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Lédivo skléddajici se z prvni a druhé uU¢inné 1latky

Oblast techniky

Vynalez se tyka cytostatického nebo cytostatického
kombinaéniho lé&iva sklddajiciho se z prvni a druhé Gcinné
latky, které vykazuji synergicky uc¢inek v misté patogenniho
procesu.

posavadni stav techniky

Cytostatika se pouzivaji napf. pro terapii zhoub-
nych nadoru. Véasnd diagnéza a v&asné odstranéni nadorui jsou
dnes klidovymi zadsahy pro uspé3né léceni rakoviny. S uspé-
chem se té% pouZiva terapie ozarovani pfi lokdlné ohrani-
&enych nddorech a také jako pridavna terapie k chirurgii.
Pri diseminovanych a metastdzujicich naddorech vsak zustavaji
jako lééebné postupy chemoterapie a immunoterapie. S chemo-
terapii se pravidelné spojuji tézké vedlejsi nepriznivé
u&inky. Cytostatika pouZitd v kombinacnich pokusech tak
~ zpGsobuji poskozeni ledvin, jater, poruchy hemopoezy a mnoha
dalsi poskozeni, ktera zna¢né ovlivriuji celkovy stav a odol-
nost pacientt. K tomu je nutné pripomenout, Ze prakticky
vdechna cytostatika uc¢inkuji silné immunosupresivné. Tyto
vedlejsi Géinky maji za nésledek, Ze se davkovani cytostatik
neda nasadit v dostatedné vysce nebo, Ze se terapie musi
prerusit pred docilenim Zadaného efektu. Situaci navic |
ztéZuje téZ skutednost, Ze se pri delsim podavani cytostatik
&asto dostavuje resistence nadorovych bunék. Navic existuji
tés takové rakovinové bunky, proti kterym jsou znama
citostatika neucéinna.




Imunoterapie se vétsinou provadéji s interferony
a interleukiny, pro stimulaci bunécéné aktivity. Zpravidla se
jednd jen o podpurné, aditivni opatfeni. Pro immunosupresiv-
ni GUéinek cytostatik se tyto pouzZivaji téZ pro terapii
autoimmunitnich nemoci, jako nap¥. rheumatickych chorob,
sclerosis multiplex a lupenky, pricemZ ale i tady je potreba
poditat s tézkymi vedlejs$imi ucéinky, a proto davkovani neni
casto dostac¢ujici nebo se lééba musi predcasné ukonéit.

Cilem predloZeného vyndlezu je pripravit takovou
kombinaci G¢innych latek, kterd prokdzZe podstatné zlepsSeny
cytostaticky, nebo dokonce cytotoxicky G&inek, jako dosud
pouZivand cytostatika, nap¥. vincristin, methotrexat,
cisplatina samotnd, aby se takto dala uskuteénit Gc¢innéjsi
chemoterapie s podstatné zmirnénymi nebo znac¢né zmenSenymi
vedlejsimi G&inky a aby se dala vyrazné sniZit G¢éinna davka
cytostatik. Kombinaci Uéinnych latek se téz zvysi
terapeuticky uc¢inek znamych cytostatik nebo se tento vibec
umoZni. Z prihlasky evropského patentu 85 100 179.2 je jiz
zndmo, Ze minimdlné jeden histon a/nebo nejméné jeden
fragment histonu miZe projevit hormondlni WU¢inek, ktery se
dd s vyhodou vyuZit napr. pro lécbu rakoviny. Zvlasté se
jednad o histony H1l, H2A a/nebo H2B a H3. V prihlasce
némeckého patentu 37 37 274 je poukaz na primy cytostaticky
Gic¢inek smési histoni H2A/H2B na urdéité nadorové bunééné
linie. Cytostaticky u¢inek Hl na rizné neoplastické bunécné
linie je popsany v prihlasce amerického patentu 07/332,658
z 3.4. 1989. Jednad se o doplnék (CIP) k prihlasce USP 777,
783 z 10.1. 1985.

Podstata vynalezu

Predmétem vyndlezu je lé&ivo skladajici se z prvni
a druhé uc¢inné latky, které vykazuji synergicky uc¢inek
v misté patogenniho procesu, jehoZ podstata spoc¢iva v tom,




%Ze jako prvni u&innou létku obsahuje alesporn jedno cyto-
statikum a jako druhou uéinnou latku, kterda ma cytostaticky
nebo cytotoxicky uG&inek, obsahuje alespori jeden histon nebo
alespori jeden aktivni fragment histonu nebo kombinaci
alesponi jednoho histonu a alesporl jednoho aktivniho
fragmentu histonu.

Jako druhou ué&innou latku obsahuje lé¢ivo podle
vyndlezu s vyhodou latku zvolenou ze souboru zahrnujiciho
Hl, H2A, H2B, H2A:H2B a H3. Jako aktivni fragment histonu
v druhé uéinné latce obsahuje lédivo podle vyndlezu s Vvy-
hodou evolu&né variabilni fragment. Aktivni fragment histonu
v druhé G&inné latce je s vyhodou N- nebo C-termindlni.

Podle jednoho provedeni obsahuje lé¢ivo podle
vyndlezu ve druhé G¢inné latce alesponi jeden fragment
histonu H2A s dil&i sekvenci 1 - 41 nebo 1 - 36
nebo 1 - 12 nebo 1 - 11 nebo 12 - 36 nebo 12 - 41 nebo
1 - 28 nebo 11 - 23.

Podle dalsiho provedeni obsahuje lé¢ivo podle
vyndlezu ve druhé Géinné létce alespon jeden fragment
histonu podtypu H2A Z s diléi sekvenci 1 - 30 nebo 9 -25.

Podle dalsiho provedeni obsahuje lé&ivo podle
vyndlezu ve druhé G¢inné latce alespon jeden fragment
histonu H2B s diléi sekvenci 1 - 35 nebo 1 - 34 nebo 1 - 32
nebo 1 - 31 nebo 1 - 29 nebo 1 - 26 nebo 1 - 23 nebo 24
- 35 nebo 24 - 34 nebo 24 - 32 nebo 24 -~ 31 nebo 24 - 29
nebo 1 - 20 nebo 21 - 29 nebo 21 - 31 nebo 21 - 32 nebo 21
-~ 34 nebo 21 - 35 nebo 14 - 26.

Podle daldiho provedeni obsahuje lé&ivo podle
vynidlezu ve druhé uginné latce alespon jeden fragment
histonu podtypu H2B P.A. s diléi sekvenci 17 - 50.
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Podle dalsiho provedeni obsahuje léc¢ivo podle
vyndlezu ve druhé u¢inné latce alesporn jeden fragment
histonu H3 s diléi sekvenci 3 - 34 a 17 - 29.

Podle dalsiho provedeni obsahuje lé&ivo podle
vyndlezu ve druhé Géinné latce alespon jeden histon a/nebo
fragment histonu, kteryzZto histon a/nebo fragment obsahuje
alesponn jednu z aminokyselinovych sekvenci zvolenych ze

souboru zahrnujiciho KRAA (Lys Arg Ala Ala) a KRVA (Lys Arg
Val Ala.

Podle dalsiho provedeni obsahuje lé&ivo podle
vyndlezu ve druhé uc¢inné latce C-termindlni fragment histonu
Hl nebo jeho ¢ast s opakujici se sekvenci aminokyselin KRAA
(Lys Arg Ala Ala) a/nebo N-termindlni fragment histonu H2B
nebo jeho ¢ast s opakujici se sekvenci aminokyselin KRVA
(Lys Arg Val Ala).

Pr¥i dvou posledné uvedenych provedenich je prvni
u¢innd latka s vyhodou zvolena ze souboru zahrnujiciho
vincristine, methotrexate a cisplatin. Je-li tomu tak,
obsahuje druhda Géinnd latka s vyhodou H2A:H2B.

Predmétem vyndlezu je ddle 1léc¢ivo podle nékterého
2z vySe uvedenych provedeni pro lécbu rakoviny
a autoimunitnich chorob.

U&innost kombinovaného lé¢iva podle vynalezu je
dokumentovana v popsanych pokusech a také v ndvaznosti na

grafy, které jsou zndzornény na priloZenych obrézcich 1 az
15.
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Pirtehled obrdazki na vykresech

Na obr. 1 je znazornén graf, v némZ je komplex
H2A:H2B charakterizovan pomoci absorbance eludtu z déleni
pomoci HPLC.

Na obr. 2 a% 7 jsou uvedeny sloupcové diagramy
ilustrujici prfirustky bunék za pouZiti ruznych lé&ivovych
kombinaci podle vynalezu.

Na obr. 18 aZ 15 jsou uvedeny zavislosti indexu
cytotoxicity na ruznych cytostatik za pritomnosti nebo

nepritomnosti histonu Hl.

Priklady provedeni vyndlezu

PouZiva se vidy smés histoni H2A:H2B, pripadné
komplex H2A:H2B podle obr. 1, kterd (-y) se ziska
z brzlikového prepardtu (homeostaticky tymicky hormon)
z teleciho brzliku podle Comsu & Bernardiho ("Extraction,
Fractionating and Testing of Homogenous Thymic Hormon
Preparation", Annals of the New York Academy of Sciences,
Vol. 240, s. 402-403; 28.2. 1975) vysokouéinnou kapalinovou
chromatografii. Eluce se provedla na koloné pBondak C-18
pomoci linedrniho. gradientu (3%B) acetonitrilu od 20 do 80%
v 0,1% kyselind trifluoroctové pri prutokové rychlosti 1
ml/min. Absorbance eludtu se mérila pri 214 nm. Na obr. 1 je
na ose % objem v ml, na levém ordinatu absorbance pri 214 nm
a pravém ordindtu linedrni gradient (%B).

Té% se da pripravit &isty H2A nebo &isty H2B. Je
potfebné jenom objasnit, zda H2A:H2B (obr. 1) je smési
histonti H2A a H2B nebo je to sloucenina H2A a H2B (H2A:
H2B-komplex). Je jasné, Ze se mohou pouzit i ruzné jiné
zndmé postupy pripravy histonu. Vyndlez se neomezuje na
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pouziti H2A:H2B, ale pokryvd i jejich aktivni fragmenty
s cytostatickym nebo cytotoxickym u&inkem.

I kdyZ neni dosud znam mechanismus cytostatického
nebo cytotoxického uUéinku histonl, z vyndlezu vyplyva, Ze
aktivni vyznam maji repetitivni aminokyselinové sekvence
KRAA a KRVA. Prvni z nich se nap¥. nachdzi v C-termindlnim

Uiseku H1l a druha

Maligni
médiu (RPMI 1640
obnovovalo. KdyZ

nap¥. V N-termindlnim tuseku H2B.

buniky se péstovaly v kompletovaném Zivném
s 10% FCS). Kultivaéni médium se denné
dno kultivaéni néddoby zarostlo, burky

setfely a z&asti znovu nasadily, protoZe na pokusy jsou
potfebné buriky z oblasti optimdlniho rustu. Kultivace
probihala pri 36,5°C a 5,5% CO, v termostatu. Koncentrace
Zivych bunék se urc¢ila s barvivem nigrosin (0,2% ve
fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem [PBS])

v Neubaurové poc¢itaci komurce.

SloZky chemoterapeutika podle vyndlezu (nap¥. H2A:
H2B a jedno ze znamych cytostatik) se pridaly do Zivného
média vZdy jednotlivé jakoZ i v kombinaci podle vyndlezu
a sterilné se prefiltrovaly.

Pro pokusy se setrely neprilis$ husté narostlé
maligni burikky ze dna kultivaéni nddoby, uréil se podet
Zivych bunék a nastavil na 3,5x105 bunék/ml. Cast této
suspenze bunék se inkubovala s pridanim chemoterapeutika
podle vyndlezu, pripadné s jeho sloZkami v termostatu.
Konec¢nd koncentrace malignich bunék v jamce byla 1,75x10°
bunék/ml.
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Priklad 1

Uéinnost H2A:H2B v kombinaci s cytostatiky
cysplatinou, methotrexatem a vincristinem se testovala na
linii lymfomovych bun&k OH 77. Na obr. 2 jsou uvedené testy
cytotoxicity s témito cytostatiky a s H2A:H2B vidy samotnymi
oproti burikdm linie lymfomu OH 77. Inkubovaly se burky této
linie po dobu 48 hodin s:

CisPl (1 pg/ml cisplatina), CisP2 (2 pg/ml cisplatina),

MTX1 (5 pg/ml methotrexat), MTX2 (10 pg/ml methotrexat),

vinl (5 pg/ml vincristin), vin2 (10 pg/ml vincristin),

a 250 pg/ml H2A:H2B a zaznamenal se prirtstek bunék v %.
K znamenad kontrolu prirtistku bunék za 48 hodin (ruast bunék
bez pridani cytostatika nebo H2A:H2B). Cytostatika, jakoz
i H2A:H2B, prokazaly jenom maly nebo Zadny cytostaticky
uc¢inek.

Na obr. 3 je uvedeny jiny test cytotoxicity,

pri¢emZ se uvedend cytostatika pouZila vidy Vv kombinaci
s H2A:H2B. Jednotlivé pokusy ukazuji inkubaci bunék linie
lymfomu OH 77 po dobu 48 hodin s:

Vinl/H2A:H2B (5 ug/ml vincristin + 100 pg/ml H2A:H2B),

MTX1/H2A:H2B (5 pg/ml methotrexat + 100 pg/ml H2A:H2B),

CisP1/H2A:H2B (1 pg/ml cisplatina + 100 pg/ml H2A:H2B),

a zaznamenal se: pfirtistek bunék v %. K opét znamena
kontrolu prirtstku bunék za 48 hodin bez jakéhokoliv
pridavku a pro lep3i porovndni s H2A:H2B je pripojeny
cytostaticky u&inek samotného pridavku 100 pg/ml H2A: H2B.

Kombinace H2A:H2B + vincristin, a to v kombinacich,
které naznadovaly u jednotlivych substanci jen lehky
cytostaticky uG&inek (obr. 2), vedla naproti tomu
k synergickému uéinku s cytotoxickym efektem (obr. 3).




Cytostatické dc¢inky s kombinacemi H2A:H2B +
methotrexat, resp. H2A:H2B + cisplatina jsou oproti
jednotlivym latkam zlepSené. To plati predevsim pro
kombinaci H2A:H2B + methotrexat.

Priklad 2

Ucinek H2A:H2B v kombinaci s uvedenymi cytostatiky
se testoval na melanomové bunéc¢né linii EG 463 in vitro.
Obr. 4 ukazuje dals$i test cytotoxicity s dotyénymi
cytostatiky a H2A:H2B, vidy s burkami melanomové linie EG
463. Bunky této linie se inkubovaly vidy jednotliveé
s ndsledovanymi substancemi a zaznamenal se prirustek bunék:

CisPl (1 pg/ml cisplatina), CisP2 ( 2 pg/ml cisplatina),

MTX1 (5 pg/ml methotrexat), MTX2 (10 pg/ml methotrexat),

vinl (5 wug/ml vincristin), Vvin2 (10 pg/ml vincristin),

a 250 pg/ml H2A:H2B. K oznacuje kontrolu priristku bunék
za 48 hodin bez jakéhokoliv pridavku.

Na obr. 5 se inkubovaly buriky melanomové bunécné
linie EG 463 po dobu 48 hodin s uvedenymi cytostatiky
v kombinaci s H2A:H2B a zaznamenal se prirustek bunék v %:
Vinl/H2A:H2B (5 pg/ml vincristin + 100 pug/ml H2A:H2B),
MTX1/H2A:H2B (5 pg/ml methotrexat + 100 ug/ml H2A:H2B),
CisP1/H2A:H2B (1 pg/ml cisplatina + 100 pg/ml H2A:HZB),
K opét znamend kontrolni prirtstek bunék za 48 hodin bez
jakéhokoliv pridavku a pro H2A:H2B oznacuje cytostaticky
ucinek samotného pridavku 100 pg/ml H2A:H2B. Obr. 5
zdurazniuje, Ze kombinace H2A:H2B + vincristin, ze které
jednotlivé sloZky samostatné u¢inkuji lehce cytostaticky
(obr. 4), nedc¢inkuji synergicky, ale jenom aditivné. ‘

Naproti tomu se ukazuje, Ze methotrexat
a cisplatina, které jako samostatné latky neidéinkuji ani




cytostaticky (obr. 4), v kombinaci s H2A:H2B pusobi
cytotoxicky (synergicky) (obr. 5).

Priklad 3

Ué¢inek H2A:H2B v kombinaci s uvedenymi cytostatiky

se testoval in vitro i na linii fibroblasth Hufibl. Obr. 6
ilustruje jesté dalsi test cytotoxicity s cytostatiky
a H2A:H2B, a to vidy samostatné oproti burkam linie
fibroblasti Hufibl. Buriky této linie se inkubovaly 48 hodin
s nasledovanymi jednotlivymi latkami a zaznamenal se
prirustek bunék v %:

cisPl (1 pg/ml cisplatina), CisP2 ( 2 pg/ml cisplatina),

MTX1 (5 pg/ml methotrexat), MTX2 (10 pg/ml methotrexat),

vinl (5 pg/ml vincristin), Vin2 (10 pg/ml vincristin),

a 250 pg/ml H2A:H2B. K opét oznaluje kontrolu prirustku
bunék bez jakéhokoliv pridavku.

Na obr. 7 jsou zobrazeny pfirustky bunék v % po
dobu 48 hodin inkubace fibroblastové bunécné linie Hufibl
s uvedenymi cytostatiky kombinovanymi nasledujicim zplisobem
s H2A:H2B:
Vinl/H2A:H2B (5 pg/ml vincristin + 100 pg/ml H2A:H2B),
MTX1/H2A:H2B (5 pg/ml methotrexat + 100 pg/ml H2A:H2B),
CisP1/H2A:H2B (1 pg/ml cisplatina + 100 pg/ml H2A:H2B),
Kromé toho se buné&na linie inkubovala jen se 100 pg/ml
H2A:H2B. K znovu znamend kontrolni prirtstek bunék za 48
hodin bez jakéhokoliv pridavku.

Nepozoruje se synergicky ucinek H2A:H2B
s cytostatiky na netransformované lidské fibroblasty. JiZ
dokumentovany cytostaticky u¢inek chemoterapeutik se
s pomoci H2A:H2B zvy$i (obr. 6), ale neméni se na
cytotoxicky ucinek.
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Pridavné pokusy

Burniky zavedenych bunéénych linii ruzného hemo-
poietického plivodu pochdzejici od leukemického pacienta
s Burkittovym lymfomem (DAUDI) nebo erythroleukemii (K562)
byly podrobeny zkousSce na preZiti za pritomnosti nasledu-
jicich klinicky pouZivanych chemoterapeutickych lé&iv:
Carmustine (BCNU), Adriamycin, Bleomycin, Sulfate,
5-Fluorouracil, Paraplatin (Carboplatin), Methotrexate,
Taxol (Paclitaxel), Etoposide, Cytosine Arabinofuranoside
(Are-C).

Burikami bylo zaodkovano médium RPMI 1640 obsa-
hujici tepelné inaktivované fetdlni teleci sérum (10 %),
L-glutamin (2mM), hydrogenuhli&itan sodny (2 g/1), sulfat
streptomycinu (20 000 m.j./l) a penicilin (20 000 ﬁ.j;/l)
umisténé v 96-jamkové mikrotitrové misce s plochYmvdnem pri
koncentraci 100 pl/jamka a 2 x 105/ml. Chemoterapeuticka
lé¢iva byla pridédna v mnoZstvi 50 pl/jamku do dosaZeni
kone&né koncentrace uvedené v tabulce 1 uvedené ddle. Histon
Hl byl pridan v mnoZstvi 50 pl/jamka aZ do dosaZeni koneé-
né koncentrace 150 nebo 250 ug/ml. P¥i kontrolnim pokusu
bylo pouZito misto histonu H1l samotného média. Misky byly
inkubovany 48 hodin p¥i 37°C v atmosfére obsahujici 5 %
oxidu uhli&itého.. Zivotaschopnost bunék byla stanovena
zkouskou barveni Alamarovou modri (redukce spojend s rustem
bunék vyvola zménu zbarveni indikdtoru Alamarové modii
2z nefluo- rescentniho modrého zbarveni (oxidovand forma) na
fluores- centni cervené zbarveni (redukovand forma). Pri
této zkousSce byla priddna Alamarova modf (10 % objemovych,
vztaZeno na jamku) a nasledovala ¢tyfhodinovd inkubace pri
37°C v atmo- sfére 5% oxidu uhlié¢itého. 2kouska byla
vyhodnocovdna pro méreni misky ve fluorimetru pri 560 nm
(excitace) a 570 nm (emise). Zivotaschopnost bunék byla
vyjédrena jako index cytotoxicity (CI), ktery byl vypocitan
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z nasledujiciho vzorce

1 - EMgqq (za pritomnosti H1)

CI x 100

EMg4g (za nepritomnosti H1)

Davka kombinace chemoterapeutického léciva
a histonu Hl, které je zapotfebi pro usmrceni bunék z 50%
(CcI = 50) byla oznac¢ena jako LD50. Davka chemoterapeutického
1é&iva pottebnd pro dosaZeni usmrceni bunék z 50 % (LDS50)
byla uréena graficky a byla porovndna s davkou LD50 chemo-
terapeutického 1é&iva v kombinaci s histonem Hl (chemote-~
rapeutické 1é&ivo: 150 pg/ml; histon H1l: 250 pg/ml)
a vyjadre- na v tabulce 1 jako sniZeni koncentrace léciva
v %. Vysledky jsou uvedeny v dale popsanych grafech.

Na obr. 8A, 8B, 8C a 8D je znadzornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci BCNU (obr. 8A), Adria-
nycinu (obr. 8B), Bleomycin sulfatu (obr. 8Cc) a 5-Fluoro-
uracilu (obr. 8D) za pritomnosti nebo nepritomnosti histonu
H1l v mnogstvi 250 pg/ml, pouzitého v ko-kultufe s burikami
Burkittova lymfomu, bunéc¢né linie DAUDI.

Na obr. 9A, 9B a 9C je zndzornéna zavislost indexu
cytotoxicity na koncentraci Paraplatinu (obr. 93),
Methotrexate (obr. 9B) a Taxolu (9C) za pritomnosti nebo
neptitomnosti histonu H1 v mnozstvi 250 pg/ml, pouzZitého
v ko-kultufe s bunkami Burkittova lymfomu, bunééné linie
DAUDI.

Na obr. 10A, 10B a 10C je zndzornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci BCNU (obr. 10A), Adria-
mycinu (obr. 10B) a 5-Fluoroﬁracilu (obr. 10C) za
pritomnosti nebo nepfitomnosti histonu Hl v mnoZstvi 250
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pg/ml, pouZitého v ko-kultufe s burkami erythroleukemické
bunééné linie K562.

Na obr. 11A, 11B a 11C je znadzornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci Taxolu (obr. 11A),
f;;raplatine (obr. 11B) a?ﬁgthotrexate (11C) za pritomnosti
nebo nepritomnosti histonu Hl v mnoZstvi 250 ug/ml,
pouzitého v ko-kulture s burikami erythroleukemické bunéd&né
linie K562.

Na obr. 12A, 12B a 12C je zndzornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci Methotrexate (obr. 12a),
Adriamycinu (obr. 12B) a 5-Fluorouracilu (12C) za
pritomnosti nebo nepritomnosti histonu H1 v mnoZstvi 150

pg/ml, pouZitého v ko-kulture s burikami Burkittova lymfomu,
bunééné linie DAUDI.

Na obr. 13A, 13B a 13C je znazornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci Etoposide (obr. 132),
Cytosine Arabinofuranosidu (obr. 13B) a Taxolu (obr. 13C) za
pritomnosti nebo nepritomnosti histonu Hl v mnoZstvi 150
pg/ml, pouZitého v ko-kulture s burikami Burkittova lymfomu,
bunééné linie DAUDI.

Na obr. 14A, 14B a 14C je znazornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci Methotrexate (obr. 14A),
Adriamycinu (obr. 14B) a 5-Fluorouracilu (14C) za
pritomnosti nebo nepritomnosti histonu H1l v mnoZstvi 150
pg/ml, pouzitého v ko-kulture s burikami erythroleukemické
bunééné linie K562.

Na obr. 15A, 15B a 15C je znazornéna zavislost
indexu cytotoxicity na koncentraci Etoposide (obr. 15A),
Cytosine Arabinofuranosidu (obr. 15B) a Taxolu (obr. 15C) za




pritomnosti nebo nepfitomnosti histonu H1 v mnoZstvi 150
pg/ml, pouzitého v ko-kultufe s burkami erythroleukemické
bunééné linie K562.

Shrnuti pokust s mérenim cytotoxicity je uvedeno v
tabulce 1. Hodnoty LD50 (koncentrace potrebnd pro usmrceni 50
% bunék) byly stanoveny z grafi na obr. 8 aZ 15. Tyto
hodnoty byly ziskdny graficky jako hodnota koncentrace
1éé¢iva ( na ose x) odpovidajici prused¢iku souradnice
vedené od indexu cytotoxycity rovného 50 % na ose y s
kirivkou zakreslenou na grafu. Pokud bylo pruseciki nékolik,
byla pro hodnotu LD50 pouZita nejniZ$i moZna koncentrace.

Tabulka 1l

Bunédéna Histon Chemoterapeutické LD50 LD50 SnizZeni
linie (ng/ml) lé¢ivo lé¢ivo s H1 koncent-
samotné (pg/ml) race l1é-
(ng/ml) ¢iva (%)
Daudi 250 BCNU 6 0,3 95
Adriamycin 0,2 0,06 70
Bleomycin Sulfate 8 < 0,004 > 99,9
5-Fluorouracil 0,3 < 0,005 > 98,3
Carboplatin 7 0,4 94,3
Methotrexate >2 2,3 udl
Taxol 0,02 0,00 90
Daudi 150 Etoposide 5 0,52 89,6
. Adrdamycin 0,16 0,09 43,8
. Cytosine Arabinofuranoside 0,2 <0,2 ud?
' 5-Fluorouracil 0,53 0,3 43,4
Methotrexate >20 >20 ud3
Taxol 0,033 0,013 60,6
K562 250 BCNU >10 < 0,039 ud3
Addamycin 2 <0015 > 99,3
5-Fluorouracil >30 < 0,005 ud3
Carboplatin > 100 < 0,391 ud3
Methotrexate >20 - <0,078 ud3
Taxol ‘ >10 < 0,002 ud3
K562 150 Etoposide > 200 30 udl
Adriamycin 0,7 < 0,03 > 95,7
Cytosine Arabinofuranoside >50 <02 ud3
5-Fluorouracil . >2 <0,005 - . ud3

Methotrexate = S 5200 ud3
CMaxol S 2998
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udl = nemé&ritelné (nejvys8si pouZitd koncentrace lé&iva nizsi
nezZ LD50)

ud? = neméritelné (nejni2si pouzita koncentrace léciva vysSsi
neZ LD50)
ud3 = neméritelné (ud1 a ud? zZaroven)

Vynalez neni omezeny na kombinaci smési nebo
komplexu histoni H2A:H2B s cytostatiky. D& se predpokladat,
Ze porovnatelny Géinek se docili se samotnym histonem H2A
nebo histonem H2B v kombinaci s cytostatiky, ddle se da
predpokladat, Ze porovnatelné .Gé¢inky budou mit histony H1
a H3 v kombinaci s cytostatiky. Odbornikovi je nakonec
Jasné, Ze namisto histond se mohou vzit aktivni slozZky,
které jsou sloZené z nejméné péti aminokyselinovych zbytku
a maji cytostaticky nebo cytotoxicky u&inek.

Vyndlez neni nakonec omezen ani na pouziti
cytostatika. Podle poznatkii, vyplyvajicich z vyndlezu,
dokdZe odbornik vytvorit kombinace libovolnych cytostatik
S minimdlné jednim histonem nebo aktivnim fragmentem
histonu, pro pfipravu kombinovaného chemoterapeutika podle
poznatku vyndlezu, které vykazuje pfinejmensim zvyseny
chemoterapeuticky u&inek, i pres sniZenou davku pouZitého
cytostatika, takze dokonce pri zvyseném cytostatickém u&inku
Jsou vedlej$i ucinky cytostatika podstatné zmirnény nebo se
mohou nabizet novd kombinovana chemoterapeutika, ktera
vykazuji synergicky tG&inek s cytotoxickym efektem, pridemz
i tady se d& sniZit davka cytostatika a odpovidajicim
zpusobem se mohou zmirnit vedlejs$i u¢inky. Synergickym
Gic¢inkem mohou dosud neG&innd cytostatika nabyvat své
ucéinnosti, i kdyZ sama o sobé neprokazala terapeuticky
Uc¢inek pri 1é¢bé& nadorovych a autoimmunitnich nemoci.
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ProtoZe poddvani histoni neprovazeji Za&dné vedlejsi
déinky, vznikd podle poznatku vyndlezu nakonec pri kombinaci
s cytostatiky moZnost chemoterapie s podstatné vyssim
predpokladem uspésnosti béhem delsi doby aplikace, pridemZ
je moZno udrZovat vedlejs$i uGcéinky na Gnosné hranici.

Kombinace uUéinnych latek podle vyndlezu se miZe
podavat i tak, Ze prvni a druhd uc¢innd latka se podavaji
dohromady nebo oddélené, synergicky uUc¢inek kombinace
t&innych latek podle vynilezu se vyskytuje viZdy na misté
patogenniho procesu, nezavisle na tom, zda se jednotlivé
G¢inné latky podaly dohromady nebo oddélené.

I kdyZ uvedené pokusy ukazuji uc¢innost kombinace
déinnych latek podle vyndlezu jen proti rakovinovym burikam,
zejména proti burikdm malignich nddord lymfatickych Zlaz
a maligniho melanomu, neomezuje se vyndlez jen na pouZiti
terapeutickych postupil pro léceni malignich nadoru. Je
pravdépodobné, Ze kombinaci G¢innych latek podle vynalezu
bude moZné pouzit pro lécbu autoimmunitnich chorob.
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PATENTOVE NAROKY

1. Lécéivo skladajici se z prvni a druhé uU&inné
latky, které vykazuji synergicky Uc¢inek v misté patogenniho
procesu, vyznacujici se tim, Ze jako
prvni déinnou ldtku obsahuje alespori jedno cytostatikum a
jako druhou u¢innou latku, ktera md cytostaticky nebo cyto-
toxicky u¢inek, obsahuje alespon jedén histon nebo alesporn
jeden aktivni fragment histonu nebo kombinaci alespori jedno-~
ho histonu a alesporfi jednoho aktivniho fragmentu histonu.

2. Lé¢ivo podle naroku 1, vyznacujici
s e t im, 2e jako druhou uG&innou latku obsahuje latku
zvolenou ze souboru zahrnujiciho Hl1l, H2A, H2B, H2A:H2B a H3.

3. Lécivo podle naroku 1, vyznac¢ujici
s e t i m, Ze jako aktivni fragment histonu v druhé G&in-
né latce obsahuje evoluéné variabilni fragment.

4. Léc¢ivo podle ndaroku 1, vyznad¢uijici
s e t i m , 2e jako aktivni fragment histonu v druhé G&in-
né latce obsahuje N- nebo C-termindlni fragment.

5. Lé&ivo podle ndrokul, vyznad¢ujici
s e t im, Ze ve druhé uicinné latce obsahuje alesponi je-
den fragment histonu H2A s diléi sekvenci 1 - 41 nebo 1 - 36
nebo 1 - 12 nebo 1 - 11 nebo 12 - 36 nebo 12 - 41 nebo
1 - 28 nebo 11 - 23.

6. Léc¢ivo podle naroku 1, vyznacujici
se tim, Ze ve druhé Gcinné latce obsahuje alesporn je-
den fragment histonu podtypu H2A Z s dil¢i sekvenci 1 -~ 30
nebo 9 -25.
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7. Lé&ivo podle naroku 1, vyznac¢uijici
s e t i m, Ze ve druhé G¢inné latce obsahuje alespon je-
den fragment histonu H2B s diléi sekvenci 1 - 35 nebo 1 - 34
nebo 1 - 32 nebo 1 - 31 nebo 1 - 29 nebo 1 - 26 nebo 1 - 23
nebo 24 - 35 nebo 24 - 34 nebo 24 - 32 nebo 24 - 31 nebo
24 - 29 nebo 1 - 20 nebo 21 - 29 nebo 21 - 31 nebo 21 - 32
nebo 21 - 34 nebo 21 - 35 nebo 14 - 26.

8. Lé&ivo podle naroku 1, vyznadéujici
s e t i m , Ze ve druhé G¢inné latce obsahuje alespon je-
den fragment histonu podtypu H2B P.A. s diléi sekvenci 17 - 50.

9. Lé&ivo podle naroku 1, vyznadc¢ujici
s e t i m , Ze ve druhé Gcinné latce obsahuje alespaﬁ je-
den fragment histonu H3 s dilé¢i sekvenci 3 - 34 a 17 - 29.

10. Lé&ivo podle naroku 1, vyznacujici
s e t i m , %Ze ve druhé G&inné latce obsahuje alespon je-
den histon a/nebo fragment histonu, kteryZto histon a/nebo
fragment obsahuje alespori jednu z aminokyselinovych sekvenci
zvolenych ze souboru zahrnujiciho KRAA (Lys Arg Ala Ala)
a KRVA (Lys Arg Val Ala.

11. Lé&ivo podle naroku 10, vyznadédujici
s e t im, %e ve druhé G¢inné sloZce obsahuje C-termindlni
fragment histonu Hl nebo jeho &ast s opakujici se sekvenci
aminokyselin KRAA (Lys Arg Ala Ala) a/nebo N-termindlni frag-
ment histonu H2B nebo jeho &ast s opakujici se sekvenci ami-
nokyselin KRVA (Lys Arg Val Ala).

12. Lé&ivo podle naroku 10 nebo 11, vyzna-
cdujici se tim, Ze prvni u¢innd latka je zvolena
ze souboru zahrnujiciho vincristine, methotrexate a cisplatin.
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13. Lécéivo podie naroku 12, vyznacuijici

s e t i m, Ze jako druhou uUc¢innou latku obsahuje H2A:H2B.

14. Lé¢ivo podle nékterého z naroki 1 aZ 13 pro
lé¢bu rakoviny a autoimunitnich chorob.

~-MP=1735=90~-Ce
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Obr.. 4
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