byly izolovéany ze
smési metabolitd ziskané z biochemické studie provadéné oddélenim

analytické chemie v PharmaMar, Spanéisko. Podobna metabolicka
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studie provedena na klinice Mayo Clinic vedla k identifikaci slougeniny

ETM 204. Struktury t&chto metabolitl ecteinascidinu jsou néasledujici:

OAc H
Ha @ ~McHo
/.
S oy
ETM 305
OCHa
HO Ha
) ]
N
HiC'®
ETM 204

Piehled obrazkt na vykresech

- 15 Piedkladanému vynalezu je moZno lépe porozumét s pomoci

| vykrest pfiloZenych k pfihlasce, kde:

Obr. 1 je spektrum 'H NMR (500 MHz) ETM-SiOH-1 (nepolarni
nedistota) v CDCls;

Obr. 2 je chromatogram HPLC ETM-SiOH-4 (ETM 775);
20 Obr. 3 je chrométogram HPLC ETM-SiOH-3 (ETM 305),

Obr. 4 je chromatogram HPLC ETM-SIOH-2 (stopove
metabolity);

Obr. 5 je hmotnostni spektrum LRFAB ETM 305 v M.B. (magic
bullet*);

25 Obr. 6 je hmotnostni spektrum ESI ETM 304;
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Obr. 7 je 'H NMR spektrum (750 MHz) ETM 305 v CD3;0D;
Obr. 8 je FAB/MS/MS spektrum ETM 305;

Obr.. 9 je UV spektrum ETM 305;

Obr. 10 je UV spektrum ETM;

Obr. 11 je hmotnostni spektrum LRFAB ETM 775 v M.B.;
Obr. 12 je hmotnostni spektrum ESI ETM 775 (pozitivni mod);
Obr. 13 je ESI hmotnostni spektrum ETM 775 (negativni mod);
Obr. 14 je FAB/MS/MS spektrum ETM 775 (m/z 138 - 302);
»Obr. 15 je FAB/MS/MS spektrum ETM 775 (m/z 440 - 620);
Obr. 16 je "H NMR spektrum (750 MHz) ETM 775 v CD30OD;
Obr. 17 je UV spektrum ETM 775;

Obr. 18 je HPLC chromatogram ETM 305;

Obr. 19 je UV spektrum ETM 305;

Obr. 20 je hmotnostni spektrum ESI ETM 305;

Obr. 21 je hmotnostni spektrum ESI ETM 204;

Obr. 22 je '*H NMR spektrum (500 MHz) ETM 204 v CD30D; a
Obr. 23 je spektrum ESI/MS/MS ETM 204.

Pfiklady provedeni vynalezu

l. Metabolicka studie Et 743

A Pfiprava metabolické smési - ETM:

Slouenina Et 743 (50 uM) byla inkubovana s 0,4 mg/ml
isoformy CYP3A4 exprimované lidskym Ilymfoblastem (Gentest
Corporation, Woburn, MA) v pufru 0,1 M Tris-HCI (pH 7,4) s obsahem
systému generujiciho NADPH (0,4 mM NADP*, 25 mM glukézo-6-
fosfat, 0,5 U/ml glukozo-6-fosfat-dehydrogenaza a 3,3 mM chlorid
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hofednaty. Po 4 hod pfi 37 °C byla reakce zastavena ledovym
acetonitrilem a pevné latky byly oddéleny centrifugaci (12 000 g,
4 min). Supernatanty byly analyzovany HPLC.

B Purifikace ETM 305 a ETM 775

2,6 mg ETM (vytvofeného postupem popsanym v odstavci A
vy$e) bylo rozpusténo v malém mnozstvi CHCIl; a naneseno na kolonu
silikagelu (skienéna kolona 8 x 100 mm plnéna kasi silikagel/CHCI3).
Kolona byla nejprve eluovana CHCis a potom smé&smi CHCIls/MeOH
(98, 96, 94, 92 a 90 %). Bylo jim&no celkem deset zkumavek (vzdy
3 ml) a na zakladé vysledku TLC byly zkumavky spojeny za ziskani
&tyr frakci (tabulka 1). Méné& polarni a necytotoxicka frakce (ETM-
SiOH-1,2 mg) se skladala z lipidu, ktery nemél podle analyzy 'H NMR
pfibuznou strukturu s Et 743 (obr. 1).

Zbyvajici cytotoxické . frakce byly dale <¢&iStény HPLC
(PhenomeneX-Ultracarb ODS, 10 pm, 10 x 150 mm, MeOH/H20 3 : 1,
0,02 M NaCl, 1 ml/min, detekce DA: 210, 220, 254 a 280 nm).
Nejpolarné&;jsi frakce (ETM-SiOH-4, 0,2 mg) poskytne 0,1 mg ETM 775
(obr. 2). ETM-SiOH-3 poskytne 0,3 mg ETM 305 (obr. 3) a ETM-SiOH-

2 se skladala z komplexni smési stopovych metabolitd (obr. 4).

Tabulka 1: Frakce ETM-SiOH: R¢, hmotnost a cytotoxicka aktivita

ID Zkumavka R Hmotnost (mg) | Inhibice ristu
&. | L1210 (%) pi
500 ng/ml
ETM-SIiOH 1 1 0,9 2,0 0
ETM-SIiOH 2 2 0,5, 0,7 0,3 8o°
ETM-SIOH 3| 4-5 05 0,4 30
ETM-SiOH 4 6 0,3 0,2 3
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TLC na silikagelu s pouZitim smési CHCls3/MeOH 9 : 1 jako
mobilni faze

b 30% inhibice pfi 250 ng

C Struktura ETM 305

ETM 305 (ICs0 0,2 pg/mi pro buriky L1210) ukazala pfi analyze
HRFAB/MS molekularni iont pfi hodnoté m/z 306,0977 (obr. §). Tento
Gdaj je v souladu s molekularnim vzorcem CysH1sNOg (A 0,1 mmu).
Analyza ESI/MS potvrdila molekulovou hmotnost slou¢eniny ETM 305
(obr. 6); byl pozorovan molekularni iont pfi hodnoté m/z 306 spolu
sjehb sodikovym adduktem (m/z 328). Spektrum "H NMR slouéeniny
ETM 305 (obr. 7) bylo pro uréeni struktury velmi dllezité. Rezonance
pfi hodnotach § 2,04, 2,28 a 6,09 byly témér identické s hodnotami pro
Me-6 (5 2,03), -OCOCH3; (8 2,29) a dioxymethylenové protony (5 6,11 a
6,01) ve sloudeniné Et 743 '(Rinehart a'daldi, J. Org. Chem. 1990, 55,
4512, Rinehart a dalsi, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 9017).

Navic byly pozorovany rezonance odpovidajici jednotce
-CH=CH-NHCHO (5 7,09, d, 1H, J=15 Hz; § 6,19, d, 1H, J=15 Hz; §
8,04, s, 1H) 2(Herbert a dalsi, J. Chem. Soc. Perkin Trans., 1, 1987,
1593), a dalsi methylové skupiné (§ 2,52, s, 3H). Chemicky posun této
methylové skupiny dobfe souhlasi s posunem methylové skupiny
acetofenonu *(Pretsch a dalsi, Tables of Spectral Data for Structure
Determination of Organic Compounds; Springer-Verlag, Berlin, 19889,
str. H125) (5 2,55). Je zajimavé, Ze 'H NMR spektrum slouéeniny ETM
305 se skladalo z dvou soubord rezonanci (pomér 4 : 1), coZ bylo
zplsobeno rotaénimi konformery kolem vazby -NH-CHO. Z adajl H
NMR spolu s Gdaji MS vyplyva, Ze slouéenina ETM 305 méla B-
jednotku aromatického kruhového systému latky Et 743 navazanou na

vinylformamidovou jednotku a na methylketon, jak je ukazano ve
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schématu 1. FAB/MS/MS na m/z 306 navrhovanou strukturu podporuje
(obr. 8).

Schéma 1

\_0 CHj

ETM 305
C15H1sNOs
Mol. Wt.: 305.28
HRFAB: 306.0977 (A& 0.1 mmu)

D Struktura ETM 775

ETM 775 (ICso pro buiiky L1210 0,2 pg/ml) ukazala metodou
HRFAB/MS molekulovy iont pfi hodnoté m/z 776,2489 (obr.-11). Tento
udaj je v souladu s molekularnim vzorcem CagH42N3012S (A 0,0 mmu),
coz ukazuje na to, Ze ETM 775 je oxidaénim produktem slouceniny Et
743. Spektra ESI/MS jak v pozitivnim, tak i v negativnim modu
potvrdila molekulovou hmotnost latky ETM 775 (obr. 12 a 13). Pro
omezené mnoZstvi ETM 775 bylo zjidtovani struktury provadéno
hlavné interpretaci Gdaji hmotnostnich spekter. Vrchol FABMS/MS
u sloudeniny 775 na M + H (m/z 776) byl kriticky pri zjisténi umisténi
daldiho atomu kysliku, ktery byl lokalizovan v poloze N-2 ve formé N-
-oxidu, jak ukazuji vrcholy pfi hodnotach m/z 276 a 260 (276 odpovida
kysliku). Fragment iontu na m/z 232, ktery nebyl u sloueniny Et 743
pozorovan, ukazuje na to, Ze kyslik karbinolaminu se oxidoval na amid

(schéma 3). Struktury jednotek A a C ve slougening ETM 775 zlstaly
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intaktni, jak ukazuje pfitomnost charakteristickych  vrcholl
hmotnostnich spekter pfi hodnotach m/z 204 (jednotka A) a m/z 224 a
250 (jednotka C)'. Jak spektra 'H NMR pfi 750 MHz (obr. 186), tak
i spektra UV (obr. 17) byla podobna spektrim slou€eniny Et 734",

Schéma 2

o)
495 L N
509’\ "L ETM 775
-H }./ . 3 C39H42N30128
- | HRFAB: 776.2489 (A 0.0 amu)
509 '
\{--- k

1. Metabolicka studie Et 743 - klinika Mavyo

A Metabolit M1 (ETM 305)

Vzorek ETM byl filtrovan pfes C18 sep-pack a eluent
(MeOH/H,O 3 : 1) byl zakoncentrovéan v proudu dusiku. Cisténi
ziskaného zbytku HPLC (za stejnych podminek jak bylo popsano vyse)
odhalilo pfitomnost slouéeniny s retenénim Casem identickym se
sloueninou ETM 305 (obr. 18). Jak spektrum UV (obr. 19), tak
i spektrum ESI/MS (obr. 20) metabolitu M1 byla identicka se spektry
sloudeniny ETM 305. Byl tedy vysloven zavér, Ze metabolit M1 ma

stejnou chemickou strukturu jako ETM 305.
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B Metabolit M2 (ETM 204)

Poskytnuti vzorek byl filtrovan pfes C18 sep-pack a eluent
(MeOH/H20 3 : 1) byl zakoncentrovan v prdudu dusiku a ziskany
zbytek byl analyzovan FAB/MS, ESI/MS a 'H NMR.

C Struktura slouéeniny ETM 204 (M2)

ETM 204 ukazala molekularni iont metodou HRFAB/MS
204,1024. Tento udaj je v souladu s molekularnim vzorcem C42H14NO2
(A 0,0 mmu). Analyza ESV/MS potvrdila molekulovou hmotnost 204
(obr. 21). Molekulovy vzorec souhlasil s molekulovym  vzorcem
jednotky A Et 743. Bylo tedy navrzeno, se chemicka struktura ETM
204 odpovidad derivatu aromatické amoniové soli ukazanému na
schématu 3. Tato jednoducha slougenina (stejné jako daldi metabolity)
mbZe byt snadno monitorovana pro zji§tovani rozpadu latky Et 743 in

vivo.

Schéma 3

ETM 204

C12H1NOZ”
_ Mol. WL: 204.25
HRAFAB: 204.1024 (A 0.0 mmu)
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Spektrum 'H NMR (obr. 22) slougeniny ETM 204 ukazala
rezonance, které podporovaly navrZenou strukturu.}(")tyﬁ aromatické
signaly (8 9,2, s; 8 7,8, d, J=5 Hz, a § 6,8, s) a tii methylové singlety (8
4,2, 83,9 ad24). Spektrum ESI/MS/MS sloueniny ETM 204 (obr. 23)
ukazalo nejvyznamngjdi vrchol iontu pfi 189, coZ odpovida ztraté N-
methylové skupiny (204 - CHs).

Biologické studie slougenin ETM 305 a ETM 775

Sloudeniny ETM 305 a ETM 775 byly testovany pouZitim
standardnich protokoll pro nasledujici linie tumorovych bunék: P-388
(mysi Ie&kemie); A-549 (lidsky karcinom plic); HT-29 (lidsky
adenokarcinom tlustého stfeva); a MEL-28 (lidsky maligni melanom),
viz napfiklad Bergeron a daldi, Biochem. Biophys. Res. Comm., 1984,
121 (3) 848 - 854 a Schroeder a dalsi, J. Med. Chem., 1981, 24, 1078

- -1083. Tyto vysledky jsou uvedeny nize v tabulce 2:

Tabulka 2
Bunécna linie a aktivita
ICs0 (ng/ml)
Sloucenina P-388 A-549 HT-29 MEL-28
ETM-305 0,5 0,5 0,5 0,25
ETM-775 . 0,01 0,01 - 0,01 0,01

Pouziti pro l1éCbu

Pfedkladany vynalez zahrnuje biologicky tGcinné slouceniny a je
tedy zaméfen na jejich pouZiti pro léeni. Jak se popisuje vyse,

sloueniny podle piedkladaného vynalezu vykazovaly in vitro
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cytotoxicitu v(igi tumorovym bunécnym liniim. Pfedpokllada se, Ze tyto

a&inky in vitro se podobné pfenesou pro vyuziti in vivo.

Piedkladané slou&eniny byly izolovany v podstaté v Cisté formé,
tj. v Gistotd, ktera umoziuje jejich fyzikalni a biologickou -
charakterizaci. Bylo zji§t&no, Ze tyto slougeniny maji specifické
antitumorové Gginky a jako takové budou pouzitelné jako lécCiva
u savch, zvladté u lidi, a dalsi provedeni predkladaného vynalezu se
tedy tyka farmaceutickych prostfedkl s obsahem uvedenych ucinnych

latek a zpusobl lé¢ebného pouZiti téchto farmaceutickych prostiedka.

Jak se popisuje . vyse, aktivni slou¢eniny podle pfedkladaného
vynalezu maji antitumorové Gg&inky. Pfedkladany vynalez tedy takeé
poskytuje zplsob léCeni savce postizeného malignim tumorem citlivym
na tyto sloudeniny, ktery zahrnuje podavani terapeuticky u&inného
mnozstvi sloudeniny nebo smési slougenin podle vynalezu nebo
farmaceutickych prostfedkl s jejich obsahem postiZenému pacientovi.
Predkladany vynalez se také tyka farmaceutickych prostiedkd, které
obsahuji jako Gg&innou slozku jednu nebo vice sloudenin podle

vynalezu stejné jako zplsob jejich vyroby.

Mezi priklady farmaceutickych prostfedkd patfi jakékoli pevné
latky (tablety, pilulky, kapsle, granule atd.) nebo kapaliny (roztoky,
suspenze nebo emulze) vhodného sloZeni pro oralni, mistni nebo
parenteralni podavani, pfi¢emZ tyto prostiedky mohou obsahovat
gistou slougeninu nebo slou€eninu v kombinaci s nékterym nosicem
nebo jinymi farmakologicky Gcinnymi sloudeninami. Tyto prostfedky je

mozno pro parenteralni podavani popfipadé sterilizovat.

Termin ,jednotkova davka® ve smyslu pFedklédéného vynalezu
se tyka fyzikalné diskrétnich jednotek vhodnych jako jednotlivé davky
pro zivodichy, pfi¢emz kazda davka obsahuje pfedem uréené mnoZstvi
aéinné latky, vypoétené pro ziskani pozadovaného antitumorového
adinku ve spojeni s poZadovanym diluentem; tj. nosi¢em nebo

vehikulem. Specifikace pro novou jednotkovou davku podle
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pfedkladaného vynélezu jsou urlovany a jsou pfimo zavislé na (a)
vlaastnostech (&inné latky a konkrétnim antitumorovém ucinku,
kterého ma byt dosaZeno, a (b) omezenich danych specifickymi
pozadavky sestavovani farmaceutickych prostfedkl s obsahem téchto
aéinnych latek pro antitumorové pouziti u Zivo&ichu.

Jednotkové davkové formy se typicky pfipravuji ze zmrazenée
nebo sudené G&inné latky (nebo jejich soli) dispergaci ve fyziologicky
tolerovatelném (tj. pfijatelném) fedivu nebo vehikulu jako je voda,
fyziologicky roztok nebo fyziologicky roztok s fosfatovym pufrerh, za
vytvofeni vodného prostfedku. Tato fediva jsou v oboru znama a jsou
diskutovana napfiklad v publikaci Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16. vydani, Mack Publishing Company, Easton, PA (1580,
na str. 1465 az 1467. :

Davkové formy mohou také obsahovat jako <&ast fediva

-adjuvans. Adjuvans jako je kompletni Freundovo adjuvans (CFA),

nekompletni Freundovo adjuvans (IFA) a alum jsou materialy znamé

v oboru, které jsou komeréné dostupné z rlznych zdroju.

MnozZstvi 4&inné slougeniny, které ma byt podano, zavisi mj. na
druhu léCeného Zivolicha, jeho velikosti, velikosti tumoru (pokud je
znama), typu tumoru (napfiklad pevny) a schopnosti subjektu vyuzivat
G&innou slouéeninu. Pfesnd mnoZstvi G&inné latky pro podavani
zaviseji na usudku oSetfujiciho lékafe u kazdého pacienta, zvlasté
jestlize je léZenym Zivo&ichem &lovék. Rozmezi davkovani véak muize
byt charakterizovano terapeuticky G&innou koncentraci v krvi a mize
se pohybovat v rozmezi koncentraci od pfiblizné 0,01um do pfiblizné

100um, s vyhodou pfibliZn& 0,1um az 10um.

Vhodné rezimy pro podéatedni podani a dal$i injekce jsou take
rtizné, ale typicky jde o zahajovaci podani nasledované opakovanymi
davkami v intervalu jedné nebo vice hodin injekci nebo jinym

zplisobem podavani. Alternativné je moZno pouzit kontinualni
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intravendzni infuze dostateéné pro udrZeni terapeuticky G&inné
koncentrace v krvi.

Odkazy ha literaturu

Nésledujici odkazy se poskytuji pro usnadnéji porozuméni

vynalezu. V nezbytné mife je jejich obsah zafazen odkazy.

1 A) Rinehart a dalsi, J. Org. Chem. 1990, 55, 4512, B) Rinehart a
dalsi, J. Am. Chem. Soc., 1996, 118, 9017.

2 j-{erbert a dalsi, J. Chem. Soc. Perkin Trans., |, 1987, 1593.

3 Pretsch a dalSi, Tables of Spectral Data for Structure

Determination of Organic Compounds; Springer-Verlag, Berlin,
1989, str. H125.

4 Rinehart a dalSi, Biochem. Res. Commun., 1984, 124, 350.

Pfedkladany vynalez byl podrobné popsan véetné jeho
vyhodnych provedeni. Je v8ak ziejmé, Ze odbornik v oboru miize na
zakladé predkldadaného popisu provést modifikace a/nebo zlep$eni

predkladaného vynalezu, aniz by se odchylil od rozsahu a myslenky
vynalezu.

Zastupuje:
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PATENTOVE NAROKY

V podstaté &isty ETM-305 s nasledujici strukturou:

C{——O CHsy

ETM 305

V podstaté ¢isty ETM-204 s nasledujici strukturou:
OCHa

N

HaC O~

ETM 204

V podstaté gisty ETM-775 s nasledujici strukturou:

AEER

Loso-47¢ %
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ZpUsob léceni leukemie savce u pacienta v pfipadé potieby,
pficemZ tento zplsob zahrnuje podavani u€inného mnoZstvi
ETM-305 uvedenému pacientovi v jednotkové davkové formé.

ZplUsob léCeni leukemie savce u pacienta v pfipadé potfeby,
pficemz tento zplsob zahrnuje podavani G&inného mnozstvi

ETM-775 uvedenému pacientovi v jednotkové davkové formé.

ZpUsob léceni karcinomu plic savce u pacienta v pfipadé

potfeby, pfi¢emZ tento zplisob zahrnuje podavani Gginného

mnozstvi ETM-305 uvedenému pacientovi v jednotkové
davkové formé.

Zplsob léceni karcinomu plic savce u pacienta v piipadé
potfeby, pfi¢emZ tento zplsob zahrnuje podavéani G&inného
mnoZstvi ETM-775 uvedenému pacientovi v jednotkové
davkové formé.

Zplsob léCeni adenokarcinomu tlustého stfeva savce
u pacienta v pfipadé potieby, pfitemz tento zplUsob zahrnuje
podavani ucinného mnoZstvi ETM-305 uvedenému pacientovi
v jednotkové dévkove formé.

ZplUsob 1éCeni adenokarcinomu tlustého stfeva savce
u pacienta v pfipadé potieby, pficemz tento zplsob zahrnuje
podavani G¢inného mnoZstvi ETM-775 uvedenému pacientovi

v jednotkové davkové forme.
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Zptsob lé&eni maligniho melanomu savce u pacienta v piipadé
potfeby, pfic¢emzZ tento zplsob zahrnuje podavani tcinného
mnoZstvi ETM-305 uvedenému pacientovi v jednotkove
davkové formé.

ZpUsob lé¢eni maligniho melanomu savce u pacienta v pfipadé
potfeby, pfiéemz tento zplsob zahrnuje podavani aginného
mnoZstvi ETM-775 uvedenému pacientovi v jednotkové
davkové formé.

Farmaceuticky prostiedek, vyznadujici se tim,
3> e obsahuje ETM-305 a farmaceuticky pfijatelny nosic,

fedivo nebo pomocnou latku.

Farmaceuticky prostiedek, vyznadujici se tim,
2 e obsahuje ETM-775 a farmaceuticky pfijatelny nosic,

fedivo nebo pomocnou latku.

Zplsob testovani metabolického plsobeni lidského cytochromu
CYP3A4 na ecteinascidin 743, vyznadujici se

tim, e se testovany vzorek monitoruje na pfitomnost

_jednoho nebo vice metabolitd zvolenych ze skupiny ETM-204,

ETM-305 a ETM-775.

Zastupuje:
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Obr. 1

Spektrum "H NMR (500 MHz) ETM-SiOH-1 (nepolarni nedistota)

v CDCl3
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Obr. 2
Chromatogram HPLC ETM-SiOH-4 (ETM 775)
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224 _nm
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Podminky HPLC

Kolona:

Mobil.faze:
Pratok:
Detektor:

Phenomenex/Ultracarb 5 ODS
Rozméry 150 x 10 mm
MeQOH/H,0 3:1, 0,02 M NaCl
2 ml/min -

DAD
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Obr. 3
Chromatogram HPLC ETM-SiOH-3 (ETM 305)
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Obr.-4
Chromatogram HPLC ETM-SIOH-2 (stopove metabolity)
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Obr. 5

Hmotnostni spektrum LRFAB ETM 305 v M.B. (magic bullet?)
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Hmotnostni spekfrum ESI ETM 304

Obr. 6
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Qbr. 7

"1 NMR spektrum (750 MHz) ETM 305 v CD;0D
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FAB/MS/MS spektrum ETM 305

Obr. 8
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Obr. 10
UV spektrum ETM (PharmaMar)

-int of window 39: UV Apex spectrum of Peak 7.82 of P1CO-M2.D

UV, Apex spectrum of Peak 7.82 of PICO-M2.D

DADT, 7.822 (142 MAU, + ) of PICO-M2.0
mAU
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Obr. 11

Hmotnostni spektrum LRFAB ETM 775 v M.B.
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Hmotnostni spektrum ESI ETM 775 (pozitivni mod)

Obr. 12
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Obr. 13
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Obr. 14

FAB/MS/MS spektrum ETM 775 (m/z 138 - 302)
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Obr. 15

FAB/MS/MS spektrum ETM 775 (m/z 440 - 620)
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e o vemmae

'H NMR spektrum (750 MHz) ETM 775 v CD30D

Obr. 16
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Obr. 17

UV spektrum ETM 775
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Obr. 18
HPLC chromatogram metabolitu M1 (ETM 305)
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Hmotnostni spektrum ESI metabolitu M1 (ETM 3035)

Obr. 20
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Obr. 22

'H NMR spektrum (500 MHz) metabolitu M2 (ETM 204) v CD;OD
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Obr. 23

Spektrum ESI/MS/MS metabolitu M2 (ETM 204)
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