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Predmluva

Predkladana habilitacni prace se vénuje preklinickému aklinickému  testovani
mitochondridlniho inhibitoru — MitoTamu. Prace je souhrnem stavajici evidence
0 protinadorovém ucinku MitoTamu a obsahuje krom¢ jiz publikovanych dat [Bielcikova
et al. eClinMed 2023; Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023;
Stemberkova-Hubackova et al. Clin Transl Med 2022; Vacurova et al. Nat Commun 2022]
také vysledky, které na pfijeti k publikaci zatim ¢ekaji.

Klinické testovani MitoTamu ve studii MitoTam-01 faze I/Ib probihalo na Onkologické
klinice VFN al.LF UK v letech 2018-2020. Studii ptfedchazela asirok apil dlouha
pfipravna faze, vramci které jsem sSe podilela natvorbé designu studie a protokolu.
V prubéhu studie jsem se kromé 1é¢by nemocnych vénovala hodnocenim vysledkt, které
se staly podkladem interim analyz pfedkladanych k odbornému posouzeni 1ékaia (DSMB)
a kontrolnimu tfadu (SUKL).

Prace by nevznikla bez toho, aniz by byl MitoTam vyvinut. Zazrodem a syntézou
MitoTamu stoji Ing.Jan Stursa, prof. Jifi Neuzil alIng. Luka§ Werner. Rada bych
jim podékovala za jejich téméf otcovsky vztah k MitoTamu, ktery povznasel nasi
spolupraci pfi ptipravé protokolu studie i v prubéhu klinického testovani. Mé podékovani
patii také koleglim, ktefi se na klinickém testovani podileli, sestram za jejich nasazeni
anelehkou praci piinaplilovani pozadavkl protokolu a pacientim za jejich davéru
a spolupraci. Dékuji také prof. LuboSi Petruzelkovi, jehoZ osobnost ajméno pfildkali
zadavatele studie na Onkologickou kliniku VFN a 1.LF UK a jehoz nadseni pro védeckou
préaci nastartovalo dlouholetou spolupraci s Biotechnologickym tstavem AV CR. Souéasti
tymu byla také MUDr. Olga BartoSova aPharmDr. Irena Stenglova Netikova, které
vyznamné piispély k designu studie po farmakologické strance a Mgr. Katarina KoloStova
atym z FNKYV, jejichz védecka prace na analyze tekuté biopsie ptispéla k popisu ucinku
MitoTamu. V neposledni tadé bych rada podekovala Mgr. Karlu Komarkovi
za financovani projektu a Ing. Josefu Prchalovi, ktery byl sty€nou osobou zadavatelského
tymu abez jeho prace by klinicka studie neuzfela svétlo svéta. Publikaci se bohuzel
nedozil, jeho prace ale zije v kazdém jejich fadku a také v této habilita¢ni praci.






1 Abstrakt

Habilita¢ni prace obsahuje v kapitole 3 (vlastni prace) stavajici evidenci 0 protinadorovém
vyznamu MitoTamu a 0 jeho senolytickém potencialu. PfiloZzené publikace jsou opatieny
stru¢nym vyctem cilt, kliCovych vysledkli a komentarem.

Prace publikovana v eClinMed [Bielcikova et al. 2023] je souhrnem vysledki studie
MitoTam-01, které zahrnuji stanoveni maximalni tolerované davky (MTD), bezpeénost
MitoTamu, jeho ucinnost (CBR), farmakokineticky (PK) profil adavku a cilovou
malignitu navrzenou pro dalsi testovani ve studii faze II.

Prace publikovana v Therapeutic Advances in Medical Oncology [Bielcikova et al. 2023]
je kazuistickym souborem pacientli S rendlnim karcinomem (RCC) a navazuje na prikaz
ucinnosti MitoTamu U nemocnych s RCC lécenych ve fazi Ib studie MitoTam-01. Kromé
Klinicko-patologického popisu jednotlivych ptipadt cili na popis nezddoucich U¢inku
(AEs) MitoTamu a vysledky srovnava s jinymi mitochodrialné-cilenymi molekulami.

Prace publikovana v ClinTransIMed [Stemberkova-Hubackova et al. 2022] rovnéz vychazi
z pozorovani klinické u¢innosti MitoTamu u RCC a na zéklad¢ in vitro testovani jednak
popisuje fungovani MitoTamu u RCC, jednak testuje kombinaci MitoTamu s imunoterapii.

Publikace, ktera vysla v NatCommun [Vacurova et al. 2022] dopliuje dikazy 0 schopnosti
MitoTamu eliminovat senescentni buiiky, které jsou zapojeny V procesu chronického
zanétu, poskozeni tkan¢, karcinogeneze anebo S v€kem souvisejicich chronickych nemoci.
Senolyticky potencial MitoTamu je tématickym pojitkem mezi publikacemi tykajicimi
se nadorl a publikaci zamétenou na diabetes mellitus Il. typu.

Dosud nepublikovana data jsou dopliikem K jmenovanym pracim a jsou souéasti kapitol
3.3a3.4. Tykaji sedetailni PK analyzy MitoTamu a experimentalniho sledovani
cirkulujicich nadorovych bunék (CTCs) v krvi nemocnych zafazenych do studie MitoTam-
01, které metodicky navazuje nanase piedeslé zkuSenosti S testovanim CTCs a pomohlo
V popisu mechanismu fungovani MitoTamu.






2 Uvod do problematiky

2.1 Vyznam klinického testovani v 1é¢bé nadori

Klinické studie jsou soucasti komplexni péce 0 onkologické pacienty. Studie faze I, IT a Il1
spole¢né tvoii soubor dat, ktery je nutny pro schvaleni 1é¢iva do bézné lékaiské praxe
a ktery je sou¢asti mediciny zalozené na ditkazech. V Ceské republice jsou klinické studie
provadény nejcastéji v komplexnich onkologickych centrech (KOC). Hlavnim
predpokladem klinického testovani je kooperujici a pln¢ informovany pacient, ktery svij
souhlas s podminkami studie stvrzuje podpisem informovaného souhlasu. Dohled
nad prubéhem klinického testovani je standardem, ktery je zajistovan zadavatelem studie
a kontrolnimi organy, zejména Statnim wGfadem pro kontrolu 1é¢iv (SUKL) a nejméng
jednou etickou komisi [SUKL. Klinické hodnoceni [ékii].

Klinické studie faze | jsou svym vyznamem zcela zasadni pro testovani novych ucinnych
latek. Z dtvodu toxicity onkologickych preparata je testovani faze | provadéno
na pacientech jiz diive 1éCenych standardni 1é€bou nebo s jiz vyCerpanymi moznostmi
onkologické 1é¢by. Predmétem studii faze | je testovani bezpecnosti experimentalni 1é¢by,
davkovani, testovani vhodné indikace, farmakologického chovani v organismu, eventuelné
pilotni prikaz G¢innosti. Primarnim cilem je obvykle ur€eni maximalni tolerované davky
(MTD), tedy nejvyssi davky s akceptovatelnou toxicitou. Ta je zpravidla odvozena
od tzv. davkové limitni toxicity (DLT) spojené s davkou, jejiz toxicita je nepfijatelna.
Z farmakologického pohledu je pfedmétem testovani hodnoceného 1é¢iva farmakokinetika
(PK) absorpce, distribuce, metabolickda pfeména avyluéovani hodnocené latky.
Terapeuticka G¢innost experimentalni 1é¢by je obvykle sekundarnim cilem studie a vychazi
z opakovaného podani hodnocené latky ve fazi Ib [Demlova et al. 2015].

2.2 Funkce mitochondrii ve vztahu k MitoTamu

Skupina protinadorovych latek, které piisobi cilené na mitochondrie (MTA) byla oznacena
jako mitocans - odvozeno ze slov mitochondria a cancer [Neuzil et al. 2006; Neuzil et al.
2013].

Mitochondrie  jsou klicovou organelou zajiStujici energeticky metabolismus
jak u zdravych, tak u nadorovych bun¢k. Hlavnimi tkoly mitochondrii je produkce energie
(ATP) ametabolith nezbytnych pro zajisténi bioenergetickych —a biosyntetickych
pozadavku bunky. Mitochondrie se také podileji na aktivaci signalnich drah a jsou zdrojem
fady proteinti podporujicich apoptdzu.

Produkce ATP Vv mitochondriich probihda v procesem zvanym oxidativni fosforylace
(OXPHOS). Prvnim krokem je Stépeni glukdzy (glykolyza) napyruvat, ktery
je pii dostatku  kysliku  oxidovan v mitochondridlni  matrix  na acetylkoenzym
A.V Krebsové cyklu (TCA) se acetylkoenzym A méni na oxid uhli¢ity a vodu za soucasné
tvorby ATP aredukénich ekvivalenti (NADH aFADH2), které dodavaji elektrony
do elektronového transportniho ftetézce (ETC). Ptenosem vodikt 2z redukovanych
koenzymut az na kyslik dychaciho fetézce dochazi Kuvolnéni energie. Pfenos elektront
ptes ETC je spojen spumpovanim vodikovych ionti z matrix do mezimembranového
prostoru, coz generuje membranovy potencial (Ay). Uvolnéna energie slouzi k fosforylaci
ADP na ATP. Meziprodukty TCA se také mohou zucastnit biosyntetickych metabolickych
drah k produkeci glukozy, aminokyselin, lipidi, hemu a nukleotidu.

Mitochondrialni metabolismus je kli¢ovy také v procesu tumorigeneze [Weinberg et al.
2015; Bajzikova etal. 2019; Roth etal. 2020]. Mitochondrialni DNA (mtDNA)



je obzvlasté citliva na poSkozeni zptisobené zvySenym oxida¢nim stresem [Lu et al. 2009].
Bylo také prokazano, ze mitochondrie mohou pfendSet maligni informace, jako
je napiiklad schopnost metastazovat [Dong etal. 2017]. Mitochondrie v nadorovych
buiikach mohou podporovat tumorigenezi také prostfednictvim dysfunkéniho metabolismu
a zhorsené apoptdézy. Normalni bunky udrzuji konstantni rovnovahu mezi kyslikovymi
radikaly (ROS) a antioxida¢nimi systémy. Akumulace ROS vede k apoptoze. Nadorové
bunky vytvareji vice ROS, ale také nadbytek NADPH, aby udrzely vysokou antioxidaéni
aktivitu. ROS zptisobuji oxidaci makromolekul, jako jsou bilkoviny, lipidy a DNA.
Poskozené makromolekuly méni mitochondridlni metabolismus, naptiklad hromadéni
metabolitt TCA vede K aktivaci transkripéniho faktoru HIFlo. ROS také indukuji
oxidativni signalizaci a aktivuji dal$i transkripcni faktory p53, AP1, NRF2a NF-xB
[Badrinath et al. 2018].

Zdravé bunky zaaerobnich podminek preferuji bunécné dychani a stépeni pyruvatu
na acetylkoenzym A, ktery je v TCA vyuzit k tvorbé velkého mnozstvi energie. Omezené
krevni z4sobeni béhem vzniku nddori ma za nasledek hypoxii vV nddorovych buiikach.
Zapodminek snizeni kysliku jsou nadory nutné glykolytické. Rychlost glykolyzy
v nadorovych bunikach je vice nez desetkrat rychlejsi nez u zdravych bunék. Absence
hypoxie ale neznamena nezbytné bunééné dychani nadorovych bunék. Naopak, bylo
prokdzano, ze unadorovych bunék pifevazuje glykolyza i za pfitomnosti kysliku
(tzv. acrobni glykolyza), ve které je vétSina glukozy pieménéna nakyselinu mlécnou
vylou¢enou z bunky [Warburg 1956]. Pronadory je proto typickd vyrazna spotieba
glukézy a zvysena acidita mikroprostiedi. Vysoka mira glykolyzy v nadorovych buiikach
je dusledkem deregulace signalnich drah, jako je PI3K draha a aktivace onkogenu MYC,
KRAS adalsich [Akram 2013]. Pro proliferaci nadorovych bunék jsou tedy nezbytné
jak metabolické  drahy  zavislé  naglukoze, tak mitochondrialni  metabolismus.
Metabolismus nadoru je heterogenni a oxidujici a glykolytické nadorové bunky v ném
kooperuji [Robertson-Tessi et al. 2015].

Mitochondrie také reguluji senescenci bunék. Senescence je komplexni proces aktivovany
v poskozenych bunkach véetné nadorovych vedouci k zastavé bunééného cyklu [Muifioz-
Espin et al. 2014; Braig et al. 2005]. | pfes nevratnou zastavu bunétného cyklu zistavaji
senescentni bunky metabolicky aktivni [Sabin etal. 2011]. Senescentni bunky maji
zménénou mitochondrialni morfologii, zvySenou respiracni aktivitu i potencial na vnitini
mitochondrialni membrané (IMM) [Dorr etal. 2013]. Zvysena OXPHOS ma zasadni
vyznam pro indukci senescence, kterou mohou senescentni bunky vyvolat u zdravych
bun€k napiiklad v disledku zvyseni ROS [Hubackova et al. 2012; Coppé etal. 2010].
Mezi dalsi charakteristické zmény senescentnich bunék patii zvySend genova exprese
proteinii p53, pl6, pl19ap2l [Schelton etal. 1999; Kristnamurthy etal. 2004] nebo
zvySeni aktivity B-galaktosidazy [Dimri etal. 1995]. Akumulace senescentnich bunék
proto mize nejen urychlit starnuti [Baker et al. 2011], ale také iniciovat diabetes, maligni
presmyk [Minamino et al. 2009; Demaria et al. 2017] nebo neurodegenerativni patologie
[Erusalimsky et al. 2005; Price et al. 2002], stejné jako zhorsit progresi t€chto onemocnéni
a zpusobit Klinické komplikace. Senescentni buinky jsou c¢asto odolné vuéi pro-
apoptotickym podnétim Vv disledku nadmérné exprese anti-apoptotického proteinu Bcl-
2 [Wang 1995; Baar etal. 2017]. Nadmérna exprese anti-apoptotickych proteind,
degradace cytochromu c, exprese mitochondrialniho proteinu survivinu a jeho interakce
s proteinem HSP60 vedou K inhibici apoptézy v nadorovych buinkach [Mohamed et al.
2017; Wolf 2023].

Vzhledem ktomu, Zze mitochondrie nesou svij vlastni geneticky material (MtDNA)
a funguji jako metabolické senzory extracelularniho mikroprostiedi, je mozné, ze by mohly
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podstoupit darwinovskou selekci béhem progrese nadoru. Diikkazem selekce jsou zmény
vV mitochondrialni morfologii [Miyazono etal. 2018]. Mitochondridlni fragmentace
(fission, tj.rozdéleni jedné organely nadvé nebo vice nezavislych struktur s cilem
vytvofeni nové mitochondrie anebo mechanismus kontroly kvality mitochondrii) a fuze
(fusion, tj. opa¢na reakce) jsou aktivni procesy zapojené do mnoha déja, které jsou kli¢ové
pro zdravi bunék [Scott etal. 2010]. Molekularni definice ,,onkogennich mitochondrii*
je proto prioritou zakladniho vyzkumu.

2.3 Metabolismus cirkulujicich nadorovych bunék

Tzv. tekuta biopsie (liquid biopsy, LB), zahrnujici zejména cirkulujici volnou tumorovou
DNA (ctDNA) a cirkulujici nadorové buiky (CTCs), je v klinické praxi pouzivana stale
Castéji.  SouCasna  evidence  je dostatecna  proindikaci LB  unemocnych
s pokro¢ilym/metastatickym onemocnénim zejména v situacich, kdy tkanova biopsie neni
dostupna nebo je suboptimalni. Indikace LB je téméf vyhradné vazana na genotypizaci
nemoci S cilem detekce targetd, tj. cilitelnych mutaci [Pascual etal. 2022]. Védecky
zajmem 0 LB je ale mnohem S$ir$i a zahrnuje screening prekanceréz u zdravé populace,
detekci asnych fazi zhoubné nemoci, detekci minimalni rezidudlni nemoci onkologickych
pacientll po chirurgické a/nebo zajistujici systémové 1éCb¢, zahrnuje také identifikaci
targetabilnich mutaci s cilem co nejucinngj$i a minimalné toxické 1écby nebo identifikaci
molekularnich mechanismi rezistence na l1écbu.

CTCs uvoliiované do krve zprimarniho nadoru ¢&imetastaz, piedstavuji klon
nejagresivnéjSich nadorovych bunék. CTCs nabizeji pohled na biologii a zranitelnost
metastatické nemoci na trovni krve [Alix-Panabieres etal. 2021; Mohme etal. 2017].
Ukazuje se, ze mitochondrie hraji roli ve vétSin€ procesi tykajicich se vzniku a progrese
zhoubnych nadoru v¢etné metastazovani a uvolnéni CTCs, imunity [Giampazolias et al.
2016] nebo rezistence na lécbu [van der Merwe et al. 2021]. Uvolnéni nadorovych bun¢k
do cirkulace je podporovano tvorbou invazivnich znakli a hypoxickymi podminkami
[Donato etal. 2020; Fu etal. 2019]. Hypoxii indukovany faktor lo (HIFla) zvySuje
expresi adhezivnich molekul podporujicich intravazaci nadorovych bunék [Zhang et al
2012; Jin etal 2012]. ROS aclen rodiny SMADS3 podporuji extravazaci CTCs
prostiednictvim signalizace transformujiciho ristového faktoru f (TGF-B) [Fu et al. 2019].
Hypoxie je dale spojena s tvorbou a intravazaci shlukti CTCs, které vykazuji az stonasobné
vyss§i metastaticky potencial ve srovnani s jednotlivymi CTCs [Donato et al. 2020; Aceto
et al. 2015; Labuschagne et al. 2019].

Mezi oxidujicimi a glykolytickymi nddorovymi buiikami existuje kooperace. Metabolicky
posun od aerobni glykolyzy k OXPHOS se podili na epitelialni mezenchymalni tranzici
(EMT), ktera je povazovana za klicovou v procesu metastazovani [Ippolito et al. 2016].
Néktera pozorovani plasticity EMT naznacuji, ze EMT metastazovani spise ovliviiuje,
nez ze pusobi jako puvodce metastaz [Brabletz etal. 2012; Yu etal. 2013]. V souladu
stimbyla uCTCs popsana exprese mesenchymalnich markeria (CTCs-EMT), ktera
koreluje s plasticitou nadorovych bunék, které jsou vlastnostmi podobné kmenovym
bunkam, se Spatnou odpovédi nalécbu a progresi onemocnéni [Giordano et al. 2012; Yu
etal. 2013]. Populace nadorovych kmenovych bun¢k (CSCs) schopnych metabolického
pfepinani mezi glykolyzou a OXPHOS vykazuje rezistenci vi¢i konvencni terapii,
fenotypovou plasticitu a vysokou miru morfologické dynamiky mitochondrii [Chen et al.
2017; Sessions et al. 2021], coz z nich ¢ini obtizny cil pro konven¢ni 1é¢bu [Kaur et al.
2021]. CSCs maji odlisné metabolické vlastnosti ve srovnani s buitkami nadorové tkané
[Lawson etal. 2018]. Mechanismus metabolického piepinani v CSCs je stale nejasny,
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nicmén¢ existujici diikazy naznacuji, ze metabolicky fenotyp nadorovych bun¢k ovliviiuje
mikroprostiedi nadoru [Ahmed et al. 2018].

CTCs maji ve srovnani S primarnim nadorem zvysenou biogenezi a respiraci mitochondrii
jakoz i zvysenou hladinu mtDNA a produkci ATP [LeBleu et al. 2014; Elia et al. 2018].
Metastaticky potencial CTCs navic zvySuje extracelularni glukéza [Onodera et al. 2014].
Metabolické podnéty ovliviiuji tedy CTCs v pribéhu metastatického procesu a naopak,
CTCs mohou zvysit sviij potencial pro pieziti a metastazovani tim, ze se metabolicky
prizptisobuji pozadavkiim specifickym pro danou tkan [Basnet etal. 2019]. Cileni
na pieziti CTCs prostifednictvim metabolickych zasahd by v budoucnu mohlo zabranit
metastatickému Sifeni nemoci a podpofit prognézu nemocnych [Ganesh et al. 2021].

2.4 MitoTam: mechanismus uéinku

MitoTam je konjugat tamoxifenu (TMX) a mitochondrialniho vektoru trifenylfosfatu
(TPP+) (obrazek 1). TPP+ wukotvuje biologicky aktivni latky narozhrani IMM
a mitochondrialni matrix [Zielonka et al. 2017; Murphy et al. 2016]. Antiestrogen TMX,
ucinnd protinddorovd latka Vv I1écbeé zejména karcinomu prsu, piasobi Ve vysSSich
koncentracich také na mitochondrie bunék [Moreira et al. 2006]. Tyto koncentrace TMX
neni ale jednoduché dosahnout a mohou byt spojeny S nezadoucimi Géinky.

Protoionofor . HCl
| AW ~N A0

) TPP vektor
f *, i Selektivni vazba na IMM

Tamoxifen
Inhibice komplexu | a OXPHOS,
[ROS a | AW

TPP vektor zvysuje mitochondridlni akumulaci

Obrazek 1 - Schéma MitoTamu

Diky vazbé na TTP+ ziskdva fyzikalni vlastnosti, které zajiStuji pfednostni akumulaci
MitoTamu na membranovém rozhrani biologickych membran s elektrickym potencidlem
jako je IMM. V tomto prostiedi ptisobi TPP jako kotva a zajistuje vysokou koncentraci
MitoTamu v mitochondrialni matrix [Neuzil et al. 2013; Zielonka et al. 2017]. Potencial
naIMM odrazi funkéni stav mitochondrii a je spojen s tumorigenitou, invazivitou
a stupném diferenciace nadorovych bunék. Potencial na IMM nadorovych bunék je vyssi
ve srovnani se zdravymi bunikami [Modica-Napolitano et al. 2001; Gogvadze et al. 2008],
coz je dilezité pro zacileni malignich bunék. Biologicky aktivni ¢ast MitoTamu (obrazek
1) smétfuje k IMM, kde interaguje zejména S respiraénim komplexem 1 (CI), ktery
ma funkci NADH-ubichinonreduktazy (pfedava elektrony koenzymu Q, ubichinonu)
[Rohlenova etal. 2017; Hubackova etal. 2019]. MitoTam blokuje pohyb elektront
generovanych oxidaci NADH v katalytickém centru CI. Tim vznik4d superoxid, ktery
spousti kaskadu reakci ukonéenych apoptézou [Rohlenova etal. 2017]. Lokalizace
MitoTamu v IMM navic indukuje depolarizaci (snizeni membranového potencialu)
mitochondridlni membrany, coz ovliviiuje funkci a integritu mitochondrii [Hubackova
et al. 2019; Stemberkova-Hubackova et al. 2022]. Tento dvoji mechanismus G¢inku dava
MitoTamu jeho jedinecné vlastnosti, diky kterym byl pre-klinicky ucinny proti Sirokému
spektru nadorovych bunék.

MitoTam také selektivné¢ eliminuje zhoubné inenadorové senescentni burnky,
atobez indukce dal$i senescence [Hubackova etal. 2019]. Bylo take prokazano,
ze MitoTam zptisobuje tvorbu ROS V senescentnich buiikach, jeho schopnost eliminovat
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senescentni buriky je ale na ROS nezavisla [Hubackova et al. 2019]. Senescentni bunky
jsou zapojeny V procesu chronického zanétu, poskozeni tkané, karcinogeneze anebo
s vékem souvisejicich chronickych nemoci; jejich detekce [Domen etal. 2022] a cileni
[von Kobbe 2019; Gasek et al. 2021] u nadorovych i nenadorovych onemocnéni mize mit
prognosticky vyznam.

2.5 MitoTam: vysledky preklinického testovani toxicity a toxokinetiky

Preklinické testovani na zvifecich modelech ptfedchazi klinickému testovani a poskytuje
udaje vztahujici se K toxicité, toxikokinetice a bezpe¢nostni farmakologii 1é¢iva. Potiebné
udaje se vztahuji zejména k stanoveni MTD, minimalni letdlni davky, inhibi¢ni
koncentrace, atd. MitoTam prokazal svij ucinek invitro proti liniim nadoru prsu
[Rohlenova etal. 2017], proti 5-ti liniim nadoru pankreatu avice nez 10-ti dal$im
bunéénym liniim reprezentujicim spektrum solidnich nadoru. MitoTam rovnéz
prokazatelné ucinkoval in vivo (Balb/c athymicka mys).

Preklinické testovani MitoTamu prokazalo jeho preferencni akumulaci v ledvinach,
nadledvinach, plicich, sleziné a v jatrech, ato 2-10 -krat vy$$i nez odpovidalo podané
davce.

Vyssi hladina metabolitu N-desmethyl-MitoTam v jatrech a duodenu byla zjisténa béhem
prvnich 24 hodin po podani, zatimco koncentrace V ledvinach v pribéhu jednoho tydne
stabiln¢ stoupala, coZ naznacuje akumulaci vV tomto organu [Stemberkova-Hubackova et al.
2022].

Akutni toxicita MitoTamu seV preklinickém testovani projevila jako reverzibilni
intravaskuldrni hemolyza spojend s poklesem erytrocyti (ERY), hemoglobinu (HB),
alkalické fosfatdzy (ALP) a/nebo laktatdehydrogendzy (LDH), iritace aplika¢niho mista
spojena s vzestupem leukocytti (LEU), prijem a teplota.

Dlouhodobé toxicita zahrnovala davkové zavislou iritaci klize v misté aplikace, davkove
zavislé krvaceni, otoky a zanét podkozi, trombozu Zily a nekrézu Zilni stény U testovanych
pst a davkove zavislou iritaci a svédéni ocasu v misté aplikace U potkanti, tmavnuti ocasu,
nekrozu a v nékterych piipadech ztratu ¢asti ocasu. V rekonvalescenéni fazi doslo k Gstupu
svédéni a ¢astenému zhojeni aplika¢niho mista. Déle dlouhodoba toxicita zahrnovala
zvySeni LDH, reverzibilni pokles pfijmu potravy u potkant 1éenych davkou 5.0 mg/kg,
zmény Vv krevnim obraze zahrnujici U potkand davkové =zavislé a vratné zvySeni
segmentovanych neutrofili (NEU), neutrophil bands count (BN) atrvaly pokles
trombocyti (TRO). U skupiny potkani 1é¢enych davkou 5.0 mg/kg bylo pozorovano
zvySené mnozstvi proteinu, krve aLEU vmoci areaktivni hyperplazie ilickych
lymfatickych uzlin u n€kolika zvitat. Plicni toxicita zahrnovala u potkant i pst reverzibilni
davkové zavislou fosfolipidozu.

Pro planovani klinické studie byly dale diskutovany preklinické vysledky PK po vendznim
podani MitoTamu. Terapeutické okno stanovené z mysiho modelu ukézalo ptiznivy pomér
mezi terapeuticky ucinnou davkou 1.0 mg/kg ajednorazové tolerovanou davkou
7.0 mg/kg.

Startovni davkova hladina pro prvni podani ¢lovéku byla navrzena na hladiné 0.25 mg/kg,
coz je priblizné 20 -krat nizsi davka nez dlouhodob¢ tolerovana davka pro psa a potkana
(6.0 a 5.0 mg/kg). Zaroven je to davka blizka terapeuticky uc¢inné davce 1.0 mg/kg (mys)
nebo jejimu alometrickému ekvivalentu pro ¢lovéka (0.14 mg/kg).

13






3 Vlastni prace

3.1 MitoTam-01: Klinické testovani MitoTamu ve studii faze I/Ib

Prace ,,Mitochondrially targeted tamoxifen in patients with metastatic solid tumours:
an open-label phase I/1b single-centre trial “ [Bielcikova et al. eClinMed 2023] shrnuje
vysledky klinické studie MitoTam-01. Jedna se o klinickou studii faze I/Ib (registrovanou
pod EudraCT ¢islem 2017-004441-25), ktera prob&hla na Onkologické klinice VFN a 1.LF
UK v obdobi od 23.5.2018 do 22.7.2020. Do studie bylo zatazeno 75 pacienti se solidnimi
nadory s ukonCenou standardni onkologickou 1é¢bou. Jednalo Se 0 metastatické pacienty
ve véku 18-75 let, s vykonnostnim stavem (PS) 0-2.

Cv v

Ve fazi | byla jednotliva davka MitoTamu podana tfem pacientim vychazejic od nejnizsi,
startovni davky 0.25mg/kg. Celkem bylo ve fazi |zkoumano 9 davkovych hladin
MitoTamu (0.25-05-1.0-1.5-2.25-3.0-4.0 - 5.0 — 6.0 mg/kg).

Ve fazi Ib byl MitoTam podavan opakované; celkem byly testovany 3 rezimy (davky)
MitoTamu (1.0 - 3.0 — 4.0 mg/kg). Piechled aplikac¢nich schémat a davkovych hladin
MitoTamu shrnuje tabulka 1.

Tabulka 1 - Pfehled schémat aplikace MitoTamu ve fazi I a Ib studie

Faze |

Schéma podani MitoTamu Davky MitoTamu (mg/kg) Screenovaci obdobi
1 cyklus/3 davky (D1, D3, D5 v 1 tydnu) 0.25,05,1.0,15,2.25,3.0 05/2018-07/2019
1 cyklus/1 davka (D1) 4.0,5.0,6.0 10/2019-03/2020
Faze Ib

Schéma podani MitoTamu Davky MitoTamu (mg/kg) Screenovaci obdobi
4 biweekly cykly”, aplikace D1+D3+D5 1.0 01/2019-07/2019
6 weekly cykla’, aplikace D1 3.0 11/2019-03/2020
6 weekly cyklt, aplikace D1 4.0 02-07/2020

Tato tabulka obsahuje data publikované v praci Bielcikova et al. eClinMed 2023.

*Moznost opakovani 1é¢by U respondérii s kompletni nebo parcialni regresi anebo stabilizaci nemoci dle CT
vySetfeni do max. poétu 16 cykld u davky 1.0 mg/kg anebo 12 cykla u davky 3.0 mg/kg. D=den.

3.1.1 Cile prace
Faze | m¢la ctyfi hlavni cile:

1) bezpetnost MitoTamu po jednorazovém podani,
2) identifikace MTD,

3) stanoveni davek pro fazi Ib,

4) popis PK MitoTamu.

Faze Ib méla dva hlavni cile:
1) bezpecnost MitoTamu po jeho opakovaném podani,
2) popis PK MitoTamu.

Sekundarnimi cili faze Ib bylo:

1) urCeni terapeutické ucinnosti méfené jako ,clinical benefit rate” (CBR)
definovaném jako procento pacientti s kompletni regresi (CR), parcialni regresi
(PR) nebo stabilizaci nemoci (SD), ale ne s progresi nemoci (PD) dle kritérii
RECIST 1.1,
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2) identifikovani cilové malignity pro testovani MitoTamu ve fazi II.

Soucasti studie MitoTam-01 byl vyzkumni zamér tykajici se stanoveni CTCs v krvi a vlivu
MitoTamu najejich pocet, morfologii mitochondrialni sité¢ a funkCénost a expresi gent
spojenych S mitochondrialnim metabolismem. Vysledky tykajici se CTCs nebyly v této
publikaci zmifovany.

3.1.2 Prehled klicovych vysledki

Analyzu bezpecnosti tykajici se tiech nejcastéjsich AEs MitoTamu shrnuje tabulka
2. Analyzu ucinnosti ve fazi Ib shrnuje obrazek 2 a tabulka 3.

Tabulka 2 - Nejéastéjsi nezadouci u¢inky MitoTamu ve studii MitoTam-01

Faze I Faze Ib
N=37 (%) N=38 (%)

Hematologicka toxicita 18/37 (49) 19/38 (50)
anémie 11/37 (30) 10/38 (26)
neutropenie 11/37 (30) 6/38 (16)
trombocytopenie 7/37 (19) 4/38 (11)
Subfebrilie/febrilie 11/37 (30) 22/38 (58)
Tromboembolické (TE) komplikace 7/37 (19) 5/38 (13)
flebitida/flebotrombosa periferni Zily 7/37 (19) 0
DVT/PE 0 4/38 (11)
iCMP 0 1/38 (3)

DVT=hluboka zilni trombosa, PE=plicni embolie, iCMP=ischemické cévni mozkova piihoda

A B
CBR - vSichni pacienti CBR - RCC
(N=38) (N=6)
m SD/PR-37% = PD-63% PD-17 % SD/PR-83 %
Obrazek 2 - Klinicky benefit (CBR) MitoTamu ve fazi Ib studie MitoTam-01 (A) a separatné
U nemocnych s renalnim karcinomem (B)
Tabulka 3 - Klinicky benefit MitoTamu dle reZimu 1é¢by ve fazi Ib studie MitoTam-01
Rezim 1 (1.0 mg/kg) Rezim 2 (3.0 mg/kg) Rezim 3 (4.0 mg/kg)

N celkem 20 9 9
- CBR (%) 30 78 11
ME néadory 5 (3xC64, 1xC60, 1xC53) 6 (2xC56, 3xC64, 1xC52) 0
- CBR (%) 40 83 0
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N=pocet pacientl, ME=nadory mesodermalniho ptvodu, CBR=klinicky benefit 1écby, C64=karcinom
ledviny, C60=karcinom penisu, C53=karcinom hrdla délozniho, C56=karcinom vaje¢niku, C52=karcinom
pochvy.

3.1.3 Komentar k publikaci

Studie MitoTam-01 splnila vSechny své cile: MTD byla stanovena na davkové turovni
5.0 mg/kg, protestovani ve fazi Ib byly doporuceny davka 1.0 mg/kg, 3.0 mg/kg
a 4.0 mg/kg. Na zakladé toxického profilu a Géinnosti MitoTamu ve fazi Ib byla pro dalsi
testovani doporuéena davka 3.0 mg/kg ve weekly rezimu. Kandidatni diagnézou pro fazi 11
je RCC, zejména jeho svétlobunééna varianta (cCRCC, viz nize).

Komentat si zaslouzi zména protokolu aschématu 1écby, ke které doslo po testovani
MitoTamu Vv prvnich 6 davkovych hladinach (0.25— 3.0 mg/kg) faze |studie. Prvni
schéma 1é¢by (aplikace MitoTamu D1, D3, D5) bylo pii davkach 2.25 a 3.0 mg/kg spojeno
s prolongaci toxicity, ktera nedovolovala podani D5 1é¢by, ale také nedosahovala délky
a zavaznosti napliujici definici DLT. Pro zachovéani kontinuity 1écby ve fazi Ib bylo
racionalnim krokem zredukovani 3 aplikaci MitoTamu v jednom tydnu na 1 aplikaci,
coz zéaroven umoznilo zkraceni intervalu mezi cykly ze 14 dnti na 7 dnd.

Stran bezpecnosti MitoTamu jsou z klinického pohledu zasadni nasledujici nalezy:

» Hematologicka toxicita byla (byt ne statisticky signifikantn¢) spojend s davkou
MitoTamu. Piidavce 3.0 mg/kg postihla hematologicka toxicita nezavazného
stupné (G1-2) pouze 22 % pacientt 1é¢enych ve fazi Ib, zavazna toxicita G3 nebyla
zachycena. Neutropenie a trombocytopenie nebyly pii davce 3.0 mg/kg detekovany
uzadného pacienta. Davka 3.0mg/kg veweekly rezimu se z pohledu
hematologické toxicity jevi jako bezpecna a dobie vybrand pro testovani ve fazi II.

= Teploty byly také davkoveé zavislé, vyskytovaly se Castéji pfi vysSich davkach
a objevovaly se 1-2 dny po aplikaci MitoTamu. Reagovaly dobfe na antipyretika.

= Nebyla zaznamenana zadna statisticky signifikatni nebo zévazna nefrotoxicita,
hepatotoxicita, kardiotoxicita anebo pneumotoxicita.

= Zilni toxicita na periferni zily byla ve fazi Ib anulovdna podinim MitoTamu
do centralni zily. DVT aPE souvisely zejména s dlouhodobym podanim
MitoTamu. Ze 4 pacientt, U kterych byla DVT a PE diagnostikovana, 3 byli 1é¢eni
MitoTamem po dobu 9 - 12 mésici a aplikace MitoTamu probihala cestou PICC.
Kromé samotného vlivu MitoTamu na vznik TE byla diferencidln€ diagnosticky
zvazovana malignita samotna, ptedchorobi nemocnych (TE, trombocytémie nebo
jiné hyperkoagula¢ni stavy vV osobni anamnéze) a cesta aplikace MitoTamu. Vyskyt
TE mél pro testovani MitoTamu nékolik dopadu:

o Vprubéhu faze |studie bylo DSMB doporu¢eno proplachot zilu 250 ml
fyziologického roztoku,

o oddavky 1.0mg/kg ve fazi |Ibyl MitoTam podavan vyhradné cestou
centralniho Zilniho vstupu (CZK, PICC nebo port),

o pro fazi Il bylo doporuceno zavedeni profylaktické antikoagulace.

Klinicky benefit v podobé PR nebo SD byl pozorovan u 37 % (14/38) pacientd. Vzhledem
kK paradoxnimu zhorSeni G¢innosti MitoTamu v rezimu 3 (CBR 11 %) oproti rezimu
2 (CBR 78 %), pro ktery nenasvédcovaly vysledky PK, byla analyza Gc¢innosti rozsifena
0 analyzu histogenetického pivodu nadord. Ukazalo se, Ze kym rezim 2 byl zastoupen
zejména nadory urogenitalniho traktu (mesodermélniho ptivodu), v rezimu 3 prevladaly
nadory gastrointestinalni (entodermalni). Histogeneticky ptivod nemoci prokazal statisticky
signifikantni korelaci S u¢innosti MitoTamu (p=0.018).
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3.2 MitoTam-01: U¢innost MitoTamu u nemocnych s renalnim karcinomem

Prace ,, Mitochondrially targeted tamoxifen as anticancer therapy: Case series of patients
with renal cell carcinoma treated inaphase /1o clinical trial” [Bielcikova et al.
Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023] je zaméfend na popis a analyzu
nemocnych s RCC 1écenych ve fazi Ib studie MitoTam-01. Prace reflektuje vysledky CBR
(83 %) u nemocnych s RCC ve faze Ib studie MitoTam-01.

3.2.1 Cile prace

Cilem prace byl detailni popis klinicko-patologickych parametri nemoci respondéra
s RCC vevztahu Kkucinnosti atoxicit¢ MitoTamu. V diskuzi je ucinnost a toxicita
MitoTamu srovnavana S jinymi mitochondrialnimi inhibitory.

3.2.2 Prehled klicovych vysledki

Zakladni klinicko-patologické charakteristiky jsou shrnuty v tabulce 4. Z analyzy je vidét,
ze z 1é¢by MitoTamem profitovali nemocni Se svétlobunéénou variantou (ccRCC),
ptestoze U nich byly vyCerpany moznosti standardni 1é¢by zahrnujici 1é¢bu TKI a/nebo
imunoterapii.

Obrazek 3 ukazuje pribéh lé€by MitoTamem a vysledky kontrolnich zobrazovacich
vySetieni a také nasledné obdobi po ukonceni studie do ledna 2023. Pacienti P1 a P6 1é¢eni
davkou 1.0 mg/kg profitovali z terapie MitoTamem po dobu 12, resp. 9 mésicu. Pacient
P6-1.0 dosud Zije bez 1é¢by v dobrém vykonnostnim stavu.

Toxicita MitoTamu popsana v tabulce 5 zahrnuje ptevazné AEs gradu 1-2. Vyskyt DVT
a PE unemocnych P1aP61ééenych v rameni 1byl divodem pro pied¢asné ukonéeni
terapie u téchto pacientll. Rovnéz pacienti P3 a P9 1é¢eni davkou 3.0 mg/kg ukonéili 1é¢bu
»predCasné”“ po 12, resp. 11 cyklech 1écby se stabilizaci nemoci, jelikoz protokol
neumozinoval pokracovani 1écby dalsimi cykly. Pacient P6-3.0 progredoval klinicky a dalsi
1é€by nebyl tinosny.

Tabulka 4 - Klinicko-patologické parametry u nemocnych s RCC lé¢enych ve fazi Ib studie

Cislo pacienta (P) a davka P1-1.0 P6-1.0 P20-1.0 P3-3.0 P6-3.0 P9-3.0
MitoTamu (mg/kg)
Pohlavi Muz Muz Muz Muz Muz Muz
Vek (roky) 63 71 62 72 73 67
Performance status (ECOG) 0 1 0 0 0 1
v dob¢ screeningu
Histologicky typ RCC ccRCC | ccRCC CCSF ccRCC ccRCC ccRCC
Prognosticka skupina Dobra Dobra Stiedni Stiedni Stiedni Stiedni
dle MSKCC
Linie paliativni 1é¢by 3x TKI | 3x TKI 2xX TKI 3X TKI 2xX TKI 4x TKI

Ix ICI Ix ICI Ix IFN

IxCT

Pocet cykll 16¢by MitoTamem 16 12 4 12 6 11
Nejlepsi klinicka odpoved SD PR PD SD SD SD
(CBR) dle RECIST 1.1.

Tabulka obsahuje data publikované v: Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023.
ccRCC=svétlobunéény renalni karcinom, CCSF=klarocelularni karcinom se sarkomatoidnimi rysy,

TKI=tyrosin-kindzové inhibitry, IFN=interferon alfa, CT=chemoterapie, ICI=check-point inhibitor
(imunoterapie).

18




A

Po3.0 NS Am——

P6-3.0 IR

P33.0 IS ———

P2010 EEE——

P6-L0 I A

PI-LO I S e S e —

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 90 100 110 120

CT evaluation:
| Stable disease
® Partial regression
® Progresive disease

W Additional treatment cycles

13,0months

B

PO-3.0 I T * Alive
P63.0 mme=T o _ + Death
P3-3.0 1 1 ! ! 1 *

L { Radiotherapy
P20-1.0 M

P6-1.0 — L . L L

P1-1.0 —4"'

10,0 15,0 20,0 250 30,0 350 40,0 450months

00 50

Obrizek 3 - Casova osa 16¢by MitoTamem a klinicky benefit ve fazi Ib (A) a obdobi nasledného
sledovani po ukonéeni studie (B)

Obrazek obsahuje data publikované v: Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023.

A. Terapie MitoTamem je znidzornéna modrou ¢arou. Klinicky benefit 1é¢by (CBR) byl hodnocen ha zakladé
CT vysetieni provedenych po kazdém 4 cyklu 1é&¢by v rameni 1 a po kazdém 6. cyklu v rameni 2. Pacient P6-
3.0 nepokracoval v 1é¢bé z diivodu horsici se vykonnosti po 6. cyklu 1écby.

B. Obdobi po ukonéeni 1é¢by MitoTamem je znazornéno cCervenou Carou. Pacient P3-3.0 progredoval
asi 10 mesict po ukoncéeni 1é€by MitoTamem a po radioterapii se jeho stav stabilizoval a zije dosud. Pacient
P6-1.0 dosud zije bez progrese nemoci a dalsi 1é&¢by. DVT=hluboka zilni trombosa, PE=plicni embolie,
R=nezadouci ucinek se objevil opakované.

Tabulka 5 - Pfehled nezadoucich G¢inkit MitoTamu u nemocnych s RCC

Cislo P1-1.0 P6-1.0 P20-1.0 P3-3.0 P6-3.0 P9-3.0
pacienta
(P) a davka
MitoTamu
(mg/kg)
Leukopenie | Hypertenze Subfebrilie Konjunktivitida | Horecka (G1) Ztrata chuti (G1)
(G)R (G1) Vahovy (G1) Subfebrilie Konjunktivitida
DVT a PE DVT aPE ubytek (G1) (Cgl)

. , (G3) (G3) Unava (G1) Horecka® (G1-G2)
Nﬁl?;:iou(:l Ztrata chuti Subfebrilie®
ucin’ Yh (G1) Unava (G1)
ajejic Anémie® (G2) Bolesti zad (G1)
grade (G) Bolest hlavy (G1)

Elevace kreatininu
(G1)
Vahovy ubytek
(G1)

Tabulka obsahuje data publikované v: Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023.

3.2.3 Komentai k publikaci

Subanalyza studie MitoTam-01 potvrdila klinicky pfinos u nemocnych s ccCRCC lé€enych
MitoTamem (CBR=83 %). Tento fakt je podtrzen skutecnosti, Ze vSichni nemocni byli
predléceni min. 3 liniemi systémové paliativni 1écby, v dobé screeningu do studie
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MitoTam-01 progredovali a 1é€bu MitoTamem neukon¢ili z divodu progrese nemoci. Dva

nemocni potad ziji, jeden z nich od ukonc¢eni MotoTamu nepodstoupil zadnou jinou 1é¢bu.

Protokol studie umoznoval dlouhodobou 1é¢bu MitoTamem (do max. 16 cykld) pouze
v rameni 1 (1.0 mg/kg). V rameni 2 (3.0 mg/kg) bylo umoznéno 1-krat opakovat 6-tydenni
1écebny cyklus, v rameni 3 (4.0 mg/kg) z divodu planovaného ukonceni studie nebylo
mozné U respondérd V terapii MitoTamem pokracovat. Vysledky CBR je proto nutné brat
s ohledem na tento fakt.

Pacienti P1 a P6 v rameni 1 byli MitoTamem Iéceni do dobu 12, resp. 9 mésict. Zaroven
se jednalo o prvni dva pacienty s nahodnym nalezem DVT a PE diagnostikovaném po 16.,
resp. 12. cyklu 1écby. Tyto AEs byly hodnoceny jako zavazné alécba MitoTamem byla
proto ukoncena. Pacient P6 m¢l v ptedchorobi PE, a byl antikoagulovan. K rozvoji TE
komplikace mohla kromé& MitoTamu pfispét samotna nadorova nemoc stejné jako fakt,
7ze MitoTam byl aplikovan cestou PICC, ktery byl uobou nemocnych implantovan
nad ramec standardné doporucené doby 3 mésici. Lipofilni povaha léku snadno pronikajici
do okolni tkan¢ a epitelu v misté vpichu podporuje vznik zanétu zily a trombosy, které
byly sledovany ve fazi |v pocatku studie. Preklinicky byla také pozorovana vyssi
biodistribuce MitoTamu Vv plicni tkani a pfitomnost kapic¢ek lipidi v cytoplazmé plicnich
bun€k, ktera jebézna uchemickych latek samfifilnim charakterem. Lze tedy fict,
ze MitoTam je pravdépodobné pouze jednim z n¢kolika rizikovych faktorti rozvoje TE.

Ostatni AEs byly unemocnych s RCC téméf vyhradné Gl, toxicky profil MitoTamu
u nemocnych s RCC v doporucené davce 3.0 mg/kg pro testovani ve fazi Il mize byt proto
hodnocen jako piiznivy.

Uspé&snost mitochondrialnich inhibitorti obecné je mala, a to bud’ z diivodu nizké &innosti
anebo toxicity, ktera nedovoluje navySeni davek do G¢innych hladin [Yap etal. 2023;
Christian etal. 2019]. Dosud je schvalen pouze jediny 1ék ztéto skupiny, venetoclax
(inhibitor BCL-2) pro 1écbu CLL [Ashkenazi etal. 2017]. Fazi |Gspésné prosli AG-
221 (AML) [DiNardo et al. 2021], CPI-613 (karcinom slinivky) [Alistar et al. 2017] nebo
IM156 (solidni nadory) [Janku et al. 2022] (tabulka 6).

Tabulka 6 - Mitochondrialni inhibitory pozitivné testované ve studiich faze I nebo podstupujici
testovani ve studiich faze I1/111

Testovany preparat Misto cileni | Indikacni skupina | Faze testovani Odkaz

Venetoclax BCL-2 CLL Testovani ukonéeno, | Ashkenazi et al. 2017
1ék schvalen
pro klinické pouziti

IM156 (lixumistat) OXPHOS solidni nadory | Janku et al. 2022
CPI-613 (devimistat) KGDH PC Il Alistar et al. 2017,
faze 11 PDH NCT03504423
AG-221 IDH2 AML b/l DiNardo et al. 2021

BCL-2= antiapoptoticky protein (B cell lymphoma), AML=akutni myeloidni leukémie, CLL=chronicka
lymfocytarni  leukémie, PC=karcinom slinivky, OXPHOS=oxidativni fosforylace, KGDH=alfa-
ketoglutaratdehyrogenaza, PDH=pyruvatdehydrogenaza, IDH2=isocitratdehydrogenaza.

3.3 MitoTam-01: Farmakokinetika MitoTamu

Data tykajici se detailni analyzy PK vysledki MitoTamu ve studii MitoTam-01 byla
zpracovana do publikace ,,Comprehensive statistical analysis of the pharmacokinetics,
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safety and clinical benefit rate of MitoTam in a single-center phase I/1b trial in patients
with metastatic solid tumors” submitované V dobé odevzdani habilitatni prace
do Therapeutic Advances in Medical Oncology.

3.3.1 Cile prace a metodika

PK analyza byla jednim z primarnich cili studie. Hlavni motivaci detailniho zpracovani
PK vysledki byla identifikace parametr zvySujicich pravdépodobnost klinického piinosu
nebo ovliviiujicich toxicitu MitoTamu.

Schéma odbért krve pro PK analyzu zhrnuje tabulka 7. Pfi hodnoceni vysledki bylo
zvazovano schéma 1éCby; podani MitoTamu D1, D3, D5 s biweekly opakovanim
Vv kohortach 0.25 - 3.0 mg/kg faze | (N=27) a 1.0 mg/kg ve fazi Ib (N=20) vs. podani
MitoTamu D1 weekly v kohortach 4.0 — 6.0 mg/kg faze | (N=10) a 3.0 — 4.0 mg/kg ve fazi
Ib (N=18).

Tabulka 7 - Schéma odbéri krve pro PK analyzu MitoTamu (M) ve studii MitoTam-01

Faze studie | Kohorty Schéma odbéri krve pro PK analyzu

| 0.25 — 3.0 mg/kg tésné pied a po aplikaci M, 30 min, 90 min, 3, 6, 12, 24,36 h
po aplikaci M

| 4.0 - 6.0 mg/kg tésné pied a po aplikaci M, 30 min, 90 min, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 168 h
po aplikaci M

Ib 1.0 mg/kg tésné pied a po aplikaci M, 30, 60, 90 min, 3, 6, 12, 24 h po aplikaci
M

Ib 3.0 a 4.0 mg/kg tésné pied a po aplikaci M, 30, 60, 90 min, 6, 12, 24 h po aplikaci M

Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances
in Medical Oncology.

Pro vypocet PK parametrii byl pouzit software Phoenix WinNonlin® verze 8.1. Pro kazdy
subjekt, den a cyklus 1é¢by byly stanoveny nasledujici PK parametry: maximalni sérova
koncentrace (Cmax), plocha pod kiivkou sérové koncentrace (AUC,.), doba do dosazeni
maximalni koncentrace (Tmax), distribuéni sérovy polocas (Tya), terminalni sérovy
elimina¢ni polo¢as (T,P), primérna doba zdrzeni (MRT), sérova clearance (CL),
distribu¢ni objem (V) a index akumulace.

Analyza PK parametri byla pouzita K testovani vlivu faze, kohorty, cyklu, dne a pohlavi
na5 % hladin€ vyznamnosti pro AUCq: a Cyax. PK parametry vyZadujici extrapolaci
elimina¢ni faze do nekone¢na (T,a, TyPB, MRT, CL) nebyly povazovany za hlavni
parametry pro statistickou korela¢ni analyzu.

Kromé deskriptivni statistické analyzy byla pro statistické hodnoceni pouzita
longitudinalni analyza dat T pomoci smiSenych modelli ndhodnych efekti
(tj. generalizovanych linearnich smisenych modeld [GLM]).

3.3.2 Vysledky

Charakteristiky pacientii

Analyzovana data celkem 75 pacientti zahrnujici pohlavi, vék, télesnou hmotnost, vysku
a index té€lesné hmotnosti (BMI) jsou uvedeny V tabulce 8. Mezi jednotlivymi kohortami
pacientd nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily, které by mohly ovlivnit vysledky
PK analyzy.
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Tabulka 8 - Demograficka data zafazenych pacientii (N=75)

Féaze 1 Davka Pramérny veék | Pohlavi | Vyska v.cm Véha v kg BMI
MitoTamu v letech (SD) | (M/Z) | (SD) (SD) v kg/m? (SD)
v mg/kg (N)
0.25(4) 59.75 (9.36) 212 172.75(9.91) | 72.67 (16.05) 24.61 (2.59)
0.5 (6) 50.67 (8.84) 2/4 167.00 (7.66) | 69.83(19.19) 24.85 (5.87)
1.0 (3) 47.33 (3.30) 2/1| 166.67 (13.82) 83.67 (4.19) 30.55 (3.96)
1.5@3) 59.67 (5.44) 2/1 | 172.00(10.71) | 106.33 (13.57) 36.66 (8.35)
2.25(6) 62.17 (8.32) 2/4 167.00 (8.91) | 78.20(13.78) 28.03 (3.93)
3.0(5) 61.40 (6.80) 2/3 | 169.80(11.57) | 83.60(17.00) 29.22 (6.74)
4.0(3) 65.33 (8.06) 1/2 165.33 (5.91) 66.33 (6.65) 24.46 (3.78)
5.0 (6) 66.50 (3.59) 4/2 172.67 (8.73) | 83.83(17.18) 27.79 (3.72)
6.0 (1) 68.00 (0.00) 1/0 180.00 (0.00) 87.00 (0.00) 26.85 (0.00)
Faze Ib 1.0 (20) 59.05 (9.66) 12/8 172.35(9.71) | 77.16 (18.37) 26.25 (5.10)
3.009 63.78 (8.69) 5/4 167.67 (8.62) | 79.11(17.85) 28.06 (5.77)
4.0(9 63.56 (5.54) 6/3 176.22 (8.40) | 83.89 (13.15) 27.01 (3.95)

Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances
in Medical Oncology.

N=pocet pacientii, SD=smérodatna odchylka, M=muz, Z=7ena, BMI=body mass index.

Farmakokinetika

PK analyza ukazala nizky extrakéni pomér arychlou distribuci MitoTamu do tkani.
Vétsina PK profili naznacovala mozné uvolnéni MitoTamu z tkdni nebo sérovych proteinil
zpét do séra, piiCemz tyto koncentrace byly cCasto vyS$i nez Vv dobé bezprostiedné
po intravendéznim podavani MitoTamu. Sekundéarni vrcholy sérovych hladin MitoTamu
byly pozorovany ve vSech kohortach faze | po¢inaje kohortou 1.5 mg/kg a vSech kohortach
ve fazi Ib.

Mezi jednotlivymi kohortami byla zaznamenana velk4 variabilita sérovych koncentraci
a PK parametrit MitoTamu (tabulky 9 a 10). Proto byla kromé popisné PK analyzy
provedena také longitudinalni analyza dat T2 pomoci GLM. Tato analyza potvrdila
vyznamny vliv davky na AUCo.t a Crax.

Tabulka 9 - Farmakokinetické parametry MitoTamu pacienti 1é¢enych ve fazi I

Faze 1, Kohorta 0.25 mg/kg (n = 4)

Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC, [ng*h/mL] 960.81 740.59 499.20 280.00 1720.00 1440.00
Chmax [Ng/mL] 302.70 223.46 304.50 133.50 385.00 251.50
Tmax [N] 0.43 0.43 0.50 0.08 0.5 0.42
Ty,a [h] 1.41 2.07 0.55 0.40 1.45 1.05
CL [mL/h/kg] 412.08 314.56 299.55 136.43 725.37 588.95
V, [mL/kg] 7315.35 7843.77 3527.90 2919.73 | 11661.85 8742.13
Akumulaéni index 1.16 0.22 1.08 1.00 1.29 0.29

Faze 1, Kohorta 0.5 mg/kg (n = 6)

Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC; [ng*h/mL] 444731 7805.87 1495.40 979.10 2148.90 1169.80
Cmax [Ng/mL] 1037.80 1523.36 500.00 229.00 764.00 535.00
Tmax [N] 0.11 0.10 0.083 0.083 0.083 0
T,0 [h] 1.26 0.72 0.90 0.70 2.00 1.30
CL [mL/h/kg] 265.91 167.58 271.10 127.70 404.65 276.95
V, [mL/kg] 11023.61 8281.26 | 10019.00 6713.15 | 13545.78 6832.63
Akumulaéni index 1.51 0.34 1.43 1.20 1.75 0.55
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Faze 1, Kohorta 1.0 mg/kg (n = 3)

Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 3068.52 1535.63 2160.3 1925.15 4405.6 2480.45
Crax [Ng/mL] 1019.11 772.26 669.00 469.50 1565.00 1095.50
Tmax [N] 0.27 0.21 0.08 0.08 0.5 0.42
T,0 [h] 0.81 0.43 0.60 0.40 1.30 0.90
CL [mL/h/kg] 342.28 123.22 403.50 186.10 447.58 261.48
V, [mL/kg] 9588.68 5745.49 8293.80 4887.75 | 14132.03 9244.28
Akumula¢ni index 1.21 0.16 1.21 1.07 1.30 0.22
Faze I, Kohorta 1.5 mg/kg (n = 3)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 14595.87 | 24224.16 3925.00 3115.80 | 15371.30 | 12255.50
Crax [Ng/mL] 2486.55 2424.98 1530.00 723.00 4180.00 3457.00
Tmax [N] 1.70 3.72 0.08 0.08 1.75 1.67
T,0 [h] 1.32 1.98 0.34 0.24 1.62 1.37
CL [mL/h/kg] 379.08 221.00 356.00 177.95 591.75 413.80
V, [mL/kg] 9975.18 6374.44 | 10149.30 3601.50 | 16261.80 | 12660.30
Akumula¢ni index 1.17 0.10 1.20 1.06 1.27 0.21
Faze I, Kohorta 2.25 mg/kg (n = 6)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 22250.33 | 17553.87 | 13461.75 8242.00 | 37726.73 | 29484.73
Crax [Ng/mL] 2734.68 1509.56 2435.00 1547.50 3450.00 1902.50
T max [N] 1.74 3.25 0.50 0.08 0.50 0.42
T,,a[h] 1.17 0.77 1.04 0.68 1.65 0.97
CL [mL/h/kg] 171.81 160.47 111.20 51.55 316.2 264.65
V, [mL/kg] 5347.69 6527.47 2174.9 1357.55 8769.35 7411.80
Akumula¢ni index 1.22 0.16 1.19 1.08 1.35 0.27
Faze I, Kohorta 3.0 mg/kg (n = 5)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 23783.81 | 17643.06 | 14704.70 | 12005.55 | 39495.65 | 27490.10
Crax [Ng/mL] 4204.00 3739.03 3040.00 1867.50 5035.00 3167.50
Tmax [N] 0.33 0.12 0.25 0.25 0.50 0.25
T,0 [h] 1.89 1.45 1.38 0.94 2.50 1.56
CL [mL/h/kg] 177.22 109.53 225.4 50.5 279.85 229.35
V, [mL/kg] 4384.36 2887.41 5406.80 1000.05 7257.45 6257.40
Akumula¢ni index 1.14 0.08 1.15 1.06 1.20 0.14
Faze 1, Kohorta 4.0 mg/kg (n = 3)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 27421.30 2487.66 | 28932.00 | 23914.40 | 29417.50 5503.10
Crax [Ng/mL] 3311.67 824.04 2980.00 2510.00 4445.00 1935.00
Tmax [N] 0.33 0.12 0.25 0.25 0.50 0.25
T,0 [h] 1.86 0.32 1.93 1.45 2.22 0.77
CL [mL/h/kg] 141.43 13.55 132.10 131.60 160.60 29.00
V, [mL/kg] 9135.16 1612.07 8434.60 7606.60 | 11364.30 3757.70
Akumula¢ni index X X X X X X
Faze I, Kohorta 5.0 mg/kg (n = 6)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 47833.12 | 36209.78 | 36341.20 | 21513.58 | 66428.85 | 44915.28
Crax [Ng/mL] 6395.00 3772.63 6100.00 2670.00 | 10067.50 7397.50
Tmax [D] 1.25 2.13 0.25 0.25 1.88 1.63
T,0 [h] 10.82 17.37 1.70 0.33 21.53 21.20
CL [mL/h/kg] 142.52 65.56 133.15 87.30 216.6 129.30
V, [mL/kg] 9858.40 6127.42 7716.75 4221.05 | 17917.28 | 13696.23
Akumula¢ni index X X X X X X
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Faze 1, Kohorta 6.0 mg/kg (n = 1)

Promér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,, [ng*h/mL] 119682.50 0| 119682.50 | 59841.25 | 59841.25 0
Crax [Ng/mL] 15800 0 15800 7900 7900 0
Tmax [N] 0.25 0 0.25 0.125 0.125 0
T,a[h] 5.39 0 5.39 2.70 2.70 0
CL [mL/h/kg] 49.7 0 49.7 24.85 24.85 0
V, [mL/kg] 1964.3 0 1964.3 982.15 982.15 0
Akumulaéni index X X X X X X

Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances

in Medical Oncology.

AUC,.=plocha pod kiivkou, Cp.= maximalni sérova koncentrace, Tn.= doba do dosazeni Cpay, T,0=
distribu¢ni sérovy polocas, CL= sérova clearance, V,, distribuéni objem, X: neprovedeno/neznamo,
SD=smérodatna odchylka, Ql=prvni kvartil (tj. 25-ty percentil), Q3=tieti kvartil (tj. 75-ty parcentil),
IQR=mezikvartilové rozpéti, tj. Q3-Q1.

Tabulka 10 - Farmakokinetické parametry MitoTamu pacientii 1é¢enych ve fazi Ib

Faze Ib, Rezim 1: 1.0 mg/kg (n = 20)

Priamér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC, [ng*h/mL] 34891.56 | 30941.63 | 28427.90 9929.95 | 49214.08 | 39284.13
Chmax [Ng/mL] 4461.43 3497.12 3670.00 2116.25 6300 4183.75
Tmax [N] 0.42 0.34 0.25 0.25 0.50 0.25
Ty,a [h] 1.56 6.04 0.40 0.31 0.63 0.32
CL [mL/h/kg] 69.37 105.89 21.55 12.35 62.23 49.88
V, [mL/kg] 2325.08 2467.06 1319.75 892.95 2813.28 1920.33
Akumula¢ni index 2.34 3.37 1.61 1.14 2.15 1.01
Faze Ib, Rezim 2: 3.0 mg/kg (n = 9)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC, [ng*h/mL] 38181.86 | 28141.25 | 29585.50 | 15334.95 | 53474.25 | 38139.30
Chmax [Ng/mL] 5483.00 2991.03 4800.00 2860.00 7302.50 4442.50
Tmax [N] 0.67 1.64 0.50 0.25 0.50 0.25
Ty,a [h] 1.28 2.43 0.58 0.37 0.92 0.56
CL [mL/h/kg] 100.70 81.67 71.00 32.90 146.30 113.40
V, [mL/kg] 1904.29 1090.85 1486.95 961.35 2711.57 1750.23
Akumula¢ni index 1.01 0.02 1.00 1.00 1.01 0.01
Faze Ib, Rezim 3: 4.0 mg/kg (n = 9)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC, [ng*h/mL] 39895.81 | 39727.58 | 28570.00 | 19430.30 | 44191.30 | 24761.00
Chmax [Ng/mL] 6201.54 2722.02 6060.00 3980.00 7730.00 3750.00
Tmax [N] 1.01 3.73 0.5 0.25 0.5 0.25
Ty,a [h] 1.80 2.11 1.05 0.56 2.01 1.45
CL [mL/h/kg] 120.24 72.06 100.70 62.75 183.53 120.78
V, [mL/kg] 2450.61 3498.82 1537.60 1129.48 2138.53 1009.05
Akumula¢ni index 1.01 0.02 1 1 1.003 0.00
Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances

in Medical Oncology.

AUC,=plocha pod kiivkou, Cn.= maximalni sérova koncentrace, Tn.= doba do dosazeni Cpay, T,0=
distribuéni sérovy polocas, CL= sérova clearance, V,, distribu¢ni objem, X: neprovedeno/neznamo,
SD=smérodatna odchylka, Ql=prvni kvartil (tj. 25-ty percentil), Q3=tieti kvartil (tj. 75-ty parcentil),
IQR=mezikvartilové rozpéti, tj. Q3-Q1.
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Vztah mezi PK a CBR

Statisticka analyza (za pouziti GLM) odhalila nevyznamné dopady PK parametri AUCy.
(hrani¢ni p=0,072) a Cpax V séru (p=0,999) na CBR. Mezi PK parametry respondérti a non-
respondért nebyl prokazan signifikantni rozdil (tabulka 11). Nicméné primér AUC.
a Chax U respondért 1écenych v rezimu 2 byl nesignifikantné vyssi nez u non-respondérti.
Tabulka 12 srovnava respondéry s RCC vs. respondéry S jinymi malignitami. U pacientl
s RCC byla prokazana vyssi expozice MitoTamu, vyssi byla také Cyax @ AUCy. V rezimech
1a2. Srovnani PK parametri zminénych skupin nebylo rovnéz statisticky signifikantni.

Expozice MitoTamu se s pfibyvajicim po¢tem cykla 1é¢€by u respondérii neménila.

Tabulka 11 - PK parametry respondéri a non-respondéri lééenych MitoTamem ve fazi Ib

Rezim 1: RESPONDERI (n = 6)

Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 27217.16 | 35874.16 | 14680.90 | 4247.60 | 30964.50 | 26716.90
Crax [N@/ML] 3093.26 2644.58 2230.00 935.00 5370.00 |  4435.00
T, [h] 0.82 1.14 0.39 0.31 0.67 0.36
Rezim 1: NON-RESPONDERI (n = 14
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 36415.34 | 27817.43 | 30067.30 9955.20 | 57898.60 | 47943.40
Cax [N@/ML] 4850.31 4017.83 3930.00 1827.50 7000.00 | 5172.50
T,a[h] 1.63 6.22 0.43 0.31 0.77 0.45
Rezim 2: RESPONDERI (n = 7)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 42373.73 | 29422.60 | 37605.80 | 17328.70 | 57150.00 | 39821.30
Crax [N@/ML] 5908.97 2980.33 5140.00 3410.00 7380.00 | 3970.00
T,0 [h] 1.22 2.26 0.66 0.38 0.95 0.57
Rezim 2: NON-RESPONDERI (n = 2)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 2122337 | 11552.67 | 15790.50 2932.55 | 28012.00 | 15079.45
Cuax [Ng/ML] 3518.89 672.14 2740.00 2085.00 5215.00 |  3130.00
T,0 [h] 1.51 3.02 0.49 0.37 0.75 0.38
Rezim 3: RESPONDERI (n = 1)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 56051.02 | 88631.26 | 1724855 | 14352.45 | 78629.75 | 64277.30
Cax [Ng/ML] 7003.33 374.75 6020.00 2957.50 | 095250 |  7995.00
T,0 [h] 1.28 0.79 1.47 0.39 2.07 1.68
Rezim 3: NON-RESPONDERI (n = 8)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
AUC,. [ng*h/mL] 36958.50 | 19516.34 | 32625.30 | 22142.40 | 49225.05 | 27082.65
Cax [Ng/ML] 6055.76 2266.87 6060.00 |  4065.00 7580.00 | 3515.00
T,0 [h] 1.87 2.24 1.04 0.56 2.08 1.51
Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances

in Medical Oncology.

AUC,=plocha pod kiivkou, Cn= maximalni sérova koncentrace, Ty,a= distribuéni sérovy polo¢as, CL=
sérova clearance, SD=smérodatna odchylka, Q1=prvni kvartil (tj. 25-ty percentil), Q3=tteti kvartil (tj. 75-ty
parcentil), IQR=mezikvartilové rozpéti, tj. Q3-Q1.
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Tabulka 12 - PK parametry respondéri s RCC a respondéri s jinymi diagnézami 1é¢enych
MitoTamem ve fazi Ib

Rezim 1: RESPONDERI RCC (n = 2)

Primér SD Median Q1 Q3 IOR
AUC,, [ng*h/mL] 38307.03 | 50468.62 | 13503.85 5489.40 | 68625.45 | 63136.05
Cunax [Ng/mL] 3213.88 3208.41 1570.00 941.50 6560.00 | 5618.50
T, [h] 1.02 1.09 0.56 0.38 1.20 0.82

Rezim 1: RESPONDERI NON-RCC (n = 4)

Primér SD Median Q1 Q3 IOR
AUC,, [ng*h/mL] 21268.49 | 16483.64 | 19824.10 427468 | 32202.38 | 27927.70
Cunax [Ng/mL] 3129.06 2341.53 3225.00 607.00 5195.00 |  4588.00
T, [h] 0.66 1.08 0.34 0.24 0.58 0.34

Rezim 2: RESPONDERI RCC (n = 3)

Primér SD Median Q1 Q3 IOR
AUC,, [ng*h/mL] 41820.56 | 20982.20 | 49690.00 | 21111.25 | 57802.55 | 36691.30
Cnax [Ng/mL] 6219.41 2671.45 5770.00 3955.00 8530.00 |  4575.00
T, [h] 0.93 0.82 0.66 0.36 0.89 0.53

Rezim 2: RESPONDERI NON-RCC (n = 4)

Primér SD Median Q1 Q3 IQR

AUC, [ng*h/mL] 41255.45 | 34563.95 | 29365.90 | 14790.70 | 49680.00 | 34889.30
Cunax [Ng/mL] 5338.64 3171.58 4480.00 2720.00 730250 |  4582.50
T,.a [h] 1.44 2.87 0.57 0.41 1.08 0.67

Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances
in Medical Oncology.

AUC, =plocha pod kiivkou, Cn= maximalni sérova koncentrace, T,,a= distribuéni sérovy polocas, CL=
sérova clearance, SD=smérodatna odchylka, Q1=prvni kvartil (tj. 25-ty percentil), Q3=tteti kvartil (tj. 75-ty
parcentil), IQR=mezikvartilové rozpéti, tj. Q3-Q1. Pozn.: PK parametry 1 non-RCC respondéra lé¢eného
rezimem 3 nejsou v tabulce zahrnuty.

Vztah mezi PK a toxicitou MitoTamu

Klinické sledovani toxicity MitoTamu ve fazi | korelovalo sdavkou MitoTamu. PK
parametry AUCy.t, Cmax, T, @ CL MitoTamu byly v kohortach 4.0 — 6.0 mg/kg faze
| signifikantné prodlouzeny ve srovnani s kohortami 0.25 — 3.0 mg/kg (tabulka 9). Ve fazi
Ib byla toxicita MitoTamu ve weekly rezimu 3 vyrazné¢ vys$i Ve srovnani S rezimem
2. ZPK pohledu nebyly mezi rezimy 2 a 3 zjistény signifikatni rozdily v AUCq.t, Cmax
a CL. Nicmén¢ distribu¢ni poloc¢as T,,o MitoTamu v rezimu 3 byl ve srovnani s rezimem
2 vyznamn¢ delsi (1,80 h, SD = 2,11 vs. 1,28 h, SD = 2,43, p=0,007). Hypotéza o depleci
vazby albuminu a vyssi volné frakci MitoTamu Vv rezimu 3 nebyla potvrzena. Rozdil Ta
nebyl rovnéz zptsoben odchylkami Vv hladinach celkové bilkoviny. Primérné hodnoty
zminovanych parametrt jsou uvedeny Vv tabulce (tabulka 13).
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Tabulka 13 - Celkova bilkovina a albumin v séru pacientii 1é¢enych MitoTamem ve fazi Ib

Faze Ib, Rezim 1: 1.0 mg/kg (n = 20)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
S — celkova bilkovina (g/L) 71.00 9.23 72.65 66.85 75.95 9.1
S —albumin (g/L) 34.20 3.07 33.70 32.78 37.15 4.38
Faze Ib, Rezim 2: 3.0 mg/kg (n = 9)
Pramér SD Median Q1 Q3 IQR
S — celkova bilkovina (g/L) 73.08 2.83 73.40 72.40 74.45 2.40
S —albumin (g/L) 35.32 3.15 34.00 32.72 38.70 5.95
Faze Ib, Rezim 3: 4.0 mg/kg (n = 9)
Primér SD Median Q1 Q3 IQR
S — celkova bilkovina (g/L) 72.80 6.98 71.50 66.35 79.05 12.70
S —albumin (g/L) 35.30 2.74 34.70 33.45 36.95 3.50

Tabulka obsahuje data publikované v praci Bartosova etal. submitované do Therapeutic Advances
in Medical Oncology.

SD= smétodatna odchylka, Ql=prvni kvartil (tj. 25-ty percentil), Q3=tieti kvartil (tj. 75-ty parcentil),
IQR=mezikvartilové rozpéti, tj. Q3-Q1.

3.3.3 Souhrn
PK analyza podporuje vysledky bezpecnosti aklinické aktivity MitoTamu.
Farmakokinetika MitoTamu odpovida dvou-kompartmentovému modelu s velkou

distribuci MitoTamu do tkani a naslednym uvolnénim zpét do séra. PK analyza podporuje
také vysledky pozorovani toxicity MitoTamu. Ve fazi | byl prokazan signifikantni rozdil
ve vSech sledovanych PK parametrech v kohortach 4.0 6.0 mg/kg, vefazi Ib
signifikantn¢ delsi distribu¢ni polocas Vv rezimu 3. Hypotéza o depleci vazby albuminu
a vyssi volné frakci MitoTamu v Krvi nebyla potvrzena. Podrobna PK analyza vztahujici
se k toxickému profilu MitoTamu podporuje diive doporu¢enou davku 3.0 mg/kg a tydenni
schéma podavani MitoTamu jako optimalni pro dalsi testovani. Vztah PK a CBR nebyl
statisticky signifikantni, ale pacienti sRCC m¢li vétsi expozici MitoTamu Ve srovnani
S ostatnimi respondéry, coz lze vysvétlit preferenéni akumulaci MitoTamu Vv ledvinach.

3.3.4 Diskuze

Preklinické testovani MitoTamu prokézalo jeho preferencni akumulaci v ledvinach,
nadledvinach, plicich, sleziné a v jatrech, ato 2-10 -krat vy$$i nez odpovidalo podané
davce.

Vyssi hladina metabolitu N-desmethyl-MitoTam v jatrech a duodenu byla zjisténa béhem
prvnich 24 hodin po podani, zatimco koncentrace V ledvinach v pribéhu jednoho tydne
stabiln¢ stoupala, coz naznacuje akumulaci spiSe nez metabolizaci MitoTamu v tomto
organu [Stemberkova-Hubackova et al. 2022]. Klinicka pozorovani podporuji preklinicka
data 0 vylu¢ovani MitoTamu jatry a zZlu¢ovymi cestami, nikoli ledvinami.

Detekovatelna koncentrace MitoTamu byla u vétSiny pacientd pozorovana i 168 hodin
po zahdjeni infuze. To podporuje mysSlenku velkého distribu¢niho objemu a vysokeé
tkanové afinity MitoTamu. Z etického hlediska by série biopsii nadord, jater a/nebo ledvin
pacientl byla neakceptovatelnd, proto se v otazce velkého distribu¢niho objemu MitoTamu
odkazujeme na pre-klinické testovani [ Stemberkova-Hubackova et al. 2022].

S ohledem na toxicitu MitoTamu (popsana detailn¢ v ¢lanku publikovaném v eClinMed)
byla testovana hypotéza snizené/vycerpané vazby MitoTamu na sérové proteiny a vyssi
volné frakce MitoTamu Vv Krvi. Tato hypotéza nebyla potvrzena, lze tedy zjednodusené fict,
ze toxicita je davkové zavisla. Vyznamné delsi T,o ajiz vyCerpany proces eliminace
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davky 4.0 mg/kg by mohl vést ke zvySenému riziku AEs ataké k prodlouzeni tydenni
intervall aplikace mezi dvéma lécebnymi cykly. Davka 3.0 mg/kg (weekly rezim 2) byla
proto navrzena za optimalni pro dalsi testovani z klinického i farmakologického hlediska.

Hypotéza, ze CBR MitoTamu souvisi sjeho metabolizaci (PK parametry) nebyla
potvrzena. To pravdépodobné souvisi S velkym distribucnim objemem MitoTamu,
vysokou permeabilitou do bunék avysokou vazbou natkanové slozky. Preklinické
testovani dokumentovalo vysokou akumulaci MitoTamu v ledvinach, coz mize vyznamné
ptispivat K vysoké ucinnosti MitoTamu uRCC. Toto pozorovani jsme evidovali také
na klinické urovni, a prestoze vysledky PK nebyly statisticky signifikantni, povazujeme jej
za klicové.

3.4 MitoTam-01: U¢innost MitoTamu na tirovni periferni krve (CTCs)

Parciélni vysledky tykajici se analyzy CTCs U nemocnych s RCC byly publikovany jako
soucast prace ,,Mitochondrially targeted tamoxifen as anticancer therapy: Case series
of patients with renal cell carcinoma treated in a phase I/Ib clinical trial” [Bielcikova et
al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023]. Komplexni vysledky analyzy CTCs
budou publikovéany separatné.

3.4.1 Cile prace a metodika

Soucasti studie MitoTam-01 byl vyzkumni zdmér tykajici se stanoveni CTCs v Krvi a vlivu
MitoTamu najejich pocet, morfologii a funkénost mitochondridlni sité a expresi gent
spojenych S mitochondridlnim metabolismem za i¢elem sledovani dynamiky onemocnéni.

Krev (2- krat 8ml, EDTA) pro testovani CTCs byla odebrana v obdobi screeningu do faze
Ib studie MitoTam-01 a nasledné pied podanim lécby v den 5 prvniho a ¢tvrtého cyklu
lécby (C1D5 a C4D5) u pacientd 1éCenych davkou 1.0 mg/kg av C6D1 u pacientt
lé¢enych davkou 3.0 nebo 4.0 mg/kg. V piipadé opakovani 1é¢by u respondéri byly vzorky
krve odebrany analogicky (v D5-C5, -C8, -C9, -C12, -C13a-C16 vrezimu 1 anebo
v D1C12 rezimu 2).

Proizolaci CTCs zperiferni krve byla pouzita separace dle velikosti (MetaCell®)
[Kolostova et al. 2014, Bielcikova et al. 2017; Jakabova/Bielcikova et al. 2021; Jakabova
et al. 2017]. Nasledné byly CTCs kultivovany in vitro po dobu 3-5 dni.

Cytomorfologicka analyza CTCs byla zaloZena na vitalnim fluorescencnim barveni jadra
(NucBlue™), cytoplazmy (Celltracker™) a mitochondrii (MitoTracker™). Analyza
morfologickych zmén mitochondrii zahrnovala hodnoceni pomoci obrazové analyzy
ImageJ algoritmu MINA [Valente AJ etal. 2017]. Po zhodnoceni cytomorfologickych
parametri  byly  buiiky uskladnény v RLT  (roztok  guanidinizothiokyanatu
s betamerkaptoetanolem, Qiagen) a zamrazeny pro dalsi molekularni analyzu RNA/DNA
a/nebo fixovany piimo na separa¢ni membran¢ pro imunohistochemickou analyzu.

Pro analyzu genové exprese byla pomoci pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen) Vyizolovana
RNA z CTCs-separované frakce. RNA z periferni krve (z frakce bilych krvinek, tzv. white
blood cell, WBC fraction) byla izolovana pro porovnani s CTCs frakci jesté pied CTCs
separaci. Kvalita/koncentrace RNA byla méfena pomoci piistroje NanoDrop
(ThermoFisherScientific). Pro vytvoifeni cDNA byl pouzit High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (ThermoFisherScientific). Analyza genové exprese byla provedena
pomoci FastTagman chemie sTagman MGB-sondami pro vSechny testované geny
(ThermoFisherScientific). Exprese jednotlivych skupin gent byla porovnavana mezi CTCs
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a WBC-frakci. Do testovani byly zafazeny geny, jejichZz genova exprese souvisi s Cinnosti
mitochondrii, s apoptézou a/nebo definuje cile molekularni terapie (tabulka 14).

Tabulka 14 - Seznam genii testovanych v ramci analyzy genové exprese ve vzorcich CTC

Gen Nazev Popis funkce
KRT18 Keratin Stavebni jednotka pro epitelialni buiiky
VIM Vimentin Stavebni jednotka mesenchymalnich bunék
VEGF Vaskularni endotelovy rustovy faktor Indukce angiogenezy
Hypoxii indukovatelny faktor 1-alfa Indukce angiogenezy, reguluje VEGF expresi
HIFla za podminek hypoxie bunky
Multidrug resistance-associated protein
MRP1 1 Efluxni pumpa, asociovana S chemorezistenci
Asociovan se SOX2, aktivni v kmenovych
POUS5F1 Transkripéni faktor 4 vazajici oktamer | bunkach
Asociovan se POUSF, SOX12, aktivni
SOX2 SRY - box transkrip¢ni faktor 2 v kmenovych buinikach
SOD2 Superoxiddismutdza 2 Neutralizuje superoxidové radikaly
Gen mitochondrialniho genomu
kodujici protein NADH-ubichinon
MT-ND1 oxidoreduktazového fetézce 1 Definice ¢innosti mitochondrii
CD274 (PDL1) | Programmed death-ligand 1 Marker asociovan s indikaci k imunoterapii
Transkripéni faktor, nanog
NANOG homeoprotein Asociovan s kmenovymi buiikami
BCL2 Associated X, Apoptosis
BAX Regulator Regulator apoptdzy
BCL2 B-buné¢ny lymfom- 2 protein Anti- apoptoticky regulator
CASP3 Kaspéaza 3 Marker aktivace apoptozy
CASP8 Kaspaza 8 Marker aktivace apoptozy
CAT Katalaza Oxidace hydroxyperoxidu
IL183 Interleukin-1 beta Proinflamatorni cytokin
Mitochondrialné kédovana
membranova podjednotka ATP syntazy | Definuje mitochodnrialni metabolickou
MT-ATP6 6 funkénost
Podjednotka jaderného faktoru Kappa
NFKB1 B1 Indukce transkripce proinflamatornich cytokini
Nuclear factor erythroid 2-related
NFE2L2 factor 2 TF regulujici expresi antixodantl
TXN Thioredoxin Antioxidant pro udrZeni redoxniho stavu buiky
NRP1 Neuropilin 1 Tyrosinkinazovy receptor pro VEGF
PRDX3 Peroxidaza Thioredoxin- zavisla peroxidaza, antioxidant

Pocet CTCs mezi jednotlivymi odbéry byl hodnocen jako progredujici (PD) V ptipadé,
ze jejich pocet dosahl minimalné dvounasobku po¢tu CTCs z ptedchoziho vysetfeni. Stejné
tak piipady, kdy aktivita mitochondrii CTCs (dle hodnoceni Mitotracker™) nebyla
po 1é¢bé MitoTamem zménéna, byly hodnoceny jako PD. Naopak piipady progredujiciho
poctu CTCs, ukterych doslo k vyznamnému tubytku sit¢ mitochondrii po lécbe
MitoTamem byly hodnoceny jako stabilizace (SD). Pocet CTCs nakonci 1écby byl
porovnan se screeningovym poctem CTCs. Finalni hodnoceni (PD vs. SD) bylo vztazeno
k po¢tu CTCs aaktivit¢é mitochondrialni sité, pfi¢emz byla brana v potaz také dilci
hodnoceni v priibéhu 1écby. Hodnoceni CTCs bylo korelovano s klinickym hodnocenim
odpovédi na 1écbu (CBR).

Rozdily mezi testovanymi skupinami (napt. v po¢tu CTCs pro jednotlivé skupiny) byly
porovnany pomoci Mann- Whitney testu (GenEx vs. 6, Multid software).
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3.4.2 Vysledky

V ramci klinického hodnoceni MitoTam-01 bylo hodnoceni CTCs provedeno u 38-mi
pacientl zatazenych do faze Ib studie. Pocet vySetieni CTCs se U jednotlivych pacientt
ligil dle poctu 1é¢ebnych cyklu latkou MitoTam.

Analyza poc¢tu CTCs

Ve skupiné pacientll (N=20) 1é¢enych davkou 1.0 mg/kg a neodpovidajicich na 1é¢bu (non-
respondéri, NR) byly v dobé screeningu iV pribéhu celé terapeutické intervence
detekovany vyssi pocty CTCs nez ve skupiné respondéru (R), ktera na lécbu odpovidala
(p<0.02) (obrazek 4). Podobné pacienti 1é¢eni davkou 3.0 mg/kg (N=9) nebo 4.0 mg/kg
(N=9) neodpovidajici na 1é¢bu vstupovali do studie se signifikantné vyssim poctem CTCs
nez respondéii (363 vs. 1900 CTCs) (obrazek 5). Analyza poctu CTCs tedy mize
predikovat dosazeni klinické odpovédi nemoci na 1é€bu. Pacienti s vysokym poctem CTCs
(> 1000 CTC /8 mL) pied zahajenim a Vv prubéhu 1é¢by odpovidali na Ié¢bu signifikantné
hife ve srovnani s pacienty s niz§im poc¢tem CTCs (< 1000) (p=0.02).

Analyza poc¢tu CTCs unemocnych s RCC (N=6) lécenych davkou 1.0 mg/kg (rezim 1,
N=3) nebo 3.0 mg/kg (rezim 2, N=3) byla po 12 cyklech (v obou rezimech), resp.
16 cyklech 1é¢by (u pacienta P1 léceného rezimem 1) v korelaci s klinickym benefitem
(tabulka 15). Naopak, ¢asné stanoveni CTCs pied podanim 4. cyklu/8 tydnem 1é¢by
(uvsech pacientt Vrezimu 1) nekorelovalo s pozitivnim klinickym hodnocenim
dle RECIST 1.1. Navzdory zvySeni poétu postradaly CTCs aktivni mitochondrie (obrazek
6C a6D), atozejména u dlouhodobé 1éCenych pacienti. Pocet CTCs pied 1écbou
u klinicky  progredujiciho pacienta P20-1.0 byl signifikantné¢ vys$§i Ve srovnani
s respondéry (obrazek 7).
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Obrazek 4 - Primérny pocet CTCs u respondéri (R) a non-respondéri (NR) 1é¢enych v rezimu 1 faze
Ib studie

Pocty tecek odpovidaji poctu pacienti testovanych pied jednotlivymi cykly (C) 1écby
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Pocty CTCs v kohorté -Ib zobrazeny pramérné hodnoty pro skupinu
respondérli (R) a non- respondért (NR) dle CT zobrazeni

5000
4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500

1000 363 318,3333333
1127,916667
500 >

A B C
=@=—CT-SD CT-PD

1900 1954,545455

1750,681818

Obrazek 5 - Primérny pocet CTCs u respondérii (R) a non-respondéri (NR) 1é¢enych v rezimech
2 a 3 faze Ib v pribéhu 1é¢by (A- zacatek 1é¢by, B- po prvni aplikaci MitoTamu, C- ukon¢eni 1é¢by)

Tabulka 15 - Hodnoceni CTCs v korelaci s klinickym hodnocenim u¢innosti 1é¢by (CBR) u nemocnych

s RCC
Cislo pacienta (P) a ddvka MitoTamu (mg/kg)
P1-1.0 P6-1.0 P20-1.0 P3-3.0 P6-3.0 P9-3.0
Screening 75 15 5250 525 65 1000
C4D5 625 1000 250 X X X
CceD1 X X X 1000 100 1000
Hodnoceni CTCs 1 PD PD SD SD SD SD
CBR1 SD SD PD SD SD SD
C8D5 5000 1000 X X X X
C12D1/D5 200 155 X 1000 X 1000
Hodnoceni CTCs 2 SD SD X SD X SD
CBR 2 SD PR X SD X SD
C16D5 400 X X X X X
Hodnoceni CTCs 3 SD X X X X X
CBR 3 SD X X X X X
Finalni hodnoceni SD SD SD SD SD SD
CTCs
Finalni hodnoceni SD PR PD SD SD SD
CBR
Tabulka obsahuje data publikované v praci Bielcikova et al.Therapeutic Advances in Medical Oncology

2023.

Pocet CTCs z jednotlivych odbért je primérem ze dvou méfeni provedenych D3 a D5 kultivace CTCs. Jako
progrese (PD) po¢tu CTCs je hodnoceno minimalné dvounasobné zvyseni po¢tu CTCs oproti pfedchozimu.
Stabilni po¢et CTCs/snizeni poétu CTCs je hodnoceno jako stabilizace (SD). Klinicky benefit 1é¢by (CBR)
je hodnocen dle kritérii RECIST 1.1. Finalni hodnoceni je zaloZzeno na srovnani po¢tu CTCs pted 1éEbou
a nakonci 1é¢by, nicméné zohlediuje vysledky parcialnich hodnoceni 1-3. Diskordantni nalezy CTCs vs.
CBR jsou vyznaceny tu¢né. C=cyklus, D=den, CTCs=cirkulujici nadorové buitky, CBR=klinicky benefit
lécby, SD=stabilizace nemoci, PR=parcialni regrese, PD=progrese nemoci, X=odbér krve neproveden

dle protokolu studie.
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Obrazek 6 - Mitochondrie v cirkulujicich nadorovych buiikach (CTCs) rostoucich in vitro
na separa¢ni membrané (MetaCell®)

Panely A-B: CTCs kontrolnich pacienti neléenych MitoTamem: mitochondrialni sit” fuzovanych
mitochondrii. Panely C-D: CTCs pacientii se svétlobunéénym renalnim karcinomem (ccRCC) po podani
MitoTamu ztraci aktivni mitochondrie. MéFitko=8um.
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Obrazek 7 - Priimérny pocet CTCs u respondéri (R) a non-respondéri (NR) s RCC
Obrazek obsahuje data publikované v: Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023.
Do hodnoceni bylo zafazeno 6 pacientii s RCC. Hodnoceni poétu CTCs bylo provedeno po kazdém 4. cyklu
v rezimu 1 a po kazdém 6. cyklu v rezimu 2. Respondéti (N=5) méli v prib&hu 1é&¢by MitoTamem stabilni

pocet CTCs. Non-responder (N=1) m¢l v dobé& screeningu (screening NR) i po 1. cyklu MitoTam (C1 NR)
vyssi pocet CTCs Ve srovnani s R (screening R, C1 R).
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Analyza morfologickych zmén mitochondrii

Bylo prokazano, ze MitoTam meéni v prubéhu 1écby charakter mitochondridlni sité,
a to hned n¢kolika zptsoby:

1)
2)

3)

4)

aktivng respirujici mitochondrialni sit’ byla redukovana (obrazek 6C a 6D),
mitochondrialni sit’ se ménila Vv jednotlivé individualné se vyskytujici mitochondrie
— ptechod z ,,fusion” do ,,fission” mitochondrii (obrazek 8B),

tubularni mitochondrie se Casto pod vlivem terapie ménili na,loops — kulaté
utvary predstavujici nejstabilngjsi mitochondrialni formu (obrazek 9),

u dlouhodobé 1é¢enych pacienti byly pozorovany bunky bez aktivnich

mitochondrii s velkym jadrem (obrazek 9).

Obrizek 8 - U¢inek MitoTamu na buiiky primarniho nadoru ledvin (in vitro)

A: Pted podanim MitoTamu, B: po podani MitoTamu (inkubace 48 h)
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Obrazek 9 - U¢inek MitoTamu na buiiky priméarniho nadoru ledvin (in vitro)

A: Pied aplikaci MitoTamu, B: po aplikaci MitoTamu (inkubace 48 h), C: po aplikaci Mitotamu 72 h, D:
po aplikaci MitoTamu 96 h.

Analyza genové exprese CTCs

Porovnanim profili genové exprese U respondéri anon-respondéri jsme detekovali
signifikantni rozdil zejména v genech regulujicich antioxida¢ni drdhy mitochondrialniho
metabolismu (tabulka 16). Pro ovéfeni, zda se skuteéné jedna o geny, které byly
indukovany nebo utlumeny v disledku terapie MitoTamem, byly provedeny experimenty
na arovni primarnich bunéénych kultur (nddorové bunky izolovany z primarnich nadord
(PT) ledvin pfi chirurgickych zakrocich). Buiiky, nanéz jsme pusobili MitoTamem
prokazovaly zvySeni exprese gend antioxidacnich drah (tabulka 16) obdobné, jak tomu
bylo v testovanych vzorcich CTCs.

Vysledky relativni genové exprese jsou graficky zobrazeny v obrazku 10. MitoTam v PT
karcinomu ledvin ovliviioval expresi gent jako SOX2, PD-L1, BAX, BLC2, TXN, CAT,
CASP3, CASP8, SIRT3, MT-ATP6, PRXDX3 a NRP1. Zvyseni exprese téchto geni
je reakci nadorové buiky na potiebu zachovani mitochondrialniho metabolismu, kterou
se snazi kompenzovat pomoci zmén exprese genli TXN, CAT, PRDX2. SoubéZné,
s aktivaci téchto detoxikacnich drah dochazelo k aktivaci pro-apoptotickych genti BAX,
CASP3, CASP8. Expresi anti-apoptotického genu BCL-2 Ize povazovat za induktor
biogeneze mitochondrii. ZvySena exprese NRPL spolu s SIRT3 mohou mit pozitivni
prognosticky dopad.
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Tabulka 16 - Analyza genové exprese pacientii lé¢enych ve studii MitoTam-01

Vzorek PT CTCs
Gen Kontrola vs. MitoTam R vs. NR
1 KRT18 1 1
2 VIM X X
3 VEGF 1 0
4 HIF1A 0 0
5 MRP1 1 0
6 POUSF 0 1
7 SOX2 0 1
8 SOD2 1 0
9 MT-ND1 0 1
10 CD274 0 0
11 NANOG 1 0
12 BAX 1 0
13 BCL2 1 1
14 TXN 1 0
15 CASP3 1 0
16 CASP8 1 0
17 CAT 1 0
18 SIRT3 1
19 IL1B 0 0
20 MT-ATP6 0 1
21 NFKB1 1 0
22 NFE2L2 1 0
23 PRDX3 1 0
24 NRP1 1
netestovano
signifikantn
i snizeni
gen.
Analyza je zobrazena relativné v ¢islech: exprese
0 — sniZena exprese, 1- zvySena exprese v porovnani s kontrolni skupinou. Kontrolni signifikantn
skupinou u primarnich tumort (PT) je skupina bez ptidaného 1é¢iva. Kontrolni skupinou i zvySeni
u CTCs je skupina respondéru (R), ktera je porovnana s non-respondéry (NR). gen.
exprese
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Relativni mnozstvi RNA (fold change) u primarnich nador ledvin -
kultivovano in vitro a [é¢eno MitoTamem
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Obrazek 10 - Genova exprese v kultufe primarniho nadoru ledviny pied a po 1é¢bé MitoTamem

Genova exprese CTCs Vv kohorté generalizovanych pacientii (S riznymi malignitami)
postupyjicich 1écbu MitoTamem se u respondérti a non-respondért lisila (obrazek 11).
U respondérti byla zvySena genova exprese HIF1A a VEGF coz naznacuje, ze respondéfi
patii do skupiny pacientt s HIF1A-zavislymi nadory. U respondérii byl také zaznamenan
vyssi vyskyt RNA pro efluxni pumpu MRPI1, zvySena exprese PDL1 (CD274), pro-
apoptického proteinu CASP3 a detoxifikacnich enzymui (CAT, PRDX3, TXN).

Ve skupiné pacientii neodpovidajicich na lécbu byla zvySena exprese mitochondridlnich
genit (Mt-ND1, mt-ATP6), anti-apoptotického genu BCL2 a markerti pro nadorové
kmenové bunky (SOX2 a POUSF).

g Relativni mnozZstvi RNA v CTCs - in vitro a lé¢eno MitoTamem /fold
change log2 /

4 4

el LI o ol 1l
OOEU-<.\—1LI-N.r\!H<I‘LD><Nm u;kogdngw
CSErXz338282394G S gdzR 2o
2 &« >IsS0% a8 % . e Log 3
s zZ =2 o
= ES

-4

B average CTC responder B average CTC non-responder

Obrazek 11 - Genova exprese CTCs u pacienti 1é¢enych ve fazi Ib studie MitoTam-01 v korelaci
S 1é€ebnou odpovédi

3.4.3 Souhrn

Pocet detekovanych CTCs v periferni krvi pacientti 1éCenych MitoTamem je ukazatelem
dynamiky nadorového onemocnéni. Zména poctu CTCs nasledkem terapie MitoTamem
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je specificky asociovana jen s nékterymi onkologickymi diagnézami, zejména S tumory
s prokdzanym  glykolytickym metabolismem (RCC). Absolutni pocet CTCs
se U jednotlivych typt solidnich nadort 1i$i, pro sledovani dynamiky onemocnéni
je jednoznacné indikativni sledovani relativniho narustu, resp. relativniho poklesu poctu
CTCs v prubéhu aplikované terapie.

Pocet CTCs miize predikovat klinickou odpovéd’ nalécbu. Pacienti s vysokym poctem
CTCs na zacatku 1é¢by reaguji na 1é¢bu mén¢ signifikantné nez pacienti s niz§im pocétem
CTCs. Pro pacienty s RCC byla na urovni po¢tu CTCs potvrzena signifikantni odpovéd’
nalécbu MitoTamem. Pacienti v pribéhu terapie vykazovali stabilni hladiny CTCs
I po 12 tydnech 1é¢by. Na druhou stranu, poéty CTCs na konci 1é¢by byly i u respondéru
relativné vysoké. Klinické vysledky 1é¢by (CBR) se s vysledky poétu CTCs lisily v naSem
souboru u cca v 30 % pacientii. Z uvedeného plyne, Ze k analyze poctu CTCs je vhodné
ptidat analyzy molekularni (genovou expresi) a vzit v uvahu aktivitu mitochondrii.

MitoTam ovliviiuje charakter mitochondrialni sité v izolovanych CTCs: u nékterych CTCs
dochazi ptimo k vymizeni mitochondridlni sité, ujinych dochdzi vlivem MitoTamu
k vytvofeni mitochondrialnich kli¢ek (,,loops®), které muizeme povazovat za projev
»mitochondridlni evoluce* smérem k rezistenci. MitoTam prokazateln¢ ovlivituje charakter
mitochondrialni sité také v in vitro kulturach renalnich bunék izolovanych z primarnich
nadord (systémové nelécenych) pacientl podstupujicich chirurgickou 1é€bu. Hodnoceni
mitochondrialni sité¢ prob&hlo v souladu s aktualnimi poznatky, ale k danému datu bylo
zcela subjektivni. Kazdopadné Ize konstatovat, Ze u pacientti odpovidajicich na 1é€bu jsme
pozorovali redukci aktivnich mitochondrialnich jednotek v separovanych CTCs.

Pouzity panel genl byl otestovan jak na populaci tzv.zdravych bunék periferni krve,
tak na populaci CTCs, a také u bun€k primarnich nadorovych kultur. Porovnani umoznilo
potvrdit ¢i vyvratit predbézné zvazované mechanismy ucinku MitoTamu. MitoTam
vykazoval u primarnich tumord ledvin pro-apoptoticky efekt se zvySenou expresi gent
CASP3, NFE2L2, SIRT3, VEGF. O nefunk¢nosti mitochondrii, resp. snizené aktivité
mitochondrii vypovida snizena exprese geni MT-ATP6, MT-ND1, SOX2.

3.4.4 Diskuze

Predpokladem méfeni CTCs U pacientti 1éCenych ve studii MitoTam-01 bylo, ze pomoci
CTCs, (jejich poctu, morfologie mitochondrii a genové exprese CTCs) lze monitorovat
1é¢ebny tcinek MitoTamu.

Pro izolaci CTCs z periferni krve byla pouZita separace dle velikosti (MetaCell®), ktera
je metodicky totozna s diive publikovanymi daty [Jakabova/Bielcikova etal. 2021,
Bielcikova et al. 2017; Jakabova et al. 2017].

Prognosticky vyznam CTCs byl potvrzen v fadé studii [Aggarwal et al. 2013; Allard et al.
2004; Cristofanilli etal. 2004; Hou etal. 2012; Scher etal. 2009]. Vétsina z nich byla
provedena s technologiemi CTCs zavislymi na specifickém antigenu. Pfimé srovnani S nasi
studii neni mozné vzhledem k jiné separa¢ni metodice CTCs, cut-off ataké s ohledem
na fakt, ze nase studie byla relativné mala a zahrnovala pacienty s riznymi diagnézami
léCenymi tfemi raznymi rezimy MitoTamu a odliSnym poctem cykli. Studie také nebyla
designovana tak, aby potvrdila prognosticky  ¢iprediktivni  vyznam  CTCs,
ale aby podpofila data 0 mechanismu G¢inku MitoTamu. Pfesto Se prognosticky vyznam
poctu CTCs podafilo prokazat (CTCs > 1000 CTC vs. <1000/ 8 mL).

Pozitivni u¢inek MitoTamu u pacientd s RCC lze teoreticky vysvétlit tim, ze ledvinova
tkan je jednou z nejcitlivéjsich z hlediska ztraty glukozy a také tim, ze RCC je silné zavisla

37



na glykolytickém metabolismu [Courtney etal. 2018]. Nase PK analyza potvrdila
preferenéni akumulaci MitoTamu v ledvinach (kap. 3.4). Jak jsme jiz pozorovali diive
u pacientek s primarnimi karcinomy prsu, po¢et CTCs uvolnénych do krve se v priabéhu
1é¢by méni a nemusi vzdy korelovat s 1é¢ebnou odpovédi [Jakabova/Bielcikova et al. 2021;
Jakabova etal. 2017]. Bezprostfedné¢ po podani MitoTamu (v cyklu 1) jsme ve studii
MitoTam-01 pozorovali pokles poctu CTCs v periferni krvi, coz lze vysvétlit jako
okamzity léCebny efekt MitoTamu adusledek nedostatku funk¢énosti natrovni
mitochondrii. Po opakovanych podanich (4 cyklech) MitoTamu piechodné pocet CTCs
rostl. Narast poctu CTCs lze vysvétlit zvySenym uvolnénim nadorovych bunék
do cirkulace jako nasledek 1é¢by MitoTamem, ato také u pacientli s dobrou odpovédi
na léébu. Nicméné absolutni pocet CTCs byl u respondérti po celou dobu 1é¢by nizsi
nez U non-respondéri. Pacienti s RCC vykazovali stabilni poéty CTCs V periferni krvi
i po 12 cyklech 1é¢by, coz bylo v Kkorelaci s finalnim hodnocenim klinické odpovédi
na 1é¢bu. Dynamika poctu CTCs naznacuje, ze pro hodnoceni je kromé absolutniho poctu
potiebné také srovnani poctu CTCs v ¢ase [Jakabova/Bielcikova etal. 2021; Jakabova
etal. 2017]. Diskrepance mezi poctem CTCs a klinickou odpovédi nalécbu (asi 30 %
pacienti lééenych MitoTamem) lze nékdy vysvétlit molekularni analyzou a/nebo
posouzenim aktivity mitochondrii. Podobné zavéry provazeji i diivéjsi publikace
prokazujici Unemocnych s karcinomem prsu vysS§i expresi genl asociovanych
s chemorezistenci a mezenchymalnimi vlastnostmi bunék u non-respondérti vs. gent
spojenych s epitelovymi znaky bunék u respondérui [Jakabova/Bielcikova et al. 2021].
Aktivita mitochondrii byla v nasem vyzkumu piidatnym hodnoticim klicem prave
z dlivodu pozorovanych zmén v prabéhu mikroskopického sledovani.

Aktivné respirujici mitochondridlni sit’ byla po 1é¢bé MitoTamem redukovéana. Ptitomnost
»fission - fragmentovanych mitochondrii je typicka pro aktivné se délici bunky
s charakterem kmenovych bunék (CSCs). Nicméné naSe studie nebyla zaméfena
na analyzu cirkulujicich elementd ve smyslu jejich fenotypovych charakteristik a ani panel
genll nebyl uzptsoben pro co nejlepsi odliseni CTCs a CSCs. Vysledky genové exprese
naznacuji, ze ,fission“ — fragmentované mitochondrie demonstrovaly redukovanou
mitochondrialni sit’ spi§ neZ typické CSCs. Uginek MitoTamu se projevil také v podobé
,loops®, t]. kulovitych mitochondrii, pfedstavujicich dalsi strukturalni zménu, ktera muze
souviset s poskozenim buiiky. Dle literatury tato zména ovSem nemusi byt véazana
na procesy ,fusion afission“. MitoTam zplisobuje zménu mitochondridlniho
membranového potencialu, coZ mize byt spoustécim procesem pro morfologické zmény
mitochondrii [Miyazono etal. 2018]. U dlouhodobé 1é¢enych pacientt s RCC byly
pozorovany bunky bez aktivnich mitochondrii Se znacné zvétSenym jadrem. Tento fakt
nabizi uvahu o porusenych apoptotickych drahach v disledku caste¢né absence
mitochondrii. U RCC byla nové mitochondridlni sit’ pouzita pro definici agresivity nadorii
nad ramec standardnich histopatologickych parametrii, coZ naznacuje klinické vyuziti
tohoto vysetfeni [Schiiffler et al. 2016; Nikolic et al 2023].

Testovani ucinku MitoTamu u nezavislé kohorty primarnich nadord ledvin kultivovanych
in vitro v pritomnosti ¢i neptitomnosti MitoTamu bylo provedeno z divodu vybéru gent
pouzitych nasledné pro testovani CTCs ve studii. Nadory ledviny byly vybrany s ohledem
na jejich zavislost na glykolyze, cozvedlo Kk ptedpokladu, ze budou citlivé na ztratu
mitochondrii po 1é¢bé MitoTamem.

Vysledky genové exprese odrdzi zmény energetického metabolismu bunky. SniZzena
exprese SOX2 by mohla byt znakem ucinku MitoTamu. SOX2 byl v n¢kolika recentnich
publikacich asociovan s tzv. cancer stem cell — like fenotypem podilicim se na zhorSeni
prognozy [Al Mamun et al. 2020]. Exprese neuropilinu 1 (NRP1) je dle publikovanych dat
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nezavislym ukazatelem zlepSeného preziti U pacientl S RCC a snizuje vaskularizaci nadort
tvorbou komplext s VEGFR2 v endotelu nadoru [Morin etal 2020]. Rozdily v genové
expresi CTCs respondérii a non-respondérii zahrnovaly zvysenou expresi PD-L1 (zvySenou
citlivost k imunoterapii) u respondérti, a naopak markery snizené aktivity mitochondrii
(MT-ATP6, MT-ND1) nebo markery CSCs (SOX2, POU5F) spojené s rezistenci na 1é¢bu
u non-respondérti. Vysledky interpretujeme jako zmény charakteristik nadorovych bunck
vV odpovédi nalécbu. Pres pozorovani exprese nékterych targetabilnich mutaci (PD-L1)
nelze ziskané informace interpretovat jako prediktivni. NaSe zkuSenosti s CTCs
[Bielcikova etal. 2017] jsou vsouladu s aktualnimi poznatky, které deklaruji pouze
okrajovy pfinos volby terapie na zakladé¢ molekularnich charakteristik CTCs [Georgoulias
et al. 2012; Jacot et al. 2019; Pestrin et al. 2012; Fehm et al. 2021; Parker et al. 2020].

3.5 Preklinické testovani synergického ptiisobeni MitoTamu s imunoterapii

Prace ,,Simultaneous targeting of mitochondrial metabolism and immune checkpoints
as a new strategy for renal cancer therapy* [Stemberkova-Hubackova et al. Clin Transl
Med. 2022] navazuje na klinické vysledky studie MitoTam-01.

3.5.1 Cile prace

Cilem prace bylo blize popsat fungovani MitoTamu uRCC vinvitro podminkach
a podpotit tak klinicka data.

3.5.2 Prehled klicovych vysledki

Série pokusit namySim modelu prokazala, Ze MitoTam efektivné potlacuje rist
nadorovych bunék RCC komplexnim uc¢inkem na mitochondrie. MitoTam inhibuje
primarné respiraci zavislou na Cl, coz je doprovazeno piechodem nadorovych bunék
na glykolyzu.

Protinadorova aktivita MitoTamu byla v pokusech zavisla na jeho koncentraci a selektivni
na nadorové buinky RCC vesrovnani sezdravou tkani. P#i kombinaci MitoTamu
S inhibitory kontrolnich bodu cilenymi na PD-L1 nebo PD1 byl pozorovan aditivni u¢inek
MitoTamu podpofeny del§im prezitim mysi 1é¢enych kombinovanou 1é¢bou.

3.5.3 Komentar k publikaci

Nédorové buniky ledvin maji vysokou aktivitu oxidativni fosforylace (OXPHOS). Pozitivni
ucinek MitoTamu U pacienti S RCC lze teoreticky vysvétlit tim, ze ledvinova tkan
je jednou z nejcitlivéjsich z hlediska ztraty glukézy ataké tim, ze RCC je silné zavisly
na glykolytickém metabolismu. Prace poskytuje bliz§i pohled na multimodélni
mechanismus u¢inku  MitoTamu nanadorovou tkan ledvin a podporuje zjisténi,
ze V celistvé metabolické mapé nadorti funguji mitochondrie nejen jako energetické banky,
ale také jako dynamické signalizacni organely kontrolujici pfeziti a smrt bunék a odolnost
vici 1écbe. Z klinického pohledu je zajimavy zejména fakt, ze monoterapie MitoTamem
byla na zvifecim modelu ¢inna podobné jako imunoterapie s ICl. Kombinace MitoTamu
s ICl by proto mohla byt do budoucna novou, zajimavou strategii lécby RCC a mohla
by byt testovana v 2. fazi klinického testovani MitoTamu.

3.6 Cileni senescence pomoci MitoTamu, preklinické testovani

Prace ,,Mitochondrially targeted tamoxifen alleviates markers of obesity and type
2 diabetes mellitus in mice” [Vacurova et al. Nat Commun 2022] cili na senolyticky
potencial MitoTamu.
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Prace na mySim modelu ukazuje, Ze senescence je soucasti patogenni smycky diabetiku.
Nadmérné hromadéni visceralni tukové tkané ajeji funkéni zmény (a produkce
prozanétlivych faktorti) velkou mérou ptispivaji K etiopatogenezi diabetu Il.typu i jeho
komplikacim. Latky se senolytickym uc¢inkem mohou zlepsit kontrolu diabetu.

3.6.1 Cile prace

Prace testuje hypotézu, ze senolyticka aktivita MitoTamu muze zlepsit kontrolu glukézy
a obesity u mysi s diabetem 1. typu.

3.6.2 Prehled klicovych vysledki

V praci ukazujeme, ze léCba pre-diabetickych mysi MitoTamem zlepSuje glukézovou
toleranci a snizuje t€lesnou hmotnost i objem visceralni tukové tkané v dusledku snizeného
piijmu potravy, potlaceni adipogeneze a eliminace senescentnich bun¢k.

3.6.3 Komentar k publikaci

Mitochondriadlni funkce jsou dulezitym determinantem procesu starnuti. Selektivni
eliminace senescentnich bunék MitoTamem byla popsana diive [Hubackova et al. 2019].
Senolyticky potencial MitoTamu piekracuje hranice testovani této molekuly u nadorovych
onemocnéni. Pozitivni dopady eliminace senescentnich bunék na rozvoj diabetu Il. typu
ajeho pribéh je v souladu s preklinickym i klinickym vyzkumem cilicim na senescenci
[Chang et al. 2016; Zhang et al. 2022; Zhang L et al. 2023; Zhang X et al. 2023].

Senescentni bunky pfestavuji své mitochondrie do komplexni sité¢ vedouci ke zvySenému
dychani atransmembranovému potencidlu. Mechanismus pisobeni MitoTamu
na senescentni bunky je komplexni a krom¢ vlivu na Cl a potencial IMM Vv senescentnich
bunkach zahrnuje také ANT2 [Hubackova et al. 2019]. Ackoli MitoTam generuje ROS,
jeho schopnost eliminovat senescentni buriky je na ROS nezavisla [Hubackova et al. 2019].

Z4dn4 z dostupnych 1é¢ebnych mozZnosti diabetu neni zaloZena na eliminaci senescentnich
bunék Vv tukové tkani nebo Vjinych Zzivotné dulezitych organech. MitoTam, piipadné
v kombinaci s dalsimi léky snizujicimi hladinu glukézy, by do budoucna mohl ptispét
ke komplexni kontrole glukozy.
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4 Diskuze

Mitochondrie jsou klicovou organelou zajisSt'ujici energetické a metabolické potfeby bunck
(glykolyzou a OXPHOS), homeostazu ROS a apoptdézu. Mitochondrie hraji dilezitou roli
nejen uzdravych bunék, ale také v tumorigenezi [Badrinath etal. 2018] nebo vyvoji
metabolickych a neurodegenerativnich nemoci [Martin etal. 2012; Zhang L etal. 2023;
Zhang X et al. 2023]. Cileni vyzkumu zaméfeného na roli MitoTamu ve vyvoji diabetu II.
typu nebo najeho protinadorovy ucinek je tedy nejen spravné, ale také vysoce zadouci,
zejména vzhledem k incidenci a aktualnim moznostem 1é¢by téchto nemoci.

Prestoze jsou nadorové bunky vysoce heterogenni, vykazuji uréité spolecné znaky.
Ve vétsiné nadorovych bunék hraji mitochondrie kli¢ovou roli [Giampazolias et al. 2016].
Jejich terapeutické cileni je ale limitovano komplexnosti mitochondrii podilejicich
se na mnoha biosyntetickych procesech véetné syntézy nukleotidu a porfyrinu [Vasan et al.
2020; Sainero-Alcolado etal. 2022]. Vysledky klinického testovani cileného nejéastéji
na OXPHOS, cyklus TCA nebo inhibici syntézy nukleotidl jsou ovlivnény toxicitou 1éby
[Vasan et al. 2020; Zhang X and Dang CV 2023].

Nadorové bunky se v reakci na zvySenou potiebu energie ¢asto piesouvaji z anaerobniho
dychani na oxidativni fosforylaci (OXPHOS), pro jejiz aktivitu je kli¢ové fungovani ETC.
Inhibitory ETC jako metformin, tamoxifen, a-tokoferylsukcinat a 3-bromopyruvat ptisobi
na nadorové buiky prostiednictvim naruSeni funkce respiracnich komplexi ETC
a navozeni vysokych hladin ROS [Dong 2019]. OXPHOS lze proto vnimat jako zranitelné
misto vhodné k 1é¢ebnému cileni s protinadorovym zdmérem.

Nezédouci u¢inky OXPHOS inhibitoru IM156 zahrnuji nevolnost, zvraceni, prijem,
zacpu, Unavu, bolesti bficha, elevaci LDH [Janku et al. 2022]. IACS-010759 mél uzky
terapeuticky index a AES zahrnujici zvySenou hladiny laktatu v Krvi a neurotoxicitu, které
byly davkové limitni [Yap etal. 2023]. Podani dalSich preparati (BAY240223423,
inhibitoru syntézy pyrimidinu nebo CPI-613, inhibitoru cyklu TCA) bylo v klinickém
testovani spojeno s hematologickou toxicitou i s nehematologickymi AEs (G3/4) typu
hyperglykémie, hypokalémie, periferni senzorické neuropatie, prijmt a bolesti bficha
[Christian et al. 2019; Alistar et al. 2017]. Inhibitor IDH2 (AG221) byl Gspésné testovan
ve studii faze Ib/II v kombinaci s azacytidinem u nemocnych s AML. Nezadouci G¢inky
G3/4 zahrnovaly trombocytopenii, neutropenii, anémii a febrilni neutropenii [DiNardo
et al. 2021].

Bezpecénostni profil MitoTamu je zna¢né piiznivy. Hematologicka toxicita napodobuje
bezpecnostni profil vySe zminénych molekul, febrilie dosahovaly gradu 1-2. Zavazné AEs
typu neurotoxicity nebo postizeni nckterého organu nebyly pozorovany. Nicméné TE
komplikace postihly (5/38) 13% nemocnych lécenych ve fazi Ib studie. Zhoubné nadory
ve stadiu generalizace jsou silnym prediktorem vzniku TE nemoci [Chew etal. 2006;
Razal etal. 2018; Lyman et al. 2013] s rizikem 9-nasobné vyssim Ve srovnani s béznou
populaci [Mulder et al. 2021]. Mezi postizenymi nemocnymi Ve studii MitoTam-01 byli
dva pacienti sRCC ajeden skarcinomem pankreatu. Karcinom pankreatu patii mezi
nejrizikovéjsi nadory z hlediska rozvoje TE komplikaci [Mahajan et al. 2022]. RCC je také
vysoce- rizikovy [Grilz etal. 2018], ato jak po operaci, takiv nasledujicim obdobi
[Kaptein et al. 2022]. Riziko TE nemoci zvysuji také vek [Grilz et al. 2018], vyskyt TE
nemoci Vv predchorobi [Chew et al. 2006], typ 1écby [Sheng et al. 2021, Grover et al. 2021]
nebo piitomnost cévniho Zilniho vstupu [Marin et al. 2021]. Lipofilni povaha MitoTamu
podporuje vznik zanétu zil a TE komplikaci. Z vyse uvedeného ale vyplyva, ze MitoTam
je pouze jednich z rizikovym faktort pro vznik TE nemoci.
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Uginnost MitoTamu uccRCC byla podpofena jak preklinickymi, tak klinickymi PK
vysledky avysledky naurovni CTCs. MitoTam pusobi nanadorové bunky dvéma
zpusoby; inhibici OXPHOS ataké modulaci membranového potencialu. Tvorba
reaktivnich kyslikovych radikalti [Rohlenova et al. 2017; Hubackova et al. 2019], potlaceni
bunééného dychani, které je nezbytné pro vznik a progresi nadoru [Bajzikova et al. 2019],
specialné pokroc¢ilého ccRCC [Van Praet et al. 2021] a senolyticky efekt [Hubackova et al.
2019] jsou atributy popisujici unikatni mechanismus u¢inku MitoTamu. Ledvinova tkan
jejednou znejcitlivéjsich naztratu glukozy, takze RCC jetaksilné zavisly
na glykolytickém metabolismu [Courtney etal. 2018]. K acinnosti MitoTamu pfispiva
vysokd akumulace MitoTamu V ledvinové tkani, ktera byla pozorovana preklinicky
[Stemberkova-Hubackova etal. 2022] ivklinické PK analyze studic MitoTam-
01. Zajimavy je také fakt, ze monoterapie MitoTamem byla na zvifecim modelu podobné
ucinna jako imunoterapie s ICI. Potencial kombinace ICI s MitoTamem podporuje
i imunogenita RCC a doporucené 1é¢ebné postupy, ktera doporucuji ICI jak v 1écbé
¢asného, tak metastatického RCC [Powles et al. 2021].

Na trovni CTCs vykazuje MitoTam prognosticky vyznam poctu CTCs na lécebny efekt.
Prognosticky vyznam CTCs je jednim z diskutovanych moznosti vyuziti CTCs [Paoletti
etal. 2016, Liu etal. 2019; Wallwiener etal. 2014; Smerage etal. 2014]. Kli¢ovym
Z pohledu mechanismu u¢inku MitoTamu bylo pozorovani redukce mitochondridlni sité,
a to jak imunohistochemicky, tak na zaklad¢ analyzy exprese gent. CTCs respondéri
v reakci na 1é¢bu MitoTamem vykazovaly zmény v genech regulujicich antioxida¢ni drahy
mitochondrialniho metabolismu. U primarnich, diive nelé¢enych tumort ledvin in vitro
vykazoval MitoTam pro-apoptoticky efekt. ZvySena fragmentace asnizena flze
mitochondrii jsou ¢asto spojeny S nadorovym onemocnénim [Senf et al. 2016; Youle et al.
2012]. Nekolik studii odhalilo aspekty mitochondrialniho $tépeni, které by mohly byt
cilem proléébu zhoubnych nadort [Peiris-Pagés etal. 2018], metabolickych
¢i kardiovaskularnich nemoci [Yu etal. 2023]. Nové je u nemocnych s RCC zvazovano
vySetfeni funkéniho stavu mitochondrii nad ramec standardniho histopatologického
vySetfen [Schiiffler etal. 2016; Nikolic et al 2023]. Do budoucna lze také ockavat cileni
CTCs prostiednictvim metabolickych zasahii [Ring et al. 2023].

Souhrnem lze fict, Ze habilitaéni prace obsahuje sérii analyz vztahujicich se ke studii
MitoTam-01 nebo navazujici natuto studii dal$im preklinickym vyzkumem. NaSemu
vyzkumnému tymu se podafilo ve studii faze I/Ib otestovat mitochondridlni inhibitor-
MitoTam a prokazat jeho terapeutickou uc¢innost u CCRCC a jeho bezpecénost.

V databazi PUBMED jsme nalezli K bieznu 2023 celkem 88 projekti cilicich onkologické
diagn6zy pomoci mitochondrialnich inhibitorti. Pouze 12 z nich zahrnovalo aktivni studie,
témet vyhradné faze I, event. faze II. Pro pouZiti v klinické praxi byl dosud schvalen pouze
jediny 1ék z této skupiny, venetoclax (inhibitor BCL-2) pro 1éébu CLL [Ashkenazi et al.
2017; Pollyea etal. 2018]. V 1écbé neurodegenerativnich a metabolickych nemoci
je situace podobna [Singh et al. 2021; Zhang X et al. 2023; Bhatti et al. 2022]. Z tohoto
pohledu je Gispésné testovani protinadorového efektu MitoTamu velkym piislibem
i odekavanim. Siroké terapeutické okno MitoTamu (MTD pfi davce 5.0 mg/kg, uéinnost
pii davce 3.0 mg/kg weekly) a toxicita zahrnujici pfi davee 3.0 mg/kg zejména lehké formy
(G1) anémie a subfebrilie/febrilie jsou dobrymi predpoklady pro dalsi testovani MitoTamu
ve studii faze II.

Hlavnim limitem studie MitoTam-01 byl omezeny pocet pacientii, zejména V ramci
jednotlivych 1écebnych ramen faze Ib. Siroky protinadorovy u¢inek MitoTamu pozorovany
v preklinickém testovani neovlivnil zafazovaci kritéria studie pokud se tyka diagnoz.
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Ze stejného divodu byl celkovy pocet pacientii S RCC ve studii maly (N=6). Nizky pocet
testovanych pacientt je ale ve studiich faze | bézny. Dal§im limitem jsou dvé schémata
podani MitoTamu (1.0 mg/kg aplikovany D1, D3, D5 biweekly vs. 3.0 a4.0 mg/kg
D1 weekly) jejichz srovnani je mozné pouze nepiimo. Vzhledem k ¢asovym moznostem
studie a pandemii COVID-19 bylo opakovani 1é¢by ve fazi Ib mozné pouze V rezimech
1a2. Vysledky ucinnosti MitoTamu se tykaji pacienti S RCC v dobré nebo stfedni
prognostické skupin¢, MitoTam proto nemtzeme doporucit pro 1é€bu nemocnych Vv $patné
prognostické skupin¢ dle MSKCC. Pro studii faze II ovSem doporucujeme zafazeni
nemocnych ve vSech urovnich rizika.

Ptednosti studie MitoTam-01 jsou subanalyzy zaméfené na vysledky klinického testovani
MitoTamu. Doporuceni pro fazi II testovani MitoTamu jsme tak podlozili fadou klinicky
I védecky vyznamnych dat.
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S5 Zavér
Tato prace pfinasi souhrn preklinickych i klinickych vysledkti mitochondrialné-cileného
tamoxifenu (MitoTamu) vztahujicich se zejména k jeho protinadorovému tGcinku.

Hlavni prace [Bielcikova et al. eClinMed 2023] v kapitole 3.1 je souhrnem vysledka
klinického testovani MitoTamu na onkologickych pacientech s vyCerpanymi moZznostmi
1éCby ve studii faze I/1b.

Ve fazi Ib studie MitoTam-01 byla prokazana ucinnost opakovaného podani MitoTamu

u (14/38) 37 % pacienti. Z této skupiny nejvice z 1é¢by MitoTamem profitovali nemocni
s RCC (5/6, tj. 83 %) 1é¢eni davkou 1.0 mg/kg biweekly nebo 3.0 mg/kg weekly.

Toxicita MitoTamu je davkové zavisla a MTD byla stanovena na hladiné 5.0 mg/kg.
Nejcastéjsimi AEs ve fazi Ib byly hematologicka toxicita (50 %), subfebrilie/febrilie
(58 %) a TE komplikace (13 %). Nemocni byli pro vysoké riziko periferniho Zilniho
zanétu/trombdzy zachycené u 6/10 (60 %) pacientt 1é¢enych v kohortach 0.25 a 0.5 mg/kg
faze |1éceni v dalSich kohortach faze |ave vSech kohortach faze Ib vyhradné cestou
centralniho katetru. Doporuceni profazi Il jsme rozsitily 0 preventivni podani
antikoagulace a aplikaci MitoTamu vyhradné cestou plné centralniho katetru.

PK analyza potvrdila, ze expozice MitoTamu je zavisla na davce. MitoTam ma velky
distribu¢ni objem, jezkrve rychle distribuovan dotkani anasledné je ¢astené
redistribuovan zpét do krevniho ob&hu. S ohledem na G¢innost a bezpecnost byla jako
davka optimalni pro dal$i testovani zvolena davka 3.0 mg/kg ve weekly rezimu. PK
vysledky podporuji klinické pozorovani toxicity zavislé na davce, nicméné pro klinicky
benefit se jako zasadni jevi zvySena akumulace MitoTamu V ledvinach.

Na vysledky primarni analyzy jsme navazali sub-analyzou kohorty nemocnych s RCC
(kapitola 3.2). V publikaci [Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology
2023] jsme ukazali, ze z1écby profituji nemocni s CCRCC v dobré anebo stfedni
prognostické skupiné¢ dle MSKCC. Systémova toxicita MitoTamu utéto skupiny
nemocnych 1é¢enych v rezimu 1 nebo 2 zahrnovala AEs gradu 1-2. Lécba MitoTamem
byla u dvou dlouhodobé reagujicich respondérti 1é€enych 12, resp. 9 mésicti ukonéena
z divodu PE, nikoli z divodu progrese nemoci. Dva nemocni 1é¢eni ve studii MitoTam-
01 dosud ziji. V lednu 2023 dosahl c¢as od ukonéeni lé¢by téchto pacientd 40 vs.
36 mésicu.

Experimentalni ¢asti studie MitoTam-01 bylo sledovani CTCs v krvi unemocnych
1éCenych ve fazi Ib studie. U non-respondért byl prokazan signifikatné vyssi pocet CTCs
nez jak tomu bylo u respondérti. Hodnoceni poc¢tu CTCs po 1é¢bé u respondérti s cCRCC
korelovalo s CBR [Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023].
Podafilo se take prokézat, Ze MitoTam Uc¢inn€ redukuje mitochondridlni sit’ nddorovych
bunék.

Na zakladé pozorovani regrese (PR) metastické nemoci U jednoho nemocného s cCRCC
byla vyslovena hypotéza 0 mozném synergickém pusobeni MitoTamu a imunoterapie
(kapitola 3.5) [Stemberkova-Hubackova et al. Clin Transl Med. 2022]. Pacient byl pied
zatazenim do studie 1é¢en imunoterapii aprogredoval. Po 8 cyklech 1écby bylo
zaznamenano 40-nasobné zmenSeni objemu lokalni recidivy. Preklinicky bylo na mySim
modelu pozorovano nejen synergické pusobeni MitoTamu aimunoterapie, MitoTam
potvrdil protinadorovy ucinek na bunky RCC také v monoterapii. Byla také potvrzena jeho
zvySena akumulace v ledvinach.
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Na protinadorovém ucinku MitoTamu se patrné podili také jeho eliminacni vliv
na senescentni bunky, ktery byl prokazan u diabetickych mysi (kapitola 3.6) [Vacurova et
al. Nat Commun 2022]. Senolyticky ucinek dava MitoTamu potencial k testovani u fady
s vékem souvisejicich nemoci.

Vysledky klinické studie faze I/Ib podpofené vysledky experimentalni casti studie
a preklinického vyzkumu jsou piislibem pro pokracovani klinického testovani MitoTamu
u nemocnych s cCRCC ve fazi II.

Summary

This paper provides a summary of the preclinical and clinical results of mitochondrially
targeted tamoxifen (MitoTam) related in particular to its antitumor effect.

The main paper (Chapter 3.1) [Bielcikova et al. eClinMed 2023] isasummary
of the results of our MitoTam clinical testing in cancer patients with exhausted treatment
options in phase I/1b study.

In the phase Ib of MitoTam-01 trial, the efficacy of repeated administration of MitoTam
was demonstrated in (14/38) 37% of patients. Of this group, patients with RCC (5/6, i.e.
83%) treated with the dosage of 1.0 mg/kg biweekly or 3.0 mg/kg weekly benefited from
MitoTam treatment.

MitoTam toxicity is dose-dependent and MTD was determined at the dosage of 5.0 mg/kg .
The most common AEs in Phase Ib were haematological toxicity (50%), subfebrile/febrile
(58%), and TE complications (13%). Because of the high risk of peripheral venous
inflammation/thrombosis recorded in 6/10 (60%) of patients treated with the dosages
0.25 and 0.5 mg/kg in phase | cohorts, patients were treated exclusively via central catheter
in the additional phase | cohorts andinall phase Ib cohorts. The recommendations
to include preventive administration of anticoagulation and to administer MitoTam
exclusively via a central catheter are recommended for phase I trial.

The PK analysis confirmed that exposure to MitoTam is dose-dependent. MitoTam has
a large volume of distribution, being rapidly distributed from the blood to the tissues
and subsequently partially back into the circulation. With respect to efficacy and safety,
the dose of 3.0 mg/kg in weekly regimen was chosen as optimal for further testing. PK
results support clinical observations of dose-dependent toxicity; however increased
accumulation of MitoTam in the kidney is essential for its clinical benefit.

The results of the primary analysis were followed by a subanalysis of the cohort of patients
with RCC (Chapter 3.2) [Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology
2023]. In our publication, we showed that patients with ccRCC in the good or moderate
MSKCC prognostic group benefited from MitoTam treatment. The systemic toxicity
of MitoTam in this group of patients undergoing treatment according to regimen
1 or 2 included AEs of grades 1-2. MitoTam treatment was discontinued in two long-term
responders treated for 12 and 9 months, respectively, because of PE, not because of disease
progression. Two patients treated in the MitoTam-01 study are still alive. In January 2023,
the time since discontinuation of their treatment was 40 vs. 36 months.

Monitoring of CTCs in blood of patients treated in phase Ib of the study was experimental
part of the MitoTam-01 study. Non-responders were shown to have significantly higher
CTCs than responders. The post-treatment assessment of CTCs in ccRCC responders was
correlated with CBR [Bielcikova et al. Therapeutic Advances in Medical Oncology 2023].
MitoTam was also shown to be effective inreducing the mitochondrial tumor cells
network.
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Based on the observation of regression (PR) of metastatic disease in one ccRCC patient,
we hypothesised that there cold be apotential synergy between MitoTam
and immunotherapy (Chapter 3.5) [Stemberkova-Hubackova et al. Clin Transl Med. 2022].
The patient was treated with immunotherapy and progressed prior to enrolment into
the MitoTam-01 trial. After 8 cycles of MitoTam, a 40-fold reduction of the tumor was
observed. Except for the additive effect of MitoTam and immunotherapy, monotherapy
of MitoTam proved to be efficient preclinically in a mouse model. It was also confirmed
preclinically that MitoTam accumulates preferentially in the kidney.

MitoTam's anti-tumor activity is also thought to be related to its senolytic aktivity, which
has been shown in diabetic mice (Chapter 3.6) [Vacurova et al. Nat Commun 2022].
The senolytic effect gives MitoTam a potential for testing inarange of age-related
diseases.

The results of the Phase I/lb clinical trial, supported by the results of the experimental part
of the trial and by preclinical research, provide a launching pad for continuation of clinical
testing of MitoTam in patients with ccRCC in Phase II.
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6 Seznam zkratek

AEs
ADP
ALP
AML
ANT?2
AP1
ATP
AUCq
Bcl-2
BH3
BN

C
CBR
ccRCC
Cl

CL
CLL
Cmax
CT
CTCs
CR
CSCs
CZK
D
DNA
DLT
DSMB

DVT

Ay
EMT

ETC
ERY
FADH2
G

HB
HIFla
HSP60
ICI
IDH2
IMM
KOC
KRAS
LB
LDH
LEU
MRT

nezadouci G¢inky (z angl. adverse events)

adenosindifosfat

alkalicka fosfatidza

akutni myeloidni leukémie

adenin nukleotid translokaza regulujici potencial IMM
transkrip¢ni faktor (z angl. Activator protein 1)

adenosintrifosfat

plocha pod kfivkou plazmatické koncentrace

genova rodina bel (z angl. B-cell lymphoma) proteini
pro-apoptotické proteiny (z angl. bcl-2 homology)

neutrophil bands count

cyklus

klinicky benefit 1écby (z angl. clinical benefit rate)

svétlobunécny renalni karcinom (z angl. clear cell renal cell carcinoma)
komplex | respira¢niho fetézce

clearance 1é¢iva

chronicka lymfaticka leukémie

maximalni sérova koncentrace

pocita¢ova tomografie (z angl. computer tomography)

cirkulujici nadorové buiiky bunky (z angl. circulating tumor cells)
kompletni remise (z angl. complete remission)

nadorové kmenové bunky (z angl. cancer stem cells)

centralni zilni katetr

den

deoxyribonukleova kyselina (z angl. deoxy-ribonucleic acid)
davkov¢ limitovana toxicita (z angl. dose limiting toxicity)

panel odbornikl pro posuzovani dat klinické studie (z angl. Data and
Safety Monitoring Board)

hluboka zilni trombdza (z angl. deep vein thrombosis)
elektrochemicky protonovy gradient

epitelialni-mesenchymalni tranzice tranzice (z angl. epithelial mesenchymal
transition)

elektronovy transportni fetézec (z angl. electron transport chain)
erytrocyty

flavinadeninnukleotid

grade (stupeil zavaznosti nezddouciho ucinku)

hemoglobin

transkrip¢ni faktor (z angl. Hypoxia-inducible factor 1-alpha)
protein tepelného Soku (z angl. heat shock protein)

checkpoint inhibitory, tj. imunoterapie

isocitratdehydrogendza

vnitini mitochondrialni membrana (z angl. inner mitochondrial membrane)
komplexni onkologické centrum

onkogen (z angl. Kirsten rat sarcoma virus)

tekuta biopsie (z angl. liquid biopsy)

laktatdehydrogenaza

leukocyty

pramérnd doba zdrzeni

49


https://en.wikipedia.org/wiki/Werner_H._Kirsten
https://en.wikipedia.org/wiki/Sarcoma

MTA
MTD
mtDNA
MSKCC
MYC
NADH
NADPH
NEU
NF-xB
NRF2
OXPHOS
P16

P19

P21

P53

PD
PD(L)1
PE
PICC
PI3K
PK

PS

PR

RCC
RECIST 1.1

RNA
ROS
SD
SMAD3
SUKL
TCA
TE
TEC
TGF-p
TMX
Tmax
TRO
TPP+
Tyz(l
T.B
VDAC
Vz
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latky cilici mitochondrie (z angl. mitochondria-targeted antioxidants)
maximalni tolerovana davka

mitochondridlni DNA

prognosticka kritéria dle Memorial Sloan Kettering Cancer Center
onkogen (odvozeny z viru MYeloCytomatozy)
nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

neutrofily

transkrip¢ni faktor (z angl. Nuclear Factor Kappa B)

transkrip¢ni faktor (z angl. nuclear factor erythroid 2 like 2)
oxidativni fosforylace fosforylace (z angl. oxidative phosphorylation)
protein inhibujici cyklin-dependentni kindzu 2A

protein regulujici RNA prosti. siRNA

protein inhibujici cyklin-dependentni kindzu 1

protein s funkci transkripéniho faktoru regulujiciho buné¢ny cyklus
progrese nemoci (z angl. progressive disease)

programmed death (ligand) 1, kontrolni bod imunitniho systému
plicni embolie

periferné insertovany centralni katetr

fosfatidylinositol-3-kinaza

farmakokinetika (z angl. pharmacokinetics)

performance status, tj. vykonnostni stav pacienta

parcidlni regrese nemoci

renalni karcinom (z angl. renal cell cancer)

pravidla pro métfeni odpovédi nadoru na 1é¢bu (z angl. Response
Evaluation Criteria in Solid Tumours)

ribonukleova kyselina

kyslikové radikaly (z angl. reactive oxygen species)

stabilizace nemoci (z angl. stable disease)

protein fungujici jako prenase¢ signalu v draze spojené s TGF-3
Statni urad pro kontrolu 1é¢iv

citratovy (Krebstv) cyklus (z angl. trocarboxylic acid cycle)
tromboembolie

tromboembolické komplikace (z angl. thromboembolic complications)
protein s funkci cytokinu (z angl. transforming growth factor )
tamoxifen

¢as do dosazeni maximalni sérové koncentrace

trombocyty

trifenylfosfonium

distribucni sérovy polocas

termindlni sérovy eliminaéni polocas

mitochondrialni porin (z angl. voltage-dependent anion channel)
distribucni objem
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