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VALPRO RUGSTIES IR DICHLOROACETATO DRUSKUY DERINIO TAIKYMAS
VEZIO GYDYMUI

ISRADIMO SRITIS

ISradimas susijes su valpro ragsties (VPA) ir dichloroacetato (DCA) drusky derinio (VPA-
DCA) taikymu gydant vézj.

TECHNIKOS LYGIS

Chemoterapija prieSvéziniy preparaty deriniais taikoma siekiant gauti papildomg ar
sinergistinj prieSvézinj poveikj. Racionalius derinius sudarantys preparatai turi skirtingus
veikimo mechanizmus, kurie slopina naviko augima. Tokiu bddu galima atitolinti
rezistentiSkumo pasireiSkimg gydymui, sumazinti gydymui taikomas vaisty dozes ir jy
toksiSkumg bei nepageidaujamo poveikio rizikg. Skirtingy klasiy prieSvéziniy preparaty
deriniy sinergizmo taikymas grindziamas zinomais jy farmakologinio poveikio
mechanizmais, — tyrinétas sinergistinis alkilinanéiy preparaty ir purino analogy deriniy
(ciklofosfamido ir fludarabino), platinos preparaty ir antimetabolity (cisplatinos ir
fluorouracilo; cisplatinos ir gemcitabino deriniai) bei dviejy antimetabolity deriniy
(gemcitabino ir kapecitabino derinys) taikymas. Naujy vaistiniy preparaty deriniy véZziui
gydyti tyrimai yra svarbi onkologijos mokslo sritis [1].

US 9556113 skirtas dichloroacetato ir oksamato derinio bei dichloroacetato ir sintezuoty
oksamato provaisty deriniy vartojimui gydant jvairios lokalizacijos véZj. Patente apraSomas
dviejy vaisty derinio prieSvézinis veiksmingumas ir farmakologinio poveikio mechanizmai,
kurie papildo vienas kita, t. y. veikia sinergistiSkai. Sie preparatai gali bati vartojami kaip
pagrindiné arba papildoma terapija (atskirai arba jy derinys viename preparate) bei
lygiagreciai su sistemine chemoterapija.

EP 1 708 692 B1 apraso DCA vartojima, siekiant pagerinti Sirdies kontraktiling funkcija,
koronary kraujotakg po iSemijos-reperfuzijos. Derinimas su DCA leidzia sumazinti
inotropiniy preparaty (dopamino, epinefrino, efedrino, fenilefrino, dobutamino) dozes



pageréjus Sirdies indekso rodikliams. 50 mg/kg DCA skiriama infuzijomis | veng
naujagimiams, vaikams, suaugusiems; vartojamas kartu su inotropiniais preparatais
apsaugo miokardg nuo paZeidimo. DCA pagerina miokardo funkcijos atstatymg ir
metabolizma po iSemijos epizody (Sirdies operacijos, hemoraginio Soko, hipoksijos metu).
US 8609724 apraso DCA ir jo cheminiy ekvivalenty vartojimg véZio gydymui siekiant
indukuoti apoptoze ar sumazinant rezistentiSkuma apoptozei. Leidziama nuo 10 iki 100
mg/kg natrio DCA kartu su kitais pro-apoptoziniais preparatais ar chemoterapija gydant
nesmulkialgstelinj plau€iy, kraties vézj ir glioblastoma.

US 20140066482 ir EP2026787 atskleidzia nuo insulino nepriklausomo diabeto gydyma,
derinant registruotus preparatus repaglinidg ir metforming. Repaglinidas skatina insulino
iSlaisvinimg i§ kasos B-lasteliy, o metforminas mazina rezistentiS8kuma insulinui, slopina
gliukozés gamybg kepenyse, didina raumeninio ir riebalinio audinio jautrumg insulinui.
Derinio junginiai skiriasi chemine formule, farmakokinetika ir farmakologinio veikimo
mechanizmais. Patentuotas derinio preparatas sukelia sinergistinj dviejy komponenty
poveikj gydant nuo insulino nepriklausoma diabeta.

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

ISradimo tikslas yra pateikti naujg veikliyjy medziagy derinj, kuris apima (a)
dichloroacetato (DCA) arba jo farmaciniu pozidriu priimtinos druskos ir (b) valpro
ragsties (VPA) arba jos farmaciniu pozidriu priimtinos druskos veiksmingg kiekj.
Viename i$ jgyvendinimo varianty dichloroacetato farmaciniu poZidriu priimtina druska
yra natrio dichloroacetatas arba magnio dichloroacetatas. Efektyvaus VPA-DCA
magnio drusky derinio poveikis svarbus gerinant Mg?* jony balansg organizme. Mg?
jonai yra svarbis slopinant naviko geneze.

Kitame $io iSradimo jgyvendinimo variante valpro ragsties farmaciniu poZiariu priimtina
druska yra natrio valproatas arba magnio valproatas.

Minétame iSradime paruoSiama farmaciné kompozicija, apimanti veikliyjy medziagy
derinj kartu su farmaciniu pozidriu priimtinomis pagalbinémis medziagomis.

VPA-DCA derinys yra skirtas panaudoti medicinoje, konkreciai vézio gydymui. Sis
derinys pasizymi nauju farmakologiniu DCA ir VPA veikimo mechanizmu: abu
preparatai inhibuoja lgsteliy Na*-K+*-2CI- nesiklj (NKCC1) Ziurkiy timocituose ir inksty
kanaléliuose (NKCC2); NKCC1 svarbus naviky tumorogenezés raidai, susijusiai su



padidéjusia naviko Iastelés NKCC1 raiSka ir neSiklio aktyvumu [5,6]; 8is VPA ir DCA
farmakologinis poveikis mazina Na* ir Cl- kiekj naviko lastelése ir ekstralgstelingje
aplinkoje. Sumazéjusi intralgsteliné Cl" anijony koncentracija susijusi su sumazéjusia
navikiniy lgsteliy proliferacija, padidéjusia jy apoptoze. Minétas derinys mazina
gliukozés koncentracijg serume, slopina aerobine glikolizg, slopina naviko Iasteliy
proliferacijg in vivo ir in vitro.

chemoterapija, atitolina rezistentiSkumo chemoterapijai ar spinduliniam gydymui raidg
[2,4]. Minétas derinys yra skiriamas kartu su T-lgsteliy receptoriy-inZineriniy T-lgsteliy
terapija arba chimeriniy antigeno receptoriy T-lgsteliy terapija. Muasy atlikti
eksperimentiniai tyrimai leidzia teigti, kad gydymo VPA-DCA derinio taikymas duoda
priesvézinj tiriamojo preparato sudedamuyjy daliy sinergistinj poveikj, slopina T lgsteliy
proliferacijg, indukuoja apoptoze, slopina naviko augima in vivo, o tai leidZzia mazinti
DCA dozes ir nepageidaujamo poveikio rizika.

Veikliyjy medziagy derinys yra skirtas panaudoti solidiniams navikams,
hematologiniam véziui ir/arba kamieniniy Iasteliy kilmés véziui gydyti. Vézys yra
parinktas i§ gliomos, neuroblastomos, melanomos, kepeny lasteliy karcinomos,
daugybinés mielomos, retinoblastomos, plauciy adenokarcinomos, smulkialgstelinio
plauciy, nesmulkialgstelinio plauciy, prostatos, inksty, kiauSidZiy, skrandzio, storosios
Zarnos ir tiesiosios Zarnos, kasos, Slapimo pslés, gimdos kaklelio, kraties, galvos ir
kaklo, seiliy liaukos vézio. Minétas derinys yra taikomas sergangdio véZiu, kuriam kartu
yra hiperglikemija, susijusi su metaboliniu sindromu, gydymui.

Veikliyjy medZiagy derinys, apimantis dichloroacetatg (DCA) arba jo farmaciniu
pozidriu priimting druska ir (b) valpro ragstj (VPA) arba jos farmaciniu poZitriu priimting
druskg yra skiriami kaip sudétinis preparatas ar skiriami kartu arba paeiliui kaip atskiri
vaistiniai preparatai. Vézio gydymas minétu veikliyjy medziagy deriniu yra taikomas

vykdant ikiklinikinius ir Klinikinius tyrimus.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS

1 paveikslas. Kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Zziurkiy gliukozés koncentracija kraujo

serume.
2 paveikslas. Kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy 24 valandy diurezé.



3 paveikslas. Kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy 24 valandy jony ekskrecija paros
Slapime po 28 dieny gydymo.

4 paveikslas. Kontrolés ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy pating NKCC1 neSiklio RNR raiska
timocituose.

5 paveikslas. Kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy iobrialiaukés svoris.

6 paveikslas. DCA ir VPA-DCA derinio poveikis glioblastomos (GB) transplantuotam ant
visiuko chorioalantojinés membranos navikui.

7 paveikslas. DCA ir VPA derinio veiksmingumas peliy plauciy naviky raidai.

8 paveikslas. DCA ir VPA farmakologinio poveikio mechanizmai, VPA-DCA derinio
prie§vézinis sinergistinis poveikis (schema).

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

VPA ir DCA yra tiriamieji vaistiniai preparatai, pasizymintys prieSvéZiniu poveikiu. VPA-
DCA gali bati svarbi pagalbiné prie$vézinio gydymo schemy dalis. DCA inhibuoja piruvato
dehidrogenazés (PDHG) kinazes daugelio jvairios lokalizacijos naviky lgstelése; VPA yra
histono deacetilaziy (HDAC) inhibitorius [2—4].

VPA taikymas vézZio gydymui. VPA preparatai naudojami neurologiniy ligy gydymui:
terapiné indikacija epilepsijai gydyti registruota prie§ 6 deSimtmedéius. Vykdomi VPA
priezvézinio poveikio ikiklinikiniai ir klinikiniai tyrimai. VPA yra epigenetinis
kancerogenezés regulatorius. VPA indukuoja epigenetine la HDAC klasés (HDAC1 ir
HDAC?2), Ib klasés (HDAC3), Ic klasés (HDACS) ir lla klasés (HDAC4, HDACS, ir HDAC7)
inhibicijg, didina nukleosomg sudaranéiy histony H2, H3, ir H4 acetilinimg, chromatino
kondensacija, kurie modifikuoja onkogeny tildymo, vézj slopinanéiy transkripcijos veiksniy
aktyvinimo mechanizmus, susijusius su apoptoze, Igsteliy diferenciacija, lgsteliy cikiu ir
angiogenezés slopinimu [7-11]. HDAC padidéjusi raiSka yra véZio piktybiskumo rodiklis
[12,13]. VPA slopina naviko Igsteliy proliferacija, skatina jy apoptoze, slopina
neoagiogeneze [14]; mazina GB lgsteliy branduoliy proliferacijos antigeno raiska, susijusig
su GB naviko augimu, Igsteliy apoptoze in vivo [15]. VPA prieSvézinis poveikis lgsteléje
susijes su aktyviy deguonies radikaly produkcija [15,16], lemiancia GB lgsteliy apoptoze,
autofagijg [17). VPA yra imuninio atsako moduliatorius, gali medijuoti imuniteto lemtg
naviko Igsteliy zatj. Gydant GB VPA ir temozolomidu, buvo nustatytas adaptyvus imuninis
atsakas in vivo ir in vitro [18]; VPA slopina Ziurkiy timocity NKCC1 RNR ekspresijg [6].



kiau$idziy, gimdos kaklelio, kolorektalinio, prostatos, skydliaukés, kepeny vézio,
melanomos, Ackin, kiausidziy naviky raida [3,19-21].

VPA didina jautrumg inksty vézio chemoterapijai jvairiais vaistais [22,23]; sorafenibo—VPA
derinys sinergistiS§kai inhibuoja kepeny véZzio lgsteliy gyvybinguma, indukuoja apoptoze
[24]. VPA reik8mingai didina kiau$idziy vézio lgsteliy apoptoze, jautrumg cisplatinos
poveikiui [21]. Skiriant valpro ragstj kartu su rapamicinu ar temozolomidu, autofaginis
poveikis stipréja [17]. VPA-bevacizumabo derinys kartu su gemcitabinu ir docetakseliu
slopina rezistentiSkumag chemoterapijai [25]. VPA poveikis sustipréja kartu vartojant
irinotekang ar etopozidg; VPA ir etopozido derinys pasizymi didesniu citotoksiniu poveikiu
GB lagstelems ir didesniu GB naviko jautrumu chemoterapijai [10,26]; sinergistinis
antiproliferacinis ar padidéjes GB naviko jautrumas nustatytas vartojant VPA kartu su
mitoksantronu, etopozidu [11]. VPA kartu su temozolomidu arba su taksoliu didina
apoptozinj poveikj GB lIgsteléms, slopina rezistentiSkumo daugeliui vaisty baltymo
aktyvumag [27].

VPA yra prie§vézinis tiriamasis preparatas, vartojamas kartu su spinduline terapija: VPA
indukavo pirminiy GB lgsteliy jautruma spinduliniam gydymui — stebétas naviky Igsteliy
iSgyvenamumo mazéjimas, padidéjes y-radiacijos indukuotas citotoksiSkumas [28]. VPA
padidino gydymo temozolomidu jautrumg spindulinei terapijai GB lgsteliy, kurios buvo
rezistenti8kos temozolomidui, — tai susije su apoptozés ir autofagijos lgsteliy zatimi,
Igsteliy ciklo G2 ar G2M fazéje skaiCiaus padidéjimu [29-31].

DCA priesvéZinis poveikis. DCA yra prieSvéZinis tiriamasis vaistinis preparatas, kurio
vézinése Igstelése reguliatorius, lemia vézio Iasteliy metabolizmo pakitimus — pakeicia jy
glikolitinj fenotipg [32—35]. Pagrindiniai DCA farmakologinio poveikio mechanizmai yra Sie:
(1) DCA inhibuoja piruvato dehidrogenazés (PDHG) kinazes ir taip palaiko aktyvy piruvato
dehidrogenaziy kompleksg (PDK), skatina piruvato ir gliukozés metabolizmg
mitochondrijose. )vairiy naviky lgstelése PDHG kinaziy izoformy raiSka yra padidejusi;
PDHG kinazés yra vézZio terapijos taikinys. |vairios lokalizacijos naviky metablizmui
bidingas sumazéjes oksidacinis fosforinimas mitochondrijose ir aktyvesné aerobiné
glikolizé — fenomenas Zinomas Warburgo efekto pavadinimu, o tai lemia naviko Igsteliy
didesn] atsparuma apoptozei, kuri susijusi su naviko audinyje padidéjusia pieno rugsties



produkcija. DCA gydymas mazina pieno ragsties sinteze naviko lgstelése ir tarplgstelinéje
aplinkoje [33,36-39].

(2) Gydymas DCA skatina generavimg aktyviy oksidacijos radikaly, kurie lemia jvairius
navikiniy Igsteliy pro-apoptotinius poky&ius [37,40].

(8) Misy eksperimentiniai tyrimai atskleidé naujg DCA veikimo mechanizmg — Ziurkéms
DCA lemé diuretinj poveikj, susijusj su Na-K-2Cl nediklio (NKCC2) inhibicija inkstuose:
padidintu Na*, CI ir K* bei Mg?* ir Ca?* jony i$siskyrimu su Slapimu bei NKCC1 RNR
raiSkos inhibicijg timocituose [5,41]. NKCC1 yra véZio zymuo ir naviko progresavimo
taikinys; jis reguliuoja lasteliy proliferacijg, apoptoze, naviko invazijg; padidéjes NKCC
aktyvumas susijes su lIgstelés ciklo progresu, lgstelés tariu [42—46]. NKCC aktyvumag
slopina oksidacinis stresas (aktyviyjy radikaly poveikis) [40,47].

preparatais ar su spinduline terapija poveikj, atitolina rezistentiSkumg chemoterapijai,
skatina vézio lIgsteliy apoptoze arba padidina ar sumazina prieSveéziniy vaisty
citotoksiskuma [48-50].

DCA skatina mitochondrijy funkcijg ir slopina piruvato konversijg j pieno ragstj ir alaning
[51,52], slopina pieno rigsties acidozés (laktatacidozés) raidg naviko mikroaplinkoje [53—
55]. Pieno ragstis yra uzdegimo mediatorius; padidéjusig jos koncentracijg navike lydi
padidéjes T limfocity ir makrofagy IL-17A iSlaisvinimas, létinis uZzdegimo aktyvinimas [56].
Pieno riigstis slopina monocity migracija, jy citokiny i$laisvinimg [57,58], indukuoja
kraujagysliy endotelio augimo faktoriaus produkcija, IL-8 ekspresijg kasos, kiausidziy vézio
audinyje [58,59], skatina TNF-a produkcijg [60]. DCA slopina jgytos laktatacidozés raida,
kuri susijusi su naviko recidyvu, jo metastazavimu ir blogesne véZio prognoze [61-63].
Laktatacidozé siejama su rezistentiSkumu spindulinei terapijai [60], chemoterapijai [64—66];
ji mazina doksorubicino, mitoksantrono ir daunorubicino veiksminguma [67-69]. Moterys
labiau linke laktatacidozei [70]; estrogenai skatina, o testosteronas slopina pieno rigsties
produkcijg [71].

Vienas i$ solidinio naviko atsparumo terapijai veiksniy yra naviko audinio hipoksija [72,73].
DCA gydymas slopina hipoksijos indukuoto faktoriaus (HIF-1) geny reprodukcijg Igsteléje
[74]. HIF-1 aktyvumas tiesiogiai susijes su PDK1 raiSka ir laktatacidoze [75].

Gydymas DCA jtakoja didesne T limfocity infiltracijg j navikg, o tai indukuoja stipresnj
imuninj poveikj tumorui [76], kuris taip pat gali bati susijes su pieno ragsties sumazéjimu
navike ir jo mikroaplinkoje; padidéjusi pieno ragsties koncentracija slopina T limfocity
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funkcijg [66]. Masy Ziurkiy Ciobrialiaukés tyrimai parodé, kad DCA veikia T limfocity
proliferacijg, NKCC1 ekspresijg juose, o Sis poveikis priklauso nuo lyties ir lytiniy hormony
[41].

DCA prie$vézinis poveikis pasireiSkia neoangiogenezés slopinimu [54,76,77].

Ikiklinikiniai tyrimai parodé, kad DCA budinga sinergistinis poveikis, vartojant kartu su
kitais prie§véziniais preparatais siekiant modifikuoti oksidacinj stresg, neoangiogeneze,
imuninj atsakg; DCA-arginazés derinys pasizymi stipresniu poveikiu in vivo slopinant
krdties véZio augima [48]; bevacizumabo—DCA derinys reikSmingai slopina peliy pateléms
transplantuoty gliomos kamieniniy lgsteliy naviky augima, neoangiogenezg [78]; DCA—
doksorubicino derinys gali bati svarbus gerinant kraties véZio chemoterapijos strategija
[79]; galvos ir kaklo navikai su PDK2 hiperekspresija yra atsparis cisplatinai; DCA
reik§mingai mazina jy atsparumg cisplatinai in vitro ir in vivo [80]; DCA—paklitakselio
derinys sumazina paklitakseliui atspariy plauciy vézio Iasteliy iSgyvenamuma: $iy lasteliy
atsparumas chemoterapijai susijes su PDK2 hiperekspresija, o papildoma DCA terapija
mazina rezistentiS8kumg paklitakseliui [81]; DCA-vemurafenibo derinys yra potencialus
gydant melanoma [82]; DCA mazina peliy patiny hepatoceliulinés karcinomos atsparumg
sorafenibui [83]; DCA—kapecitabino derinys pagerina prieSvéZinj poveikj peliy B16
melanomos ir peliy patinams persodintiems Zmogaus plauciy véZio ksenotransplantatams
[84]; DCA—paklitakselio derinys slopina peliy patiny plau¢iy adenokarcinomos atsparumo
paklitakseliui raidg [85]; DCA-bortezomibo derinys reikSmingai padidina peliy su
daugybinés mielomos ksenotransplantatais igyvenamuma [86].

Spindulinés terapijos kartu su DCA peliy pateliy glioblastomos naviko modelio taikymas
parodé, kad DCA poveikis susijes su didesniu jautrumu spindulinei terapijai, lemia aisky
G>—M fazeés ciklo Igsteliy skaitiaus padidéjima, didina peliy pateliy su GB iSgyvenamuma
[87]. DCA, kaip papildomas preparatas, galéty bati perspektyvus gydant véZj, rezistentiSka
spinduliniam gydymui ir chemoterapijai.

DCA priedvézinio poveikio klinikiniy tyrimy metu taikyta preparato dozé buvo nuo 10 iki 17
mg/kg parai per os skiriant ilgalaikj glioblastomos, smulkialgstelinio plauciy veézio,
melanomos ir storosios Zarnos vézio gydyma, — skiriant minétas DCA dozes gyvenimo
parodé, kad vaikams DCA skiriant per os yra saugus gydymo metodas, — nenustatyta
toksinio poveikio inksty, plaugiy, kauly &iulpy, Sirdies funkcijai [94]. DaZniausia DCA



nepageidaujama reakcija — nesunki periferiné neuropatija [95]. Papildomai su
chemoterapija skiriant VPA yra slopinama periferinés neuropatijos raida [96].

Sinergistinio prieSvézinio VPA-DCA poveikio pagrindimas

DCA ir VPA drusky deriniy saveikos tirpale ar drusky misiniuose charakterizavimas.
Natrio dichloracetatas yra puikiai vandenyje tirpstanti druska, ji yra stiprus elektrolitas ir
tirpale visi$kai jonizuojasi. Tai stipriosios ragsties (Clz2HCOOH) ir stipriosios bazés (NaOH)
druska [97], todél vandeniniame tirpale druskos jony hidrolizé nevyksta, tirpalo terpé
praktiskai neutrali, tarp druskos jony tirpale cheminés sgveikos néra. Dichloroacetato ir
valpro ragéties drusky cheminé formulé ir struktdra yra pateikta Zemiau 1 lenteléje.

1 lentelé
Medziaga Formulé Struktariné formulé
D ct o
E | Natrio Cl2CHCOONa wre—c?
:R dichloroacetatas o  “oNa
N . C3H7 /O
Y | Natrio valproatas (C3H7)2CHCOONa H;C_C :
S C3H7 ONa
D
cl o 0 cl
E | Magnio (Cl2CHCOO)2Mg H:C—C,/ \\c—c/H
R | dichloroacetatas AN VAN
I cl OMgO cl
N
v _ C.H, o o C,H,
S Magnio valproatas ((CsH7)2CHCOO)2Mg | “ N _ 7 c—cin
C,H, “omgo C.H,




Norint charakterizuoti jony bavj tirpale, galima paskaiiuoti vadinamasias efektyvigsias
(salygines) jony koncentracijas Cef:

cef = f x ¢, kur f yra bedimensinis jono aktyvumo koeficientas; praskiestuose tirpaluose f
priklauso nuo jono kravio z ir tirpalo joninés jégos I:

Igf = — 0,5 x 22 x 195, Jeigu tirpalo koncentracija, pvz. 0,1 mol/l, tai

| = 0,1 ir igf(Na* ir Cl2HCOO- jonams) = - 0,5 x (1)2 x 0,195 = - 0,158,

f=100158 = 0,7; tai cetf(Na*) = cef(Cl2HCOO-) = 0,7 x 0,1 = 0,07 mol/l.

Tirpalo jony aktyvumy teoriniai paskaiciavimai rodo, kad sagveikos darp drusky deriniy
néra, o deriniai nejtakoja anijony biologinio aktyvumo, kuris priklauso tik nuo jy skaiciaus
tdrio vienete, t. y., nuo jy koncentracijos terpéje.

bazés (NaOH) ir silpnosios valpro ragsties (CsHz)2CHOOH) druskos vandeninio tirpalo [98]
(1 lentelé). Valpro ragsties sisteminés nomenklatiros pavadinimas yra 2-propil-pentano
ragstis, kurios anijonas hidrolizuojasi:

(C3H7)2CHCOO(aq) + H20(s) «> (C3H7)2CHCOOH(aq) + OH(aq). Terpé tampa Siek tiek
bazine. Sios rigsties jonizacijos pusiausvyros konstanta Kr = 2,2.10°5, pagal ja hidrolizés
reakcijos pusiausvyros konstanta Kn = Kneo/Kr = 1-1014/2,5:105 = 4.10°'0. |$ &ia rlgsties
jono hidrolizés laipsnis h = (Kn/c)%® = (4-107'%/0,1)%% = 6,3-10° arba 0,006 %. Taigi, anijono
koncentracijos sumazéjimas dél hidrolizés yra nykstamai mazas, jo biologinis aktyvumas
visiS8kai nesikeiCia. Abiejy drusky — natrio dichloroacetato ir natrio vaiproato — derinio
tirpalas yra vienalytis jony miSinys, kuriame cheminés sgveikos tarp derinio jony beveik
néra, kaip ir atskiruose drusky tirpaluose. Biologiniam anijony aktyvumui miSinyje jokia
jony cheminé saveika netrukdo, jy aktyvumas priklauso tik nuo jy kiekio, t. y. nuo
koncentracijos [98].

Esant kambario temperatirai, abiejy minéty kiety susmulkinty drusky deriniuose, kurie yra
mechaniniai katijony ir anijony misiniai, jokie kietafaziai tarpjoniniai virsmai nevyksta, tokiy
mechaniniy misiniy biologinés savybés priklauso tik nuo sumaisyty drusky kiekiy santykio.
Tai rodo, kad yra galima Siy drusky deriniy farmaciné forma.

Naudojant atitinkamy magnio drusky, kurios yra maziau tirpios uZz natrio druskas,
vandeninius tirpalus ir kietus miSinius, situacija pana8i. Tik magnio drusky, kurios yra
silpnyjy baziy ir silpnyjy ragséiy dariniai, tirpaluose Siek tiek rySkiau pasireidkia drusky
jony hidrolizés procesai. Atlikti skaiciavimai rodo, kad tos hidrolizés poveikis pradiniy jony
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koncentracijoms yra nedidelis ir i§ esmés nekeiia esamy anijony koncentracijy, tuo paciu
ir jy biologinio aktyvumo. Natrio ir magnio valproato tirpaly ir drusky farmaciniy formy
vaistai yra registruoti [99-101].

Sinergistinis VPA-DCA poveikis slopinant aerobine glikolize. Abi sudétinés derinio
preparato dalys slopina aerobine glikolize (Warburgo efektas). Tyrimai rodo, kad VPA
inhibuoja aerobine glikolize neuroblastomos Igstelése, slopinant gliukozés patekimg |
lgstele, mazinant laktato ir ATF gamybg. VPA aerobine glikolizg slopina mazinant kiekj
E2F transkripcijos faktoriaus 1 (E2F1), kuris slopina glukozés-6-fosfato izomerazés ir
fosfoglicerato pinazés 1 (PGK1) raiska [102]. DCA slopina aerobine glikolize inhibuojant
piruvato dehidrogenazés kinazes ir taip iSlaikant aktyvy piruvato dehidrogenaziy
kompleksa; per $iuos mechanizmus VPA-DCA skatina navikiniy lasteliy mitochondrinj
gliukozés metabolizma.

VPA-DCA mazina gliukozés kiekj kraujo serume. Po gydymo (VPA-DCA 28 dienas
skiriant per os geriamajj vandeninj tirpala) Ziurkiy patiny kraujo serumo gliukozés kiekis
buvo statistiSkai reikSmingai sumazéjes: kontrolinéje grupéje buvo 6,37 (3,90-8,81)
mmol/L, VPA-DCA deriniu gydytoje grupéje buvo 3,13 (2,17-3,78) mmol/L. 1 paveiksle
pateikta kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Zziurkiy gliukozés koncentracija kraujo serume.
Duomenys (mmol/L) pateikti mediana (horizontalus ilgas brakSnys), maziausiomis ar
didziausiomis reik§mémis (mazi horizontalGs briksniai). Taigi, VPA-DCA turi tiesioginj
poveikj kraujo serumo gliukozés koncentracijai ir naviko progresavimui. Viena i§ naviky
gydymo strategijy — kraujo serumo gliukozés koncentracijos mazinimas [103].
Sinergistinis VPA-DCA poveikis paros diurezei. Skiriant Ziurkiy patinams ilgalaikj
gydyma VPA-DCA (per os vandeniniu tirpalu), nustatyta reikSmingai padidéjusi paros
diurezé 100 g Ziurkés svorio; lyginant su kontrole ji buvo atitinkamai 3,95 (3,2-5,74) ml ir
2,83 (0,95-4,3) ml. 2 paveiksle pavaizduota kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy 24
valandy diurezé. Diurezé pateikta ml / 100 g Ziurkés svorio: mediana (horizontalus ilgas
braksnys) ir maZiausia bei didZiausia reikSmés (mazi horizontalls braksniai).

Sinergistinis VPA ir DCA poveikis Na* ir CI' jony apykaitai. Musy ikiklinikiniai tyrimai
pirmg kartg parodé, kad VPA ir DCA inhibuoja Ziurkiy NKCC2 nesiklj [5,104]. Ziurkiy
patiny, gydyty 28 paras VPA-DCA, 28 paros diurezés padidéjimas yra susijgs su
sinergistiniu VPA-DCA poveikiu Na* K* ir ClI jony i8siskyrimui su paros Slapimu.
Kontrolinéje grupéje paros $lapimo Na* iSsiskyrimas — 0,278 (0,095-0,390) mmol / 100 g
Ziurkés svorio, o VPA-DCA gydyty — 0,376 (0,304-0,530) mmol; atitinkamai K*



11 [ X) ee e

iSsiskyrimas — 0,374 (0,319-0,471) ir 0,465 (0,388-0,638) mmol / 100 g svorio; nustatytas
ir chlorido kiekio paros Slapime ai$kus padidéjimas: kontrolinéje grupéje 0,181 (0,063—
0,246) mmol / 100 g svorio, VPA-DCA gydytoje grupéje — 0,242 (0,198-0,34) mmol / 100
g svorio. 3 paveiksle pavaizduota kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy 24 valandy jony
ekskrecija paros $lapime po 28 dieny gydymo. Duomenys pateikti mmol / 100 g Ziurkés
svorio — mediana (horizontalus ilgas brak$nys) ir maziausia bei didZiausia reikSmémis
(mazi horizontalis briksniai).

Padidinta natrio chlorido (NaCl) koncentracija terpéje sietina su Warburgo efekto, laktato
acidozés raida naviko Igstelése, jy aktyvesne proliferacija in vitro; NaCl medijuoja naviko
proangiogeninj poveikj [105—107]. Turtinga NaCl dieta, padidéjusi NaCl koncentracija
ekstralgstelingje terpéje indukuoja uzdegimo kaskadas, susijusias su kancerogeneze
[108].

Sinergistinis VPA ir DCA poveikis Ziurkiy NKCC1 RNR raiskai timocituose.
Analizuojant raiSkos pokycius Ziurkiy timocituose po gydymo VPA-DCA, nustatyta
statisti$kai reikSmingai didesné ACT reikSmé VPA-DCA gydyty Ziurkiy patiny grupeéje,
lyginant su kontrole (atitinkamai 6,174 ir 5,106). Nesiklj koduojancio geno raiska po
gydymo deriniu sumazéjo 52 %, lyginant su kontroline grupe. 4 paveiksle pavaizduota
kontrolés ir VPA—DCA gydyty Ziurkiy patiny NKCC1 nesiklio RNR raiSka timocituose. A —
ACT reik8meé, gaunama NKCC1 nesiklio (Slc12a2 geno) rai8ka normalizavus su Gapdh
geno raiSka (mediana (horizontalus ilgas brok3nys) ir maZiausia bei didZiausia reikSmeés
(mazi horizontalds briksniai)); B — NKCC1 nesiklio raigkos pokyd¢iai nustatyti taikant 2-A2CT
metodg; 2p = 0,041, lyginant su kontrole.

(ICINi); padidéjusi [CI-]i svarbi tumoro genezei, lgsteliy proliferacijai, naviko progresavimui
[109,110]. VPA, DCA slopina zZiurkiy timocity proliferacija, lgstelés cikla in vivo
[41,111,112].

Sinergistinis VPA ir DCA poveikis Ziurkiy patiny ciobrialiaukés svoriui. ligalaikis
gydymas VPA-DCA (28 dienas girdant vandeninj tirpalg) lémé statistiS8kai reikdminga
diobrialiaukés svorio sumazéjima VPA-DCA gydytoje grupéje, lyginant su kontrole
(atitinkamai — 0,423 (0,305-0,463) g ir 0,485 (0,444-0,685) g). Ciobrialiaukés svorio
sumazéjimas sietinas su timocity proliferacijos slopinimu. 5 paveiksle pavaizduotas
kontroliniy ir VPA-DCA gydyty Ziurkiy Ciobrialiaukés svoris. Pateikta svorioc mediana
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(horizontalus ilgas briksnys) ir maziausia bei didZiausia reikSmés (maZi horizontalUs
briksniai).

Sinergistinis VPA ir DCA poveikis glioblastomos naviko (GB) transplantatui ant
viséiuko embriono chrioalantojinés membranos (CAM). 6 paveiksle pateiktas DCA ir
VPA-DCA poveikis suformuotiems glioblastomos U87 Igsteliy linijos navikams ant CAM.
Nustatyta, kad kontrolingje grupéje 90,9 % atvejy GB invazavo j CAM mezenchimg (A— a
ir B). GB gydant 10 mM NaDCA, invazija i CAM mezenchima nustatyta 50 % atvejy (A-Db
ir B). GB gydant 5 mM MgDCA, invazijy daznis — 14,3 % (B). 4 mM VPA ir 5 mM DCA
deriniu gydytoje grupéje invazijos daznis j CAM mezenchimg buvo 9,1 % (A — c ir B).
Penktg parg po GB naviko transplantacijos j kraujagysle suleidus fluorescuojanéio
dekstrano tirpalo, nustatyti kontrolinés GB grupés ir gydyty VPA-DCA angiogenezés
skirtumai: GB grupés navike matomas aplink navikg susiformaves kraujagysliy ,stipininis
ratelis“ (C — a); GB-4 mM VPA-5 mM DCA gydyty grupéje pritraukty kraujagysliy skaiius
Zymiai sumazéjo, naviko Svytéjimas silpnesnis, nei kontrolinés grupés navike (C — b).

6 paveiksle pavaizduotas DCA ir VPA-DCA derinio poveikis GB transplantuotam ant
vis&iuko chorioalantojinés membranos navikui. A — chorioalantojinés membranos
morfologiniai poky¢iai tirtose grupése: a — navikas suformuotas i§ glioblastomos U87 MG
lasteliy; GB pazeidé choriono epitelio (ChE) vientisumg (paZzyméta rodyklémis), invazavo |
CAM mezenchimg; b — GB gydyta 10 mM NaDCA; invazijos | CAM mezenchimg
nenustatyta, ChE paZeidimas prasidéjes (vieta pazyméta rodykle); c — GB gydyta su 4 mM
VPA ir 5 mM DCA deriniu; GB susiformaves CAM pavirSiuje, ChE vientisumas paZeistas
(vieta paZzyméta rodykle), CAM suplonéjusi (skalé — 200 um). B — GB naviko invazijos
daznis | CAM mezenchima tirtose grupése: kontrolé — negydyti glioblastomos U87 MG
navikai (n = 11), gydyta su 10 mM natrio DCA (GB-10 mM NaDCA; n = 14), gydyti su 5
mM magnio DCA (GB-5 mM MgDCA; n = 7) ir gydyti su 5 mM NaDCA ir 2 mM natrio VPA
deriniu (GB-VPA-DCA; n = 11). C — 5-tos paros po transplantacijos ant CAM naviko
angiogenezés fluorescenciné biomikroskopija: a — negydyti GB navikai, b — GB-4 mM
VPA-5 mM DCA grupé; gydyto VPA-DCA naviko Svytéjimas silpnesnis lyginant su
kontrolinés grupés naviku; a ir b — trumpa rodyklé zymi naviko pritrauktas kraujagysles,
ilga rodyklé zymi navikg (skalé — 1 mm).

Sinergistinis VPA ir DCA poveikis uretanu indukuotoms peliy plau¢iy adenomoms ir
adenokarcinomoms. VPA ir DCA buvo skiriami pakaitomis (po savaite per os
geriamuosiuose tirpaluose) 6 ménesius. Tyrimo duomenys rodo, kad gydymas uretanu
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indukuoty peliy plaugiy adenomy iniciacijos procesui poveikio neturéjo, taciau toks VPA ir
DCA pakaitinis poveikis reikémingai slopino peliy plauciy adenomy suvézéjima
(adenokarcinomos iniciacijos slopinimas). Adenokarcinomos peliy plauciuose buvo
nustatomos indukavus uretanu po 6 ménesiy; adenokarcinomos navikai dazniausiai buvo
>1,5 mm, o gerybinés adenomos buvo <1,5 mm skersmens [113]. 7 paveiksle
pavaizduotas DCA ir VPA derinio veiksmingumas peliy plauciy naviky raidai.

A. a — makroskopinis peliy uretanu indukuoty plauéiy naviky vaizdas; b ir ¢ —
adenokarcinomos histologinis vaizdas (padidinimas: b —4 x 10; ¢ —40 x 10).

B. Peliy pateliy, indukuoty uretanu ir gydyty VPA ir DCA pakaitomis po savaitg
(VPA+DCA), didesniy naviky skersmens pogrupyje (>1,5 mm) nustatytas naviky skaiCiaus
sumazéjimas, lyginant su kontroline grupe.

C. Peliy pateliy, gydyty VPA+DCA deriniu, grupéje nustatytas statistidkai reikSmingai
mazesnis adenokarcinomy skaiéius (0,82 + 1,1), lyginant su kontroline grupe (2,0 +0,7).

8 paveiksle pavaizduoti DCA ir valpro ragsties farmakologinio poveikio mechanizmai,
VPA-DCA derinio prieSvézinis sinergistinio poveikio schema.

VPA-DCA yra potencialus naujas prieSvézinis preparatas. VPA-DCA gali leisti mazinti
DCA doze ir mazinti preparato sudedamujy daliy nepageidaujamo poveikio rizikg. VPA-
DCA papildomas gydymas leisty gerinti prieSvéZinj terapinj veiksminguma.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Veikliyjy medziagy derinys, besiskiriantis tuo, kad jis apima (a) dichloroacetato
DCA arba jo farmaciniu poZiariu priimtinos druskos ir (b) valpro ragsties VPA arba jos

farmaciniu pozidriu priimtinos druskos veiksmingg kiekj.

2. Veikliyjy medziagy derinys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (a)
dichloroacetato farmaciniu pozZidriu priimtina druska yra natrio dichloroacetatas arba
magnio dichloroacetatas.

3. Veikliyjy medziagy derinys pagal 1 punkta, besiskiriantis tuo, kad (b) valpro
rigsties farmaciniu poZidriu priimtina druska yra natrio valproatas arba magnio

valproatas.

4. Farmaciné kompozicija, apimanti veikliyjy medziagy derinj pagal bet kurj i§ 1-3
punkty kartu su farmaciniu poZidriu priimtinomis pagalbinémis medziagomis.

5. Veikliyjy medziagy derinys pagal bet kurj i§ 1—4 punkty, skirtas panaudoti medicinoje.

6. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal 5 punktg, besiskiriantis tuo,
kad derinys maZina gliukozés koncentracijg serume, slopina aerobing glikolize, slopina

naviko lgsteliy proliferacijg in vivo ir in vitro.

7. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo,
kad derinys slopina T Igsteliy proliferacijg in vivo.

8. Veikliyjy medziagy derinys pagal bet kurj i§ 1—4 punkty, skirtas panaudoti véZio
gydymui.

9. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 5-8 punkty,
besiskiriantis tuo, kad dichloroacetatas (DCA) arba jo farmaciniu poZidriu priimtina
druska ir (b) valpro ragstis (VPA) arba jos farmaciniu poZidriu priimtina druska yra
skiriami kaip sudétinis preparatas ar skiriami kartu arba paeiliui kaip atskiri vaistiniai

preparatai.
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10. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 5-9 punkty,
besiskiriantis tuo, kad jis skiriamas kartu su spinduline terapija ir/arba

chemoterapija.

11. Veikliyjy medziagy derinys pagal bet kurj i§ 5-10 punkty, besiskiriantis tuo,
kad jis skiriamas kartu su T-lasteliy receptoriy-inZineriniy T-lgsteliy terapija arba
chimeriniy antigeno receptoriy T-lgsteliy terapija.

12. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 5-11 punkty,
besiskiriantis tuo, kad derinys yra skirtas solidiniams navikams, hematologiniam

véZiui ir/arba kamieniniy Iasteliy kilmés véZiui gydyti.

13. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 5-12 punkty,
besiskiriantis tuo, kad vézys yra parinktas i§ gliomos, neuroblastomos,
melanomos, kepeny lasteliy karcinomos, daugybinés mielomos, retinoblastomos,
plauéiy adenokarcinomos, smulkialgstelinio plaugiy, nesmulkialgstelinio plauciy,
prostatos, kiaugidziy, skrandZio, storosios Zarnos ir tiesiosios Zarnos, kasos, $lapimo
paslés, inksty, gimdos kaklelio, krities, galvos ir kaklo, seiliy liaukos véZio.

14. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal 12 arba 13 punkts,
besiskiriantis tuo, kad sergan&iam véziu kartu yra hiperglikemija susijusi su

metaboliniu sindromu.

15. Veikliyjy medziagy derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ ankstesniy punkty,
kur véZio gydymas deriniu taikomas vykdant ikiklinikinius ir klinikinius tyrimus.
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