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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji optaszczony
maltotriozg okreslony we wzorze 1, w ktérym R stanowi czgsteczke maltotriozy, oznaczony skrétem
PPI-G4-OS-Mal-lll, gdzie PPI-G4 oznacza dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji, OS
(Open Shell) — otwartg powtoke, Mal-lll — maltotrioze (trisacharyd zbudowany z trzech reszt alfa-glu-
kozy), zawierajgcy 25-45% czagsteczek maltotriozy — Mal-lll — zwigzanych z grupami aminowymi ¢za-
steczki PPI-G4, do zastosowania w leczeniu przewlektej biataczki limfocytowe;j.

Od dawna prowadzone sg intensywne badania majgce na celu poszukiwanie nowych lekéw, sku-
tecznych w leczeniu choréb nowotworowych uktadu krwiotwérczego. Przez wiele lat leczenie przewle-
ktej biataczki limfocytowej (PBL) opierato sie na stosowaniu lekéw alkilujacych, takich jak iperyt azotowy,
cyklofosfamid, czy chlorambucyl, kt6ry byt lekiem z wyboru. W latach 80. ubiegtego wieku zsyntezowano
pierwsze zwigzki nalezace do grupy tzw. analogéw nukleozydéw purynowych (ANP). Dwa z nich: kla-
drybina (2-chlorodeoksyadenozyna; 2-CdA) oraz fludarabina (FA) sg rutynowo stosowane w terapii
PBL, jak réwniez innych choréb mielo- i limfoproliferacyjnych. W ostatnich latach szereg przeciwciat
monoklonalnych i immunotoksyn wprowadzono do leczenia chorych na PBL. Przeciwciata monoklo-
nalne, np. rytuksymab, podane w skojarzeniu z ANP zwiekszajg skutecznos$¢ terapii PBL.

Mimo tak szerokiego obecnie arsenatu lekéw przeciwbiataczkowych, PBL pozostaje nadal cho-
robg nieuleczalng. Dlatego tez poszukiwanie nowych $rodkéw leczniczych, aktywnie zwalczajgcych te
chorobe ma gteboki sens, a przetom w skutecznosci jej leczenia jest bardzo oczekiwany.

W chorobach nowotworowych mechanizm proliferacji — zdolno$ci namnazania komoérek przez
organizm, jest w przypadku komoérek nowotworowych niczym nieograniczonym i niekontrolowanym
namnazaniem uszkodzonych komoérek, bedgcych przyczyng powstawania proceséw nowotworowych
w organizmie. Uwaza sie, ze zwtaszcza limfocyty biataczkowe wykazujg nasilony mechanizm prolifera-
cji, stad tez zwiekszenie liczby limfocytéw w organizmie jest w stosunkowo krétkim czasie — nastepuje
akumulacja szkodliwych dla zdrowia limfocytow B w krwioobiegu (limfocytoza) i szybki rozwéj choroby
nowotworowej. Ogoélnie uznang wiedzg (paradygmatem) w chorobie przewlektej biataczki limfocyto-
wej (PBL) jest wystepowanie defektu (uszkodzenia) naturalnego procesu zaprogramowanej Smierci ko-
morek — apoptozy dla limfocytéw biataczkowych obecnych w organizmie cztowieka.

Nasilajgcy sie rozwdéj choréb nowotworowych na $wiecie zmusza do poszukiwan skutecznego
leku lub skfadnika do leku eliminujgcego choroby nowotworowe, w tym jako bardzo grozne dla organi-
zmu przewlektg biataczke limfocytowg (PBL). Stad pilng potrzebg sg badania i poszukiwania sktadnika
leku/leku na PBL, ktéry bedzie sie odznaczat zdolnoécig indukowania apoptozy w limfocytach biatacz-
kowych, hamowania ich proliferacji (nieograniczonego namnazania) i jednoczesnie nie bedzie wykazy-
wac toksycznosci w stosunku do pozostatych zdrowych komérek krwi.

W XXI wieku nanotechnologia jest dziedzing rozwijajgcg sie bardzo preznie, stgd tez substancji
skutecznych w walce z nowotworem poszukuje sie wtasnie w tym obszarze. Jako jedne ze znanych od
niedawna nanoczgstek, majgcych biologiczne zastosowanie sg polimeryczne zwigzki chemiczne o roz-
gatezionej strukturze, a okre$lone nazwg dendrymery, ktére wykorzystywane sg jako no$niki do lekow
przeciwnowotworowych na drodze koniugacji bgdz enkapsulaciji.

W publikacji: Omidi Y., Hollins A.J., Drayton R.M., Akhtar S., J Drug Target (2005), 13: 431-443
ujawniono dendrymery polipropylenoiminowe (PPI) drugiej i trzeciej generaciji, ktére byty wykorzystywane
na liniach onkogennych (wywotujgcych nowotwory ptuc i skory), do transfekcji (wprowadzania do wnetrza
komorki) genoéw (fragmentéw DNA o znanej sekwencji). Wprowadzone geny do badanych komérek no-
wotworowych zmieniaty ekspresje genéw endogennych (wystepujgcych uprzednio w komorce), takze
w zakresie genéw zwigzanych z apoptozg. Miato to bardzo korzystny wptyw terapeutyczny (terapia ge-
nowa) prowadzacy do $mierci komérek onkogennych. Zaobserwowano réwniez, ze sam wektor PPI
wprowadzony do komérki nowotworowej uaktywnit geny wywotujace mechanizm apoptozy.

W publikacji M. Mkandawire, A. Pohl, T. Gubarevich, T. Lapina, D. Appelhans, G. Rddel,
W. Pompe, W. Schreiber, J. Opitz ,Selective targeting of green fluorescent nanodiamond conjugates
to mitochondria in HeLa cells”. J Biophotonics. 2009; 2:596—606 opisano uzycie dendrymeréw polipro-
pylenoiminowych generacji 4 (PPI-G4) z powierzchnig czesSciowo modyfikowang maltotriozg (PPI-G4-
-OS-Mal-11l) w badaniach biomedycznych jako wykazujace duzg efektywno$é nosniki w transfekc;ji bio-
markeréw fluorescencyjnych (nanodiamentéw) do komérek HelLa.

W badaniach nad stosowaniem lekéw w okre$lonych stanach chorobowych istotnym kryterium
determinujgcym ich uzycie jest ich stopien toksycznoéci dla komérek ludzkiego organizmu. Dendrymery
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polipropylenoiminowe PPI-G4 wykazujg bardzo toksyczne wiasciwosci. Stad podejmowane sg proby
syntezowania dendrymeréw o niewielkiej toksycznosci, przydatnych zaréwno w badaniach biomedycz-
nych, jak i w stosowaniu jako leki do leczenia ludzi.

Biorgc pod uwage przyszto$ciowy rozwdj i dostepnosé nanoczasteczek — dendrymeréw Tworcy
niniejszego wynalazku przeprowadzili wyczerpujgce badania zmierzajgce do wynalezienia zwigzkow
0 matej masie czasteczkowej zdolnych do dziatania poprzez indukowanie mechanizmu apoptozy w ko-
morkach biataczkowych, a zarazem mato toksycznych w stosunku do pozostatych elementéw morfo-
tycznych krwi.

Przedmiotem wynalazku jest dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji optaszczony
maltotriozg okreslony we wzorze 1, w ktérym R stanowi czgsteczke maltotriozy, oznaczony skrétem
PPI-G4-OS-Mal-lll, gdzie PPI-G4 oznacza dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji, OS
(Open Shell) — otwartg powtoke, Mal-lll — maltotrioze (trisacharyd zbudowany z trzech reszt alfa-glu-
kozy), zawierajgcy 25-45% czagsteczek maltotriozy — Mal-lll — zwigzanych z grupami aminowymi ¢za-
steczki PPI-G4, do zastosowania w leczeniu przewlektej biataczki limfocytowe;.

Korzystnie dendrymer PPI-G4-OS-Mal-ll zawiera 35% czgsteczek maltotriozy (Mal-111).

Zastosowany zgodnie z wynalazkiem dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji
optaszczony maltotriozg PPI-G4-OS-Mal-lll do wytworzenia leku dla nowotworowych choréb prolifera-
cyjnych z upo$ledzonym mechanizmem apoptozy, w tym dla przewlekitej biataczki limfocytowej zacho-
wuje sie nieoczekiwanie skutecznie jako substancja czynna powodujgc — apoptoze — Smieré komoérek
limfocytéw biataczkowych typu B. Dzieki pobudzeniu mechanizmu apoptozy, limfocyty B biataczkowe
ging, po czym usuwane sg z organizmu jako uszkodzone komoérki biataczkowe i w ten sposéb uzyskuje
sie pozytywny efekt leczenia zastosowanym dendrymerem PPI-G4-OS-Mal-1ll.

Ponadto wedtug przeprowadzonych badan zastosowany dendrymer PPI-G4-OS-Mal-lll wykazuje
sie brakiem toksyczno$ci dla pozostatych sktadnikéw morfotycznych krwi, a takze skuteczniejszg bio-
dystrybucjg we krwi.

Zastosowany w niniejszym wynalazku dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji PPI-
-G4-0S-Mal-lll, zawierajgcy w strukturze zewnetrznej dendrymeru czasteczki maltotriozy (Mal-111) ujaw-
niony w publikacji Appelhans D., Oertel U., Mazzeo R. i in., Proc R Soc A (2010), 466: 1489-1513,
zawiera opis jego syntezy i charakterystyke, a w czasopiémie Chem. Eur. J (2008), 14: 7030-7041,
Klajnert B., Appelhans D., Komber H. i in., opisana jest masa molowa (MM) dendrymeru PPI-G4-OS-
-Mal-Ill wyznaczona przez rezonans magnetyczny wykorzystany do metody spektrometrycznej 'THNMR,
gdzie odczyt dla atoméw wodoru (*H) byt wykonywany w czestotliwosci 500,13 MHz. Wedtug rysunku,
Fig. 1, i Tabeli 1, powierzchniowe grupy aminowe dendrymeru PPI-G4 zostaty wysycone maltotriozg
(Mal-1ll) w granicach okoto 22-35%, ktéra tworzy otwartg powtoke dendrymeru, oznaczong jako OS (OS
open shell — z otwartg powtoka). Optaszczanie dendrymeréw maltotriozg jest wykonywane w Niemczech
w Leibniz Institute of Polymer Research Dresden. Produkt ten nie jest dostepny komercyjnie. Natomiast
w obrocie handlowym wystepujg dendrymery polipropylenoiminowe czwartej generacji (PPI-G4) firmy
Symo-Chem, Eindhoven, Holandia.

Publikacja ,Genotoxicity of polypropylene imine) dendrimers” autorstwa Ziemba B. i wsp. Biopoly-
mers, vol. 97, no. 8; 2012; pp. 642-648 zawiera badania z uzyciem dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-lll
jak i PPI-G4-DS-Mal-11l. Opisane w tresci artykutu badania byty wykonane na limfocytach pobranych od
0s6b zdrowych, a nie na limfocytach pobranych od chorych na przewlektg biataczke limfocytowg. Nie
mozna traktowac jednako komoérek normalnych i zmienionych nowotworowo, tym bardziej w kontek$cie
apoptozy i substancji o dziataniu proapoptotycznym, dziatajacych na te komérki. Komérki zdrowe majg
zupetnie inne zapotrzebowanie energetyczne, inne witgczone mechanizmy obronne i nie majg uszko-
dzonego mechanizmu programowanej $mierci komérkowej. Praca ta potwierdza wytgcznie brak tok-
sycznego dziatania dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-lll na limfocyty ,zdrowe” nie zmienione w procesie
nowotworzenia.

Podobnie w publikacji ,Influence of fourth generation poly(propyleneimine) dendrimers on blood
cells” Journal of Biomedical Materials Research Part A, 2012; vol. 100A, no. 11, str. 2870-2880 przed-
stawiono wptyw dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-lll jak i PPI-G4-DS-Mal-1ll na komérki krwi pobrane od
zdrowych oséb: erytrocyty, limfocyty i ptytki krwi. Badania opublikowane w tym artykule dotyczg komé-
rek pobranych od zdrowych osobnikéw, a nie od chorych na biataczke, co pokazuje jedynie bezpieczny
profil stosowania PPI-G4-OS-Mal-lll dendrymeréw, i wybiérczy w stosunku do komoérek przewlektej bia-
faczki limfocytowej. W publikacji chociaz pojawiajg sie pojecia ,T-cell proliferation” i ,T-cell ymphoma”,
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to dotyczg zupetnie innego klonu komdérkowego (limfocytéw T) niz tego, ktory rozrasta sie w przewlektej
biataczce limfocytowej, a mianowicie limfocytéw B.

W obu wyzej przytoczonych publikacjach Barbary Ziemby i innych wspétautoréow ,Genotoxicity of
poly(propylene imine) dendrimers” oraz ,Influence of fourth generation poly(propyleneimine) dendrimers
on blood cells”, nie zostato ujawnione zastosowanie dendrymeru polipropylenoiminowego czwartej ge-
neracji optaszczonego maltotriozg PPI-G4-DS-Mal-1ll, okre$lonego wzorem 1, w ktérym R stanowi cza-
steczke maltotriozy, do leczenia przewlektej biataczki limfocytowej. W przypadku obu cytowanych prac
badania byly wykonane na komérkach jednojgdrzastych (PBMNC) pobranych od zdrowych oséb, a ko-
morki te majg zupefie inng biologie niz komérki biataczkowe.

Komorki jednojadrzaste (PBMNC) krwi obwodowej, tj. limfocyty T cytotoksyczne (Tc), limfocyty T
pomocnicze (Th), komérki NK oraz limfocyty B to bardzo wazne elementy odpowiedzi przeciwnowotwo-
rowej. W przypadku biataczki limfocytowej przewlektej (PBL) 90-99% PBMNC stanowig limfocyty B bia-
taczkowe. Komoérka nowotworowa powstaje w wyniku mutacji lub zmiany w kodzie DNA pojedynczej
prawidtowej komorki znajdujgcej sie w dowolnej czesci ciata. Gdy dojdzie do takiej zmiany, to zmieni sie
kod DNA i komorka przestanie funkcjonowaé normailnie.

Komorki nowotworowe roznig sie od prawidtowych (,zdrowych”) poprzez to, ze dzielg sie niekon-
trolowanie, posiadajg wtasciwosci inwazyjne (przerzuty), majg wtasng sie¢ unaczynienia oraz przyspie-
szony metabolizm. Cechy te (réznice miedzy nowotworowymi a normalnymi komérkami organizmu) wy-
korzystuje sie przy opracowywaniu terapii.

Komorki nowotworowe, w tym biataczkowe majg zupetnie inny profil ekspresji genéw w poréwna-
niu do PBMNC zdrowych, w tym przypadku gtéwnie chodzi o ekspresje gendéw apoptotycznych, ktére
tak zmieniajg limfocyty B-biataczkowe, ze stajg sie one ,nie$miertelne”, poniewaz majg zaburzony me-
chanizm autodestrukcji (apoptozy). Leczenie PBL opiera sie na indukowaniu ekspresji genéw proapop-
totycznych, a wygaszaniu genéw antyapoptotycznych w limfocytach B, tak aby ich profil genetyczny jak
réwniez mechanizmy immunologiczne byty podobne do limfocytéw B u zdrowych oséb.

Profil genetyczny prawidtowego limfocyta B znaczgco rézni sie od limfocyta B przewlektej biataczki
limfocytowej, co zostato juz publikowane w impaktowanych artykutach o miedzynarodowym znaczeniu.

Podobnie sprawa wyglagda z genotoksycznos$cig dendrymeréw na prawidtowe (,zdrowe”) komoérki
jednojadrzaste krwi obwodowej, w tym limfocyty B. W publikacji ,Genotoxicity of poly(propylene imine)
dendrimers” zostat przedstawiony jako genotoksyczny jedynie dendrymer powierzchniowo niezmodyfi-
kowany w przeciwienstwie do glikodendrymeréw. | podobnie jak poprzednie badania zostaty one prze-
prowadzone na zdrowych PBMNC, kt6rych to wynikéw nie da sie odnies¢ bezposrednio do limfocytow
o zwiekszonej klonalnosci (biataczkowych). W naszych niepublikowanych badaniach uzyskaliSmy ewi-
dentne roéznice w profilu ekspresji wielu gendéw pomiedzy prawidtowymi PBMNC (limfocytami B od 0oséb
zdrowych) a limfocytami B-PBL, natomiast zmiany ekspresji genéw apoptotycznych moga wywotywac
glikodendrymery (PPI-G4-OS/DS-Mal-lll) i réznice te sg istotne statystycznie.

Dodatkowo, w zadnej z ww. prac nie pojawia sie pojecie przewlektej biataczki limfocytowe;j.

Ponadto, nawet jezeli badana substancja jest genotoksyczna dla wybranych komérek, to nie jest
to rbwnoznaczne z tym, ze bedzie genotoksyczna dla wszystkich komoérek ludzkiego organizmu. Pojecie
genotoksycznoéci wigze sie z powstawaniem mutacji w DNA pod wptywem glikodendrymeréw. Nasze
badania pokazujg zmiany w ekspresji genéw, a nie w ich strukturze.

W publikacji Sekowskiego Sz., Mitowskiej K. i Gabryelak T., ,Dendrymery w naukach biomedycz-
nych i nanotechnologii” przedstawiono charakterystyke i potencjalne zastosowanie réznych dendryme-
réw w tym PPI. Autorzy podkre$lajg, ze ,w transporcie genéw bardzo pomocne mogg sie okazaé réwniez
dendrymery polipropylenoiminowe. Wykazano, ze wykorzystanie generacji G1-4 tych zwigzk6éw charak-
teryzuje sie dobrym stanem réwnowagi pomiedzy stabilnoscig kompleksu a toksyczno$cig, a dozylne
podanie lekéw genowych zawierajgcych kompleks PPl generacji G3 prowadzi do indukcji ekspresiji
transgenu wewnatrz guza”. Niniejsze opracowanie nie odnosi sie do terapii genowej, czyli wykorzystania
dendrymeru PPI jako no$nika kwasu nukleinowego, ktéry to kwas nukleinowy jest gtéwnym dziatajgcym
sktadnikiem lekéw genowych. Nasze zgtoszenie wynalazku oparte jest na dziataniu glikodendrymeru
PPI per se. Autorzy publikacji spekulujg, ze ,unikatowe wtasciwosci biologiczne, chemiczne i fizyczne
dendrymeréw stwarzajg mozliwo$¢ opracowania lekéw na bazie dendrymeréw, tzw. nanolekéw. Poli-
mery te mogg by¢ wykorzystane jako leki przeciwnowotworowe w terapii fotodynamicznej (photodyna-
mic therapy, PDT). Taki dendrymer musi byé jednak odpowiednio skonstruowany. Jedng z metod jest
synteza wokoét rdzenia absorbujacego $wiatto (tj. porfiryny), lub przytgczenie do powierzchni dendry-
meru czgsteczek kwasu 5-aminolewulinowego jako fotouczulacza®. Wspomniane fotouczulacze to po
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raz kolejny dendrymery PPl wykorzystywane jako noéniki dla fotouczulacza do wnetrza komérki. Den-
drymer wykorzystywany jako transporter musi byé obojetny dla komérki, do ktérej transportuje substan-
cje. Nie ma tu tez mowy o0 mechanizmie apoptozy, ktéry indukujg nasze glikodendrymery PPI do walki
z komérkami nowotworowymi.

W publikacji Szulc A., Appelhansa D., Voit B., Bryszewskiej M. i Klajnert B., ,Characteristics of
complexes between poly(propylene imine) dendrimers and nucleotides” przedstawione zostaty dendry-
mery PPl czwartej (G4) i piatej generacji (G5) modyfikowane powierzchniowo maltozg. Wspomniane
glikodendrymery zostaty uzyte do transportu adenozyny i adenozyno 5’-fosforanu, fizjologicznych nu-
kleotydéw, ktére sg metabolitami analogéw nukleozydowych takich jak Fludarabina czy Kladrybina, le-
kéw powszechnie stosowanych w leczeniu przewlekitej biataczki limfocytowej. Utworzone kompleksy
lek-dendrymer byly stabilne, a takie rozwigzanie zapewnia uzycie mniejszej ilosci leku do uzyskania
efektu terapeutycznego. Ale w tym rozwigzaniu dendrymer jest tylko transmiterem, ktérego uzywa sie
w bardzo matym stezeniu do dostarczania leku do komérek. Stezenie dendrymeru tak sie zmniejsza,
aby nie miat on zadnego wptywu na komérki organizmu, substancjg aktywng w tym przypadku jest ana-
log nukleozydowy, dendrymer jest zupetnie neutralny.

Podobng role dendrymeréw PPl czwartej generacji, chociaz w tym przypadku optaszczonych
maltotriozg, przedstawiono w publikacji Janaszewkiej A. i innych wspdtautoréw zatytutowanej , The biod-
istribution of maltotriose modified poly(propylene imine) (PPI) dendrimers conjugated with fluorescein —
proofs of crossing blood-brain-barrier’. Dendrymery w tej publikacji to doktadnie takie same glikoden-
drymery jak w obecnym zgtoszeniu patentowym, ale autorzy badali je z my$lg o zastosowaniu ich jako
no$nikéw substanciji do o$rodkowego uktadu nerwowego, a doktadnie do przenoszenia lekéw przez
bariere krew-mézg. Jest to bariera, ktérg przekroczyé jest bardzo trudno dla wielu lekéw, stad terapia
guzbw mozgu jest tak ograniczona i utrudniona, ze wzgledu na brak penetracji lekéw. Publikacja ujawnia
badania zaledwie na trzech szczurach w kazdej grupie, czyli dendrymeru OS i DS i pokazuje jak bio-
dystrybuuje glikodendrymer podawany codziennie przez 10 dni w dawce 16 mg/kg. Autorzy pokazuja,
ze gtéwnie dendrymer OS przenika do watroby i nerek, a takze znacznie przenika do mézgu. Dzieki tej
wiasciwosci udato nam sie wyleczy¢ przerzuty do mézgu u myszy spowodowane naciekiem komorek
biataczkowych, ale zastosowaliSmy o wiele wyzsze stezenia glikodendrymeru. Dluzsza obserwacja
w naszych badaniach in vivo pokazata, ze po 24 godzinach od zaprzestania podawania dendrymeréw
nawet w 10-krotnie wyzszych dawkach, watroba i nerki oczyszczajg sie zupetnie, a ich funkcje wracajg
do normy sprzed terapii. Glikodendrymery PPI-G4-OS-Mal-1ll nie pozostawiajg zadnego trwatego
uszkodzenia w tych narzadach.

Publikacja Anny Janaszewskiej i innych wspétautoréw zatytutowana ,Cytotoxicity of PAMAM, PPI
and maltose modified PPI dendrimers in Chinese hamster ovary (CHO) and human ovarian carcinoma
[SKOV3) cells” dotyczy badan przeprowadzonych na dwéch liniach komérkowych —jedna to linia komé-
rek jajnika Chomika Chirnskiego, a druga to linia nowotworowa — komérek ludzkiego raka jajnika. Ko-
morki dajace poczatek tkankom, a dalej narzgdom majg réwniez inng biologie niz komérki, z ktérych
powstajg krwinki. Juz na etapie komérek macierzystych réznicujg sie z mezenchymalnych komérek ma-
cierzystych, a nie hemocystoblasta (multipotencjalnej hematopoetycznej komoérki macierzystej). Doty-
czy to komérek prawidtowych od oséb zdrowych jak i nowotworowych. W zwigzku z powyzszym, nie
mozna uznawac za réwnowazne wynikéw uzyskanych w badaniach na komoérkach nowotworu krwi
(w tym przypadku biataczki limfocytowej przewlektej) z nowotworem narzgdowym (guzem litym) np. rak
jajnika. Gdyby wyniki te byty rownowazne, to jeden lek bytby skuteczny w leczeniu biataczek i guzéw
litych, a jak wiadomo tak nie jest.

Dodatkowo, w zadnej z ww. prac nie pojawia sie pojecie przewlektej biataczki limfocytowej, co
potwierdza nowos$¢ zastosowania dendrymeru polipropylenoiminowego czwartej generacji optaszczo-
nego maltotriozg PPI-G4-OS-Mal-lll. Wszystkie zacytowane wyzej publikacje, nawet jesli powotujg sie
na zastosowanie dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll, pokazujg jego zastosowanie w Swietle transportera
innych lekéw, a nie jako substancji leczniczej per se.

Publikacja Idy Franiak-Pietrygi i innych wspéfautoréow jako komunikat zjazdowy na 54. zjazd Ame-
rican Society of Hematology Annual Meeting and Exposition w Atlanta, GA [USA) w dniach 8-11.12.2012,
to pierwsza publikacja pokazujgca doktadnie dendrymery PPI-G4-OS-Mal Il jako potencjalne substancje
do walki z przewlektg biataczkg limfocytowg. Zostaly pokazane w tej publikacji wyniki potwierdzajgce
mechanizm indukowania apoptozy w biataczkowych limfocytach B. Publikacja ta zostata upubliczniona
po dacie pierwszenstwa niniejszej aplikacji patentowej.
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Tabela 1

Masa molowa (MM?2) komercyjnie dostepnych dendrymeréw PPI-G4 i zsyntezowanych dendrymeréw
PPI-G4-OS-Mal-Ill; liczba i odsetek powierzchniowych grup maltotriozy

Dendrymer MMieoretyeana | MMogbserwowana | Ldczba (%) grup | Liczba (%) grup
powierzchniowych | powierzchniowych
(g/ mol) ( g/ mol) Mal-III teoretyczna Mal-III obserwowana
PPI-G4 3514 3514 - -
PPI-G4-0S- 19144 14260 32 (50%) 22 (35%)
Mal-II1

Dla zastosowanego w niniejszym wynalazku dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll przeprowadzono ba-
dania wskaznika toksycznosci ICso, definiowanego jako stezenie powodujgce cytotoksycznosé 50% ko-
morek limfocytéw biataczkowych (MNCs). Wskaznik ICso dla dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-Ill zastoso-
wanego pojedynczo wynosit 8,24 mg/ml. Wyliczenie wskaznika ICso pozwala na dopasowanie dawki
leku zawierajgcej dendrymer PPI-G4-OS-Mal-1ll dla potrzeb terapii nowotworowej do leczenia nowotwo-
rowych choréb proliferacyjnych z zaburzonym mechanizmem apoptozy, w szczeg6Ilnosci przewlekitej
biataczki limfocytowej i wytworzenie leku w réznych postaciach farmaceutycznych wedtug ogéinie zna-
nych sposobéw.

Wynalazek niniejszy zostanie opisany w ponizszych przyktadach. Przedmiot wynalazku uwidocz-
niono takze na rysunku, na ktérym:

Figura 1 — przedstawia czgsteczke dendrymeru polipropylenoiminowego czwartej generacji mo-
dyfikowanego maltotriozg, okreslong skrétem PPI-G4-OS-Mal-lll,

Figura 2 — przedstawia dwuwariantowy histogram punktowy (typu ,dot plot”) limfocytéw B bia-
taczkowych kontrolnych nie traktowanych dendrymerem oraz limfocytéw B biataczkowych badanych
traktowanych dendrymerem PPI-G4-OS-Mal-Illl. W zastosowanej metodzie podwéjnego barwienia (jod-
kiem propidyny i aneksyng-V) komorek limfocytow biataczkowych PBL, mozna zaobserwowaé komorki
bedgce na réznym etapie procesu programowanej $mierci komérki (apoptoza wczesna, apoptoza
pdzna, nekroza),

Figura 3 — przedstawia dwuwariantowy histogram punktowy (typu ,dot plot”) limfocytéw B zdrowych
— kontrolnych nie traktowanych dendrymerem oraz limfocytéw B zdrowych — badanych traktowanych den-
drymerem PPI-G4-OS-Mal-lll. W zastosowanej metodzie podwoéjnego barwienia (jodkiem propidyny
i aneksyng-V) komérek limfocytéw biataczkowych PBL, mozna zaobserwowaé komérki bedace na réznym
etapie procesu programowanej $mierci komérki (apoptoza wczesna, apoptoza p6zna, nekroza),

a wyniki badan z przedstawionych przyktadéw ujeto w tabelach, gdzie

Tabela 2 — przedstawia wyniki Sredniego odsetka limfocytéw biataczkowych w hodowli in vitro
ulegajacych apoptozie lub nekrozie pod wptywem dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-1ll w czterech badanych
stezeniach; wyniki wzbogacone sg o wartosci odchylenia standardowego do kazdej wartosci $redniej
oraz analize statystyczng,

Tabela 3 — przedstawia wyniki $redniego odsetka zdrowych limfocytéw w hodowli in vitro ulega-
jacych apoptozie lub nekrozie pod wptywem dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-1ll w czterech badanych ste-
zeniach; wyniki wzbogacone sg o wartoéci odchylenia standardowego do kazdej wartosci Sredniej oraz
analize statystyczna,

Tabela 4 — przedstawia wyniki usrednionego odsetka komérek — limfocytow biataczkowych ze
zmniejszonym potencjatem mitochondrialnym w hodowli in vitro pod wptywem dendrymeru PPI-G4-OS-
-Mal-lll w trzech badanych stezeniach oraz pod wptywem dwéch lekéw najczesciej stosowanych w te-
rapii PBL, czyli fludarabiny (analog purynowy) oraz rytuksymabu (przeciwciata monoklonalnego).

Przyktad 1

Przeprowadzono badania zdolno$ci indukowania procesu apoptozy w komérkach limfocytéw bia-
faczkowych przy uzyciu dendrymeru polipropylenoiminowego czwartej generacji optaszczonego malto-
triozg PPI-G4-OS-Mal-1ll o zawartosci 35% maltotriozy i cytotoksyczno$é tegoz dendrymeru na ww.
komérki — badania in vitro.

a) lzolacjai hodowla in vitro komérek jednojadrzastych MNCs (limfocytéw biataczkowych)

Materiat do badan stanowita krew obwodowa uzyskana od 15 uprzednio nieleczonych chorych
na przewlekifg biataczke limfocytowg (PBL) (8 kobiet (K) i 7 mezczyzn (M)), w wieku 39-85 lat (Srednia
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63,8), bedacych pod opiekg Poradni Hematologicznej i Kliniki Hematologii UM w todzi. Badanie uzy-
skato akceptacje Komisji Bioetycznej przy UM w todzi (RNN/75/10/KE), a wszyscy chorzy wyrazili
zgode na udziat w nim.

Komodrki jednojadrzaste (Mononuclear cells; MNCs) — ktérych wiekszo$¢ (ok. 90%) stanowig lim-
focyty B biataczkowe izolowano z krwi obwodowej pobranej na wersenian disodowy — EDTA jako anty-
koagulant. Nastepnie krew nawarstwiano, w probéwce na odczynnik Histopaque 1077 (firmy Sigma,
St Louis, USA) i wirowano w gradiencie gestosci przez 20 minut z przyspieszeniem 200 g (gdzie ,g”
oznacza przyspieszenie ziemskie) Uzyskany na granicy faz piersciefi komoérek MNCs izolowano i ptu-
kano dwukrotnie w podtozu hodowlanym RPMI-1640 (firmy PAA, Niemcy). Uzyskane komoérki MNCs
zawieszono w podiozu hodowlanym RPMI-1640 w stezeniu 1 x 10% komoérek/ml, dodawano kolejno:
20% inaktywowanej ptodowej surowicy cielecej (FBS), antybiotyki: streptomycyna, gentamycyna (5 ml
mieszaniny antybiotykéw na 500 ml podtoza hodowlanego), (firmy PAA, Niemcy) oraz badany dendry-
mer PPI-G4-OS-Mal-lll o zawartosci 35% maltotriozy w badanym stezeniu (stezenia wylistowane sg
ponizej). Hodowle komérkowe przeprowadzano w koncowej objetosci 1 ml w medium hodowlanym
RPMI-1640. Hodowle komérek MNCs inkubowano przez 24 godz. w cieplarce biologicznej z doptywem
5% COz, w temperaturze 37°C, w warunkach 98% wilgotnosci, a po jej zakonczeniu przeprowadzono
ocene jakosciows i ilosciowg apoptozy i cytotoksycznosci komérek MNCs.

Hodowle komérek MNCs wediug powyzszego sposobu przeprowadzono dla préb z uzyciem den-
drymeru PPI-G4-0OS-Mal-lll o zawarto$ci 35% dla nastepujgcych jego ilosci:

— 4 mg/ml podioza hodowlanego,

— 6 mg/ml podioza hodowlanego,

— 8 mg/ml podioza hodowlanego,

— 10 mg/ml podioza hodowlanego.

Przeprowadzono takze préby hodowli komérek MNCs dla czasu inkubaciji 48 godzin.

Jako préby kontrolne wykonano hodowle w tych samych warunkach bez udziatu dendrymeru PPI-
-G4-0S-Mal-1ll o zawarto$ci 35% maltotriozy.

b) Ocena apoptozy i cytotoksycznoséci — test z aneksyna-V i jodkiem propidyny

Po zakonczeniu inkubacji komorki limfocytow biataczkowych (MNCs) ptukano dwukrotnie w schto-
dzonym, zbuforowanym roztworze soli fizjologicznej (PBS — roztwor wodny soli fizjologicznej zawierajgcy
w swym sktadzie chlorek sodu i fosforan sodu), a nastepnie komorki zawieszano w buforze wigzgcym
zawierajgcym 5 ul FITC (barwnik — izotiocjanian fluoresceiny) sprzezonym z aneksyng-V (Ann-V) oraz
10 pg/ml jodku propidyny (JP). Nastepnie probki inkubowano przez 15 min. w ciemno$ci, w temperaturze
pokojowej i niezwtocznie oceniano fluorescencje przy uzyciu cytometru przeptywowego (FACSCalibur,
Becton Dickinson) przy dtugosci fali FL1 490” + 20 nmi dla FL3 530” £ 20 nm.

Jodek propidyny (JP) jest kationowym zwigzkiem wykazujagcym auto fluorescencije, ktéry jest
aktywnie eliminowany przez komérki zdrowe, z zachowang integralnoscig btony komdérkowej (komérki
JP-ujemne, JP-). Aneksyna-V zmienia integralno$¢ btony komérkowej powodujgc przemieszczanie
fosfatydyloseryny do zewnetrznej monowarstwy btony komorki. Cytotoksycznosé zwigzku przejawia
sie zaburzeniami uwalniania JP do $rodowiska zewnetrznego (komérki JP-dodatnie, JP+).

W celu obliczenia indeksu apoptotycznego (apoptotic index; Al) oceniano komérki wybarwiajgce
sie aneksyna-V (AnnV+/JP- oraz AnnV+/JP+). Cytotoksyczno$¢ zastosowanych dendrymeréw PPI-G4-
-OS-Mal-lll o zawartosci 35% maltotriozy oceniano badajgc zywotno$é komoérek limfocytéw biataczko-
wych (MNCs) za pomoca barwienia JP.

c¢) Ocena potencjatlu mitochondrialnego (wyznacznik wczesnej apoptozy)

Potencjat mitochondrialny jest wczesnym wyznacznikiem apoptozy. Do jego oceny zastosowano
barwnik CMXRos - chloromethyl-X-rosamine (nazwa odczynnika Mito Tracker Red CMXRos, firmy Mo-
lecular Probes, USA) i przeciwciato monoklonalne przeciw glikoforynie A, sprzezone z barwnikiem FITC
(nazwa odczynnika Anty-Glycophorin A FITC, firmy Dako, Dania). CMXRos jest lipofilnym, kationowym
barwnikiem, ktéry w zywych komérkach ulega akumulacji w macierzy mitochondrialnej wykorzystujgc
ujemny fadunek wewnetrznej powierzchni btony mitochondrialnej. Dzieki takiemu asymetrycznemu roz-
mieszczeniu protonéw po obu stronach wewnetrznej btony mitochondrialnej, komérki zywe charaktery-
Zujg sie wysokim potencjatem mitochondrialnym (A¥m). Podczas indukcji procesu apoptozy jednym
z najwczes$niejszych zjawisk jest spadek potencjatu mitochondrialnego A¥Ym, a w konsekwencji zmniej-
szenie wychwytu barwnika CMXRos przez mitochondria.

Roztwor podstawowy barwnika CMXRos przygotowano poprzez rozciefnczenie substanciji dostar-
czonej przez producenta w 94 ul DMSO (dimetylosulfotlenek) i przechowywano w temperaturze 20°C.
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Nastepnie przygotowano roztwér roboczy — réwniez z uzyciem DMSO (1 :10) — przechowywany w tem-
peraturze 4°C. Komorki jednojgdrzaste — limfocyty biataczkowe o stezeniu 1 x 108 MNCs/ml inkubowano
z barwnikiem CMXRos (2,5 ul roztworu roboczego na 500 pl podtoza hodowlanego RPMI 1640) w tem-
peraturze 37°C przez 30 minut. Doktadnie po 15 minutach dodano 5 pl przeciwciata monoklonalnego
przeciw glikoforynie A, sprzezonego z barwnikiem FITC w celu wyeliminowania erytrocytéw, ktére przy-
padkowo mogq znalez¢ sie w prébce, co moze dodatnio fatszowaé wyniki z powodu niskiego potencjatu
mitochondrialnego. Nastepnie prébki poddano ocenie za pomoca techniki cytometrii przeptywowej. Oce-
niano odsetek komoérek ze zmniejszonym potencjatem mitochondrialnym, niewigzgcych anty-glikofo-
ryny A — FITC, czyli komérki A¥mle¥/Gly-A-.

Wszystkie pomiary fluorescenciji wykonano na cytometrze przeptywowym FACSCalibur (firmy
Becton Dickinson, USA) wyposazonym w laser argonowy 488 nm oraz przy wykorzystaniu oprogramo-
wania komputerowego CellQuestPro (firmy Becton Dickinson, USA). Kazdorazowo oceniano 10 000
komorek. Fluorescencja komoérek byta oceniana z uzyciem standardowych filtrow: zielonego — FL1 (diu-
goséé fali 3. =530 + 20 nm) i czerwonego — FL3 (.. > 600 nm).

d) Analiza statystyczna

Réznice statystyczne istotne pomiedzy wynikami uzyskanymi w hodowlach komérek limfocytéw
biataczkowych (MNCs), do ktérych dodano zgodnie z wynalazkiem dendrymery PPI-G4-OS-Mal-lll o za-
wartosci 35% maltotriozy oraz w hodowlach kontrolnych, bez udziatu dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll,
oceniano stosujgc test par Wilcoxona i przyjmujac za statystycznie istotne réznice, dla ktérych poziom
istotnosci jest p < 0,05.

Wskaznik toksycznoéci ICso dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll definiowano jako stezenie powodu-
jgce cytotoksycznos¢ 50% komérek limfocytéw biataczkowych (MNCs). Wyliczenie 1Cso pozwala na do-
pasowanie dawki leku zawierajgcej dendrymer PPI-G4-OS-Mal-Ill dla potrzeb terapii nowotworowej. Je-
zeli jest potrzeba, aby w jednej dawce lek byt na tyle toksyczny, aby niszczyt 100% komérek, przeciwko
ktérym jest kierowany, woéwczas w dawce leku stosuje sie stezenie dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-Ill dwu-
krotnie wyzsze niz to, ktére w badaniach spowodowato $mieré¢ 50% komorek biataczkowych. Ma to za-
stosowanie dla dawek leku dla pacjentéw progresywnych, z duzym zaawansowaniem choroby, u ktérych
wskazany jest szybki efekt terapeutyczny (mniejsza ilo$¢é tabletek podanych w krétkim czasie). W przy-
padku chorych stabszych, np. ze wzgledu na zaawansowany wiek, dawke leku zawierajgcg dendrymer
PPI-G4-OS-Mal-lll ustala sie w stezeniu z o potowe mniejszym nasileniem niszczenia limfocytow biatacz-
kowych. Wydtuzy sie czas trwania terapii, przy jednoczesnym zmniejszeniu dziatan niepozgdanych zwig-
zanych z reakcjg rozpadu komérek, ale ostatecznie efekt terapeutyczny zostanie osiagniety (wiecej ta-
bletek podanych choremu w dluzszym czasie, efekt terapeutyczny osiggniety).

e) Uzyskane wyniki

Odsetek komérek ulegajacych apoptozie indukowanej dendrymerem PPI-G4-OS-Mal-1ll zastoso-
wanym we wszystkich wskazanych w pkt. a stezeniach, zaréwno po 24, jak i 48 godzinach, byt nieocze-
kiwanie wyzszy, niz komérek ulegajgcych apoptozie spontanicznej (p < 0,05) (Tabela 2). Analize cyto-
metryczng komérek przewlektej biataczki limfocytowej PBL ulegajgcych apoptozie przedstawiono na
rysunku, Fig. 2. Wyzszy odsetek komérek ulegajacych apoptozie zaobserwowano dla czaséw inkubaciji
48-godzinnych, w poréwnaniu do 24-godzinnych. Najwiekszy odsetek komérek pdznoapoptotycznych
(Ann-V*JP*) wykazano po 48 godzinach inkubacji dla dwéch stezen dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lli
8 mg/ml (p = 0,007) i stezenia 10 mg/ml dendrymeru (p = 0,007), chociaz po 24 godzinach inkubaciji
réznica wzgledem kontroli byta réwniez znamienna dla wszystkich stezen (p = 0,005) (Tabela 2). Den-
drymer PPI-G4-OS-Mal-lll nie indukowat znaczgco wczesnej apoptozy (Ann-V-JP~) w komérkach PBL.
Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic dla odsetka komérek nekrotycznych PBL w poréw-
naniu z kontrolg ani w hodowlach 24-godzinnych, ani w 48-godzinnych. Swiadczy to o tym, ze badany
dendrymer PPI-G4-OS-Mal-1ll powoduje $mier¢ komérek biataczkowych pobudzajgc mechanizm apop-
tozy, a nie dziata bezposrednio na btone komérkowg przerywajgc jej ciagto$é. Wskaznik 1Cso dla den-
drymeru PPI-G4-OS-Mal-1ll zastosowanego pojedynczo wynosit 8,24 mg/mil.

Kolejng metodg potwierdzajgcg dziatanie dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll poprzez mechanizm
apoptozy na komorki biataczkowe sg wyniki oceny potencjatu mitochondrialnego. W 24-godzinnych ho-
dowlach komérkowych z dodatkiem dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll w trzech stezeniach: 4 mg/ml,
6 mg/ml, 8 mg/ml liczba komérek apoptotycznych byta znacznie wyzsza od liczby tych komoérek w ho-
dowli kontrolnej. Odsetek komdérek apoptotycznych zwiekszat sie proporcjonalnie do wzrostu stezenia
dendrymeru. Odsetek komérek apoptotycznych po inkubacji z analogiem purynowym (FA, fludarabina)
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w stezeniu 1,6 pM byt poréwnywalny do odsetka komérek apoptotycznych dla stezenia 6 mg/ml dendry-
meru PPI-G4-OS-Mal-lll. Przeciwciato monoklonalne anty-CD20 (Rit, rytuksymab) w stezeniu 10 pug/ml
wykazywato dziatanie indukujgce apoptoze rzedu apoptozy spontanicznej w hodowlach 24-godzinnych
(w prébkach kontrolnych). Po 48 godz. w hodowlach z dodatkiem dendrymeru PPI-G4--OS-Mal-1ll odse-
tek komérek A¥m'o#/Gly-A- byt istotnie wyzszy (68,57-78,56%) od odsetka tych komoérek w hodowli kon-
trolnej (42,04%). Wyniki przedstawiono w Tabeli 4.

Przyktad 2

Przeprowadzono badania zdolnoéci procesu apoptozy na zdrowych komérkach krwi przy uzyciu
dendrymeru polipropylenoiminowego czwartej generacji optaszczonego maltotriozg PPI-G4-OS-Mal-ll
o zawarto$ci 35% maltotriozy i cytotoksycznosé tegoz dendrymeru — badania in vitro.

a) Ocena indukcji apoptozy i cytotoksycznosé dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll w komér-

kach MNCs zdrowych ochotnikéw

Materiat do badan stanowita krew obwodowa uzyskana od 5 zdrowych ochotnikéw (3 kobiet
i 2 mezczyzn), w wieku 25-65 lat (Srednia 38,00 + 10,80).

Izolacje mononuklearéw (MNCs), hodowle komérkowe oraz ocene apoptozy i cytotoksycznos$ci
przeprowadzono wg sposobu opisanego w Przykiadzie 1.

Wplyw dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll na zdrowe komorki jednojadrzaste jest znikomy, chociaz
réznice pomiedzy hodowlami kontrolnymi a hodowlami z uzyciem dendrymeru wykazujg istotno$¢ sta-
tystyczng. Po 48 godz. hodowli wida¢ byto wyzszy odsetek komérek apoptotycznych dla wyzszych ste-
zen dendrymeru. Istotne statystycznie wyniki uzyskano dla apoptozy péznej dla wszystkich zastosowa-
nych stezen dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll (p = 0,03). Odsetek komérek martwych wybarwionych JP
po 24 godz. inkubacji wynosit 25,33% dla stezenia 8 mg/ml dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll, podczas
gdy dla komérek nietraktowanych dendrymerem wynosit 12,38%. Jak wida¢ na zaprezentowanych wy-
nikach badan dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-lll nie wykazujg one zbyt duzego toksycznego dziatania na
zdrowe limfocyty (Tabela 3, Fig. 3).

b) Wplyw dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll na hamowanie badz indukcje proliferacji komoé-

rek limfocytéw MNCs

Z krwi zdrowych ochotnikéw izolowano komérki MNCs metodg w gradiencie gesto$ci (opisana
powyzej w przyktadzie 1). Do sprawdzenia hamowania lub pobudzania mechanizmu proliferacji limfo-
cytébw przez dendrymer PPI-G4-OS-Mal-1ll, komérki inkubowano z dendrymerem lub bez niego i z do-
datkiem lub nie, w zalezno$&ci czy byfa to préba badana czy kontrolna, odpowiednio fitohemaglutyniny
(PHA-M). Po 72 godz. inkubacji probki byty analizowane spektrofotometrycznie przy uzyciu odczyn-
nika MTT (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-2,5-difenylotetrazoliowy). Konicowe stezenie PHA-M byto
10 w/ml, a dendrymery PPI-G4-OS-Mal-lll byty uzyte w trzech stezeniach: 0,2; 0,04 i 0,008 mg/ml. Za-
wiesina komérek MNCs z fitohemaglutyning PHA-M w stezeniu 10 pl/ml w medium hodowlanym byfa
traktowana jak kontrola pozytywna — proliferacja, zas zawiesina komérek MNCs w buforze PBS byta
traktowana jako negatywna kontrola — nieproliferujgca.

Dendrymer PPI-G4-0OS-Mal-11l delikatnie hamuje proliferacje komoérek limfocytéw zdrowych. Efekt
ten nie ma istotnego znaczenia z biologicznego punktu widzenia. Wraz ze wzrostem stezenia dendry-
meru PPI-G4-OS-Mal-1ll zdolno$é do hamowania proliferacji wzrasta.

¢) Wplyw dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll na hemolize erytrocytéw

Stopien hemolizy byt oceniany w badanych prébach na podstawie ilosci hemoglobiny (HGB) uwol-
nionej do supernatantu podczas wirowania przy 1000 g przez 5 min i po wczes$niejszej inkubacji hodowli
w temperaturze 37°C przez 2, 4, 16 i 24 godziny. Kontrole pozytywng (100% hemolizy) stanowity erytro-
cyty traktowane woda destylowang. Dendrymery PPI-G4-OS-Mal-11l nie powodowaty hemolizy erytrocy-
téw, w przeciwienstwie do dendrymeréw polipropylenoiminowych czwartej generacji, niezmodyfikowa-
nych powierzchniowo maltotriozg (PPI-G4). Z przeprowadzonych badan w spos6b oczywisty wynika,
iz uzyty wedtug wynalazku dendrymer PPI-G4-OS-Mal-lll o zawarto$ci 35% maltotriozy jest bezpieczny
dla komérek erytrocytéw, nie niszczy ich btony komoérkowej.

d) Wplyw dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-lll na agregacje plytek krwi (PLT)

Krew od zdrowych ochotnikéw pobierano na antykoagulant CPDA-1 (o0 skfadzie 100 mM glukoza;
55 mM mannitol; 25,8 mM KoHPO4; 14,7 mM KH2PO4; 17,9 mM cytrynian potasu; (mM — masa molowa)).
Surowice krwi wirowano przy 360 g (g przyspieszenie grawitacyjne) przez 5 min. Peletke (zbitek komé-
rek po zwirowaniu pozbawiony supernatantu), ptytek krwi PLT zawieszano nastepnie w buforze TRIS
(TRIS - tréjhydroksymetyloaminometan) zawierajgcym EDTA: (0,12 M NacCl; 0,0154 M KCI; 0,006 glu-
koza; 0,0015 M Na:EDTA; 0,0133 M Tris; pH 6,5), (M — Mol). Zawiesine wirowano przez 5 min przy
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przyspieszeniu 360 g. Peletke PLTs — w stezeniu 2,0 x 10° komérek/ml (buforu TRIS) ponownie zawie-
szano w buforze, a agregacije ptytek krwi PLTs wyznaczano automatycznym agregometrem AP2110.
Trypsyna w stezeniu 1 ng/ml zawieszona w buforze TRIS byta dodawana do prob ptytek krwi PLTs jako
kontrola pozytywna.

Badany dendrymer PPI-G4-OS-Mal-lll uzyty w prébach, w stezeniu wyzszym niz 10 mg/ml po-
wodowat 20% agregacje ptytek krwi PLT.

Jak opisano powyzej, dodanie dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll do limfocytéw biataczkowych
w niespodziewanie istotnym stopniu indukuje w tych komérkach mechanizm apoptozy i w ten sposéb
znaczgco redukuje ich namnazanie i przezywalno$é. Wykazano, ze dla tej nanoczgstki dendrymeru PPI-
-G4-0S-Mal-lll jako leku mozna oczekiwa¢ skutecznego, terapeutycznego dziatania w leczeniu nowo-
tworowych choréb proliferacyjnych, w szczeg6lnosci w przewlektej biataczce limfocytowej (PBL). ROw-
noczesénie wykazano, ze nanoczgsteczka, ktérg jest dendrymer PPI-G4-OS-Mal-lll, stosowana wedtug
niniejszego wynalazku jest nietoksyczna dla pozostatych elementéw morfotycznych krwi (erytrocytéw,
ptytek krwi), co zapewnia bezpieczne jej stosowanie u ludzi.

Wyniki badan dla dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-lll ujeto w tabelach 2, 3 i 4, prezentowanych po-
nizej:

— str. 11 —=Tabela 2,

— str. 12 —-Tabela 3,

— str. 13 —Tabela 4.
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Tabela 4

Wptyw dendrymeréw PPI-G4-OS-Mal-IIl na potencjat mitochondrialny komérek PBL w hodowli in vitro.

Poréwnanie z analogiem purynowym (fludarabing; FA) oraz przeciwciatem monoklonalnym (rytuksymabem; Rit)

24 godz.
Kontrola PPI-G4-0S- PPI-G4-OS- PPI-G4-0OS- FA Rit
Mal-11I Mal-T1T Mal-III
1,6 pM 10 pg/ml
4 mg/ml 6 mg/ml 8 mg/ml
n i0 10 10 10 10 10
X 3791 49,30 59,88 63,98 52,05 44,92
SD 16,23 12,94 15,12 13,49 17,81 16,70
48 godz.
n 10 10 10 i0 10 10
X 42,04 68,57 70,88 78,56 74,49 60,58
SD 14,26 18,49 15,45 11,56 17,47 19,99

n — liczba probek; X — $redni procent komdrek ze zmniejszonym potencjalem mitochondrialnym

(APmM™/Gly-A" [%]); SD — odchylenie standardowe; FA — fludarabina; Rit — rytuksymab
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Zastrzezenia patentowe

1. Dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji optaszczony maltotrioza okreslony we
wzorze 1, w ktérym R stanowi czgsteczke maltotriozy, oznaczony skrétem PPI-G4-OS-Mal-1ll,
gdzie PPI-G4 oznacza dendrymer polipropylenoiminowy czwartej generacji, OS (Open Shell)
— otwartg powtoke, Mal-Ill — maltotrioze (trisacharyd zbudowany z trzech reszt alfa-glukozy),
zawierajgcy 25-45% czasteczek maltotriozy — Mal-lll — zwigzanych z grupami aminowymi
czasteczki PPI-G4, do zastosowania w leczeniu przewlektej biataczki limfocytowej.

2. Dendrymer wedtug zastrzezenia 1, znamienny tym, ze PPI-G4-OS-Mal-lll zawiera 35% czg-
steczek maltotriozy (Mal-lIl).
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Analiza cytometryczna komérek PBL ulegajacych apoptozie pod wplywem dendrymeru
PPI-G4-0S-Mal-IIl.

Fig. 2
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Analiza cytometryczna zdrowych limfocytow ulegajacych apoptozie pod wplywem
dendrymeru PPI-G4-OS-Mal-III

Fig. 3



