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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna do stosowania miejscowego zawiera-
jaca antagoniste receptorow beta-adrenergicznych i kortykosteroid oraz jej zastosowanie w leczeniu
naczyniakow krwionosnych u dzieci.

Naczyniaki krwiono$ne (ang. haemangiomas) to najczestsze tagodne guzy wczesnego dziecin-
stwa wystepujace u dzieci z czestoscia od 4 do 10%. Naczyniaki wczesnodzieciece pojawiaja sie na
twarzy i szyi (okoto 80% przypadkow) oraz na tutowiu i konczynach. Juz w pierwszych tygodniach zycia
rozpoczyna sie faza szybkiego wzrostu proliferacyjnego naczyniakdw trwajaca do korca pierwszego roku
zycia dziecka. Kolejna faza powolnej regresji trwa roznie dtugo az do 5-10 roku zycia. Okoto 10-15%
naczyniakdw wczesnodzieciecych rozrasta sie do rozmiaréw uposledzajacych czynnos$¢ narzadu lub
zagrazajgcych zyciu dziecka. U tych pacjentdw konieczne jest natychmiastowe wdrozenie terapii syste-
mowe;j i/lub leczenia operacyjnego. W pozostatych przypadkach naczyniakéw mamy do dyspozycji kilka
metod leczenia: laseroterapia, sklerotyzacja, krioterapia, wyciecie chirurgiczne, ktére wymagaja znie-
czulenia ogdlnego pacjenta. Inng metoda jest doustne podawanie lekéw nasercowych (propranolol) (2),
ktore przyspieszaja regresje zmian naczyniowych, czesto az do catkowitego ich zaniku. Ich dziatanie na
naczyniaki zostato wykryte przypadkowo, tym niemniej ze wzgledu za duza skutecznos¢ sg obecnie
rutynowo stosowane na catym swiecie w oparciu o ustalone standardy. Niedogodnoscia tej terapii jest
koniecznos¢ wstepnej hospitalizacji (2—-3 dni), wykonania EKG i przeprowadzenia konsultacji kardiolo-
gicznej w celu zakwalifikowania pacjenta do leczenia.

W celu wyeliminowania tych niedogodnosci rozpoczeto stosowanie terapii miejscowej, poprzez
aplikacje powierzchniowa na naczyniaki lekdw w postaci kremu, zelu lub masci (1, 3, 4). Tworzone sg
one doraznie na bazie preparatéw gotowych, dostepnych w sprzedazy np. kropli okulistycznych (tymo-
lol) (4), tabletek doustnych lub zastrzykéw dozylnych (propranolol) (3), a wiec lekdéw, ktére zgodnie z za-
leceniami producentow powinny by¢ aplikowane inng droga. Znane sa rowniez terapie doogniskowe,
polegajace na wstrzyknieciu preparatu do wnetrza zmiany, jednak terapia ta wymaga znieczulenia ogél-
nego, a wiec hospitalizacji i zaangazowania personelu specjalistycznego przy mozliwym ryzyku powi-
ktarh miejscowych i ogdlnych.

W Zadnym ze stosowanych wczesniej w praktyce rozwiazan terapeutycznych, rowniez wyzej
wymienionych, nie byta wczesniej badana skuteczno$¢ stosowanych lekéw, nie okreslono ich dawek
terapeutycznych przy innym sposobie aplikacji, ani synergizmu ich dziatania, zwtaszcza potaczen z kor-
tykosteroidami.

W publikacji Peng Xu et al.: ,A self-controlled study of intralesional injection of diprospan com-
bined with topical timolol cream for treatment of thick superficial infantile hemangiomas”; Dermatologic
Therapy. 2018;e12595; DOI: 10.1111/dth.12595 ujawniono kombinowana terapie naczyniakéw krwio-
nosnych u dzieci polegajaca na doogniskowym wstrzyknieciu diprospanu oraz miejscowym stosowaniu
kremu zawierajacego 0,5% timolol.

W publikacji Alahmady h alsmman et al. : ,Combined oral propranolol with intralesional injection
of triamcinolone acetonide in treatment of infantile periocular hemangiomas”; Clinical Ophthalmology
2017:11 2177-2181; http://dx.doi.org/10.2147/OPTH.S15 ujawniono kombinowana terapie naczynia-
kéw krwiono$nych u dzieci polegajaca na doustnym podawaniu propranololu oraz doogniskowym
wstrzyknieciu acetonidu triamcynolonu.

W publikaciji Wenhu Zhou et al.: ,Formulation, characterization and clinical evaluation of propran-
olol hydrochloride gel for transdermal treatment of superficial infantile hemangioma”; Drug Development
and Industrial Pharmacy; 2014 Informa Healthcare USA, Inc. DOI: 10.3109/03639045.2014.931968
ujawniono sposob wytwarzania kompozycji farmaceutycznej w postaci zelu zawierajacej chlorowodorek
propranololu, HPMC, terpen, alkohol i inne substancje pomocnicze do leczenia naczyniakdéw krwiono-
$nych u dzieci.

W publikacji Retno Danarti et al. Topical Timolol Maleate 0.5% for Infantile Hemangioma: Its Ef-
fectiveness Compared to Ultrapotent Topical Corticosteroids — A Single-Center Experience of 278
Cases. Dermatology 2016;232:566—571 ujawniono poréwnanie efektywnosci masci sterydowej z ma-
$cia zawierajaca tymolol.

Celem wynalazku bylo opracowanie kompozycji farmaceutycznej do podawania miejscowego
skutecznej w leczeniu naczyniakéw krwionosnych u dzieci.


http://dx.doi.org/10.2147/OPTH.S15
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Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna do stosowania miejscowego, charak-
teryzujaca sie tym, ze zawiera antagoniste receptoréw beta-adrenergicznych, kortykosteroid i farma-
ceutycznie akceptowalny noénik, przy czym antagonista receptoréw beta-adrenergicznych jest labetalol
lub jego farmaceutycznie dopuszczalna sdl, a kortykosteroid jest wybrany z grupy obejmujacej triamcy-
nolon, acetonid triamcynolonu, heksacetonid triamcynolonu i dioctan triamcynolonu.

Korzystnie, farmaceutycznie dopuszczalna solg labetalolu jest chlorowodorek.

Korzystnie, stosunek wagowy antagonisty receptoréw beta-adrenergicznych do kortykosteroidu
wynosi 1:3.

Korzystnie, stezenie antagonisty receptoréw beta-adrenergicznych w kompozycji wynosi 0,02—
0,5% wag.

Korzystnie, stezenie kortykosteroidu w kompozycji wynosi 0,02-0,5% wag.

Korzystnie, kompozycja jest w postaci kremu, masci lub Zelu.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna okreslona jak wyzej do za-
stosowania w leczeniu naczyniakéw krwionosnych u dzieci.

Zaletg wynalazku jest stosowanie jednego preparatu zamiast kilku. W jednej formulacji potaczono
dwie substancje z dwoch réznych grup terapeutycznych (antagonista receptoréw beta-adrenergicznych
i kortykosteroid), ktére stosowano dotychczas osobno. Dzieki temu unika sie stosowania kilku prepara-
tow jednoczesnie, nie znajac efektdéw ich wspdétdziatania (antagonizm, synergizm). Wiaze sie to nie tylko
z wygoda, ale przede wszystkim z bezpieczenstwem, zaréwno dla dziecka (pacjenta) jak i osoby apli-
kujacej preparaty (mozliwo$¢é pomytki w przypadku stosowania kilku preparatéw, gwarancja odpowied-
niej dawki).

Kolejna zaleta wynalazku jest to, ze preparat stosuje sie zewnetrznie. Dotychczasowe metody
terapii, mimo ze wiekszos$¢ naczyniakow zlokalizowana jest w powtokach ciata, opieraja sie na podawa-
niu preparatoéw doustnie lub w formie wstrzyknie¢, dziatajac na organizm ogdlnoustrojowo, co u matych
dzieci wiaze sie z koniecznoscia znieczulenia ogdlnego, hospitalizacji i zaangazowania personelu spe-
cjalistycznego. Kompozycje farmaceutyczng wedtug wynalazku stosuje sie miejscowo, a wiec tylko
W miejscu zmienionym chorobowo, co zdecydowanie ogranicza dziatanie ogdlnoustrojowe stosowanych
lekéw. Dzieki temu zminimalizowane zostato ryzyko dziatan niepozadanych stosowanych lekow, a tym
samym ich niekorzystnego wptywu na zdrowie dziecka. Opracowane rozwigzanie umozliwia aplikacje
preparatu w domu przez najblizsze osoby. Nie jest wymagany pobyt w szpitalu ani obecnos¢ personelu
medycznego, co stanowi wygode dla rodzicéw i dzieci.

Kolejna zaletg wynalazku jest zmniejszenie dawek stosowanych lekéw. Skutecznos¢ kazdej
terapii zalezy od podawania odpowiednich dawek lekdw. Przyktadowo, antagonisci receptoréw
beta-adrenergicznych (betablokery) podani doustnie maja dziatanie ogdlnoustrojowe, zgodnie
z przeznaczeniem przede wszystkim na uktad sercowo-naczyniowy. Osiggajac odpowiedni po-
ziom terapeutyczny we krwi pacjenta, dziatajg poprzez wysycenie substancja lecznicza wszystkich
tkanek i narzadéw. Zmiany naczyniowe na skoérze nie sa gtdbwnym celem terapeutycznym betablo-
kerow, a wtasciwie ich dziataniem ubocznym. Kompozycja farmaceutyczna wedtug wynalazku
umozliwia zmniejszenie dawek lekdéw przy podawaniu miejscowym (zewnetrznym), poniewaz nie
ma koniecznosci wysycania catego organizmu pacjenta, aby osiagnac takie stezenie leku, ktére
umozliwi jego dotarcie (od wewnatrz) do zmiany chorobowej. Kompozycja farmaceutyczna wedtug
wynalazku po podaniu miejscowym dziata bezposrednio na zmiane chorobowa. Dodatkowo wyniKki
przeprowadzonych in vitro badanh synergizmu dziatania potaczonych w odpowiednich stezeniach
lekéw (kortykosteroidu i betablokera), pozwolity na zmniejszenie ich dawek i zwiekszenie sity dzia-
tania w poréwnaniu do standardowo zastosowanych stezen lekéw podanych osobno — osiagnieto
synergizm addycyjny.

Wynalazek zostat doktadniej wyjasniony na przyktadach, ktére jednak nie ograniczaja jego zakresu.

Przyktad 1

Wyznaczanie IC50 dla wybranych zwiazkow

W doswiadczeniu zastosowano linie komorkowa naczyniaka EOMA (ATCC® CRL-2586™) He-
mangioendothelioma. Komorki hodowano w pozywce EMEM (ATCC) i wysiano na 96-dotkowe] ptytce
przez 24 godziny. Nastepnie inkubowano z badanym zwigzkiem w wybranych stezeniach: 50-350 uM
(zwiazek rozpuszczono w DMSO i wodzie) przez 48 godzin. Koncowe stezenie metanolu w kazdym dotku
wyniosto 1 pl na 100 pl pozywki. Pozywke EMEM z dodatkiem 1 pL metanolu zastosowano jako kontrole,
a kontrolg pozytywng byt czysty metanol. Po 48 h inkubacji wykonano test cytotoksycznosci zgodnie
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z zestawem testow proliferacji komérek Vybrant MTT: 10 pl 12 mM roztworu podstawowego MTT dodano
do komorek i dalej inkubowano w 37°C przez 4 godz. Po inkubacji z dotkow usunieto 25 pl i dodano
50 yl DMSO. Ptytki inkubowano przez 10 min w 37°C i odczytano absorbancje przy 540 nm. Badanymi
zwiazkami byly cztery zwiazki o dziataniu na receptory beta adrenergiczne: chlorowodorek propranololu,
chlorowodorek labetalolu, atenolol i chlorowodorek isoprenaliny, i cztery kortykosteroidy: prednizolon,
prednizon, hydrokortyzon i triamcynolon.

W wyniku badan na liniach komdérkowych wyznaczono IC50 wszystkich osmiu badanych zwigz-
kow. Wykazano najnizsze wartosci IC50 dla chlorowodorku labetalolu oraz triamcynolonu. Wynosity one
odpowiednio: 308 uM oraz 844 uM.

Przyktad 2

Badanie in vitro kombinacji chlorowodorku labetalolu i triamcynolonu w réznych stezeniach

W drugiej fazie badan zaprojektowano model, w ktérym badana byta skutecznos$¢ terapeutyczna
i interakcja dziatania chlorowodorku labetalolu oraz triamcynolonu w réznych stezeniach. Badanie
przeprowadzono na liniach komoérkowych naczyniaka EOMA (ATCC® CRL-2586™) Hemangioen-
dothelioma.

Przygotowano roztwér podstawowy (S2) triamcynolonu o stezeniu 1688,5 uM. Nastepnie przy-
gotowano roztwor podstawowy (S1) chlorowodorku labetalolu o stezeniu 617,8 uM. Zatozeniem byto
przygotowanie kombinacji stezen, ktére beda oscylowaty w granicach IC50 wyznaczonych na liniach
komorkowych dla badanych zwigzkéw w pierwszym etapie prowadzonych badah. W ponizej tabeli 1
przedstawiono, w jaki sposdb wykonano kombinacje stezenh, aby okresli¢ najlepsze synergistyczne
dziatanie obu substancji.

Tabela 1
Triamcynolon | Triamcynolon | Triamcynolon | Triamcynolon
25 50 75 100
Labetalol 25]250ulL S1 250ul S1 250ulL 81 250ul 51
750uL H20 750uL H20 750uL H20 750uL H20
250ulL S2 500ul S2 750uL 52 1000ul S2
750ul H20 500ul H20 250ul H20
Labetalol 50| 500uL S1 500uL S1 500uL 51 500uL S1
500ul H20 500ul H20 500ulL H20 500ul H20
250ulL S2 500ul S2 750uL 52 1000ul S2
750uL H20 500ut H20 250uL H20
Labetalol 75| 750uL S1 750uL S1 750uL S1 750uL 51
250ul H20 250ul H20 250ul H20 250ul H20
250uL S2 500ulL S2 750uL 52 1000uL 52
750uL H20 500ut H20 250ulL H20
Labetalol 100 1000ul S1 1000ul S1 1000ul S1 1000ul S1
250uL S2 500ulL S2 750uL S2 1000uL S2
750uL H20 500uL H20 250uL H20

S1 - roztwér podstawowy chlorowodorku labetalolu = 617,8 yM
S2 — roztwor podstawowy triamcynolonu = 1688,5 uM
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Uzyskano 16 kombinacji roznych stezen badanych substancji, ktére przedstawiono na schemacie
ponizej.

Triamcynolon | Triamcynolon | Triamcynolon | Triameynolon
25 50 75 100
Labetalol 25
1 2 3 4
Labetalol 50
5 6 7 8
Labetalol 75
9 10 11 12
Labetalol 100
13 14 15 16

Nastepnie uzyskane 16 kombinacji zbadano na liniach komorkowych. Wyznaczono srednig prze-
zywalnos¢ dla wszystkich kombinacii.

W doswiadczeniu zastosowano linie komorkowa naczyniaka EOMA (ATCC® CRL-2586™) He-
mangioendothelioma. Komorki hodowano w pozywce EMEM (ATCC) i wysiano na 96-dotkowej ptytce
przez 24 godziny. Nastepnie inkubowano z badanym zwiazkiem w wybranych stezeniach przedstawio-
nych w tabeli 1. przez 48 godziny. Koricowe stezenie metanolu w kazdym dotku wyniosto 1 pl na 100 pl
pozywki. Pozywke EMEM z dodatkiem 1 pL metanolu zastosowano jako kontrole, a kontrolg pozytywna
byt czysty metanol. Po 48 h inkubacji wykonano test cytotoksycznosci zgodnie z zestawem testéw pro-
liferacji komorek Vybrant MTT: 10 pl 12 mM roztworu podstawowego MTT dodano do komorek i dalej
inkubowano w 37°C przez 4 godz. Po inkubacji z dotkow usunieto 25 pl i dodano 50 pl DMSO. Ptytki
inkubowano przez 10 min w 37°C i odczytano absorbancje przy 540 nm.

mieszanina |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
$rednia

przezywaln
0s¢ 739 (68,0 (742|779 |809 |62,2 |73,3 69,8 |590 (573|621 |66,2 49,6 |50,1 (57,7
(%) 4 4 3 2 6 0 4 0 5 3 8 6 q 9 2 55,56
11,0
odchylenie |2,25 | 5,50 |3,47 | 8,70 |5 4,48 | 6,26 8,73 | 5,47 | 1,70 | 2,13 | 6,93 | 4,97 | 2,09 | 6,19 | 3,43
11,1 13,6 12,5 10,4 | 10,0 10,7

rsd 3,05 | 8,08 (4,68 |7 5 7,20 | 8,54 (1 9,26 2,96 [3,43 |5 1 4,17 |3 6,17
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Whioski

Zastosowanie stezen wyliczonych z IC50 dla uzytych zwigzkéw spowodowato pojawienie sie
efektu synergistycznego czyli efekt zastosowania dwdch substancji w okreslonych stezeniach powodo-
wat zwiekszenie dziatania mieszaniny triamcynolonu i labetalolu w odniesieniu do efektu tych lekéw
stosowanych osobno. Wykazano, ze uzycie chlorowodorku labetalolu w stezeniu IC50 przy potaczeniu
z niewielkimi ilosciami triamcynolonu wptywa na obnizenie przezywalnosci komérek naczyniaka. Wyka-
zano zatem, ze synergizm wystepuje juz przy matych stezeniach kortykosteroidu co pozwolito na zmniej-
szenie jego dawki w potgczeniu z betablokerem przy osiagnieciu tego samego efektu terapeutycznego.
Zastosowanie mieszaniny obu badanych substancji dziatato skuteczniej na komaérki nowotworowe naczy-
niaka niz uzycie kazdej z tych substancji osobno. Osiagniety zostat zatem efekt synergizmu addycyjnego.

Wyniki badan przeprowadzonych na komoérkach naczyniaka w badanym zakresie stezen dla kom-
binacji badanych zwiazkéw pokazaty, ze badane zwigzki wykazuja synergizm dziatania we wszystkich
kombinacjach stezen. Jednak najwiekszy synergizm dziatania obserwowano przy stezeniach chlorowo-
dorku labetalolu i triamcynolonu okres$lonych w mieszaninie nr 13.

Przyktad 3
Wytwarzanie kompozycji farmaceutycznych

a) Wytwarzanie kremu

Odwazono odpowiednio 0,5 g triamcynolonu i 0,166 g chlorowodorku labetalolu, umieszczono
w mozdzierzu i zmikronizowano. Nastepnie dodano odwazone podtoze kremowe i ucierano do mo-
mentu otrzymania jednolitej masy.

W przypadku gdy w recepturze wystepuje roztwdr, zmikronizowane substancje rozpuszczono
w nim. Odwazone podtoza kremowe ucierano w mozdzierzu stopniowo dodajgc roztwér zawierajacy chlo-
rowodorek labetalolu i tiamcynolon. Ucieranie kontynuowano do momentu otrzymania jednolitej masy.

1) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)

3% sol. Acidi borici 15,0
Lekobaza ad 100,0
M.f.cremor

2) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Aqua destillata

Hascobaza aa ad 100,0
M.f.cremor
3) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Aqua destillata g.s.
Lanolini 20,0
Vaselini ad 100,0
M.f.cremor
4) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Eucerini
Aqua destillata aa ad 100,0

b) Wytwarzanie masci

Odwazono odpowiednio 0,5 g triamcynolonu i 0,166 g chlorowodorku labetalolu, umieszczono
w mozdzierzu i zmikronizowano. Nastepnie stopniowo dodawano odwazone podioze masciowe i ucie-
rano w mozdzierzu do momentu otrzymania jednolitej masy.

1) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)

Unguentum Cholesteroli ad 100,0
M.f.ung.

2) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Vaselini ad 100,0
M.f.ung.

3) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Paraffini lig. 10,0
Vaselini flavi ad 100,0

M.f.ung.
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4) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)

Resorcini 5,0
Paraffini lig. 50
Ichtioli 2,0
Pastae zinci ad 100,0
M.f.ung.

c) Wytwarzanie zelu
Odwazono odpowiednio 0,5 g triamcynolonu i 0,166 g chlorowodorku labetalolu, umieszczono

w mozdzierzu i zmikronizowano. Nastepnie dodano odwazone podtoZze zelowe i ucierano do momentu
otrzymania jednolitej masy.

W przypadku gdy w recepturze wystepuje roztwér, zmikronizowane substancje rozpuszczono

w nim. Odwazone podtoza zelowe ucierano w mozdzierzu stopniowo dodajac roztwor zawierajacy chlo-
rowodorek labetalolu i tiamcynolon. Ucieranie kontynuowano do momentu otrzymania jednolitej masy.

1) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
2% gel Lignocaini ad 50,0
M.f.gel.

2) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Unguentum methylocellulosi ad 100,0
M.f.gel.

3) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Mentholi 2,0
Unguentum glyceroli ad 50,0
M.f.gel.

4) Rp. Mieszanina 1:3 (0,166 g chlorowodorku labetalolu; 0,5 g triamcynolonu)
Mentholi 50

Tincturae Capsici 2,0

2% gel lignocaini

Unguentum macrogoli aa ad 100,0
M.f.gel.
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Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna do stosowania miejscowego, znamienna tym, ze zawiera anta-
goniste receptorow beta-adrenergicznych, kortykosteroid i farmaceutycznie akceptowalny no-
$nik, przy czym antagonista receptorow beta-adrenergicznych jest labetalol lub jego farma-
ceutycznie dopuszczalna sdl, a kortykosteroid jest wybrany z grupy obejmujacej triamcynolon,
acetonid triamcynolonu, heksacetonid triamcynolonu i dioctan triamcynolonu.

2. Kompozycja wedtug zastrz. 1 znamienna tym, ze farmaceutycznie dopuszczalng solg labe-

talolu jest chlorowodorek.

3. Kompozycja wedtug zastrz. 1 albo zastrz. 2, znamienna tym, ze stosunek wagowy antagoni-

sty receptoréw beta-adrenergicznych do kortykosteroidu wynosi 1:3.
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. Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z zastrzezen 1-3 znamienna tym, ze stezenie antagoni-
sty receptoréw beta-adrenergicznych w kompozycji wynosi 0,02-0,5% wag.

. Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z poprzednich zastrzezenn 1-4, znamienna tym, ze ste-
zenie kortykosteroidu w kompozycji wynosi 0,02—-0,5% wag.

. Kompozycja wedtug ktéregokolwiek z poprzednich zastrzezeh 1-5, znamienna tym, ze jest
w postaci kremu, masci lub zelu.

. Kompozycja farmaceutyczna okreslona w zastrzezeniach 1-6 do zastosowania w leczeniu
naczyniakéw krwionosnych u dzieci.



