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Hybrydy GO-2-ME i rGO 2-ME, sposéb ich otrzymywania oraz zastosowanie.

Przedmiotem wynalazku s hybrydy utworzone z nanoptatkdw grafenu i
2-metoksyestriadolu, sposdb ich wytwarzania oraz ich zastosowanie.

Chemioterapia stanowi jedng z podstawowych form leczenia onkologicznego, jednak
ograniczeniem jej skutecznosci jest toksycznoéé systemowa, suboptymalna efektywnosc i
chemiooporno$é komérek nowotworowych. Z tego wzgledu poszukiwane sg wcigz nowe
i bardziej selektywne metody terapeutyczne, m.in. w oparciu o nanoczastki jako nosniki
lekdéw, o unikalnych wtasdciwosciach biofizykochemicznych, zwtaszcza w obszarze wigzania
ksenobiotykédw oraz metabolitdow fizjologicznych, w tym réwniez absorpcji, penetracji
bton biologicznych, objetosci dystrybucji, a w konsekwencji biodostepnosci i potencjalne;j
selektywnosci chemioterapeutyku.

Czerniak ztosliwy skory i bton Sluzowych (melanoma malignum) stanowi istotny
problem kliniczny pod wzgledem nieprzewidywalnego przebiegu choroby i wzglednie
niskiej efektywnosci terapii guzéw o wyzszym stadium klinicznego zaawansowania.

Z kolei kostniakomiesak (osteosarcoma) nalezy do ztosliwych nowotwordw kosci u
dzieci i mtodziezy, oraz nowotwordw wtérnych u dorostych. Pomimo niewatpliwego
postepu w medycynie, kostniakomiesak ze wzgledu na swojg opornos¢ na chemoterapie
wcigz stanowi powazne wyzwanie terapeutyczne.

2-metoksyestradiol (2-ME, struktura przedstawiona na Fig. 1) jest naturalnym
metabolitem estradiolu, o stosunkowo silnych wtasciwosciach przeciwnowotworowych
charakteryzujgcym sie szerokim cytotoksycznym spektrum wzgledem réznych typow
guzdw nowotworowych, ktérego plejotropowy mechanizm dziatania jest wcigz
przedmiotem wielu badan biomedycznych. Efektywnos$¢ terapeutyczna 2-ME (nazwa
handlowa Panzem) zostata udokumentowana w |l fazie badan klinicznych dotyczacych
leczenia zaawansowanego raka nerki, prostaty, jajnika i rakowiakdw [Bruce i wsp., 2012;
Kulke i wsp., 2010; Harrison i wsp., 2011; Matei i wsp., 2009]. Ponadto, badania in vitro
potwierdzity potencjat przeciwnowotworowy 2-ME w leczeniu raka piersi, okreznicy i ptuc
[Kumar i wsp., 2016; Solum i wsp., 2015; Gorska M i wsp., DNA strand breaks induced by
nuclear hijacking of neuronal NOS as an anti-cancer effect of 2-methoxyestradiol, 2015,
6, 17, 15449-63; Gorska M i wsp., Neuronal nitric oxide synthase induction in the
antitumorigenic and neurotoxic effects of 2-methoxyestradiol, Molecules, 2014, 19, 9,
13267-81; Gérska M. i wsp., New insight into 2-methoxyestradiol- a possible physiological

link between neurodegeneration and cancer cell death, Current Medicinal Chemistry,
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2016, 23, 1513-1527; Gdérska i wsp., Neuronal nitric oxide synthase-mediated genotoxicity
of 2-methoxyestradiol in Hippocampal HT22 Cell line; Mol. Neurobiol, 2016, 53, 5030-
5040; Goérska M. i wsp., Impact of apparent antagonism of estrogen receptor B by
fulvestrant on anticancer activity of 2-methoxyestradiol, Anticancer Research, 2016, 36,
2217-2226; Gérska-Ponikowska M. i wsp., 2-methoxyestradiol impacts on amino acids-
mediated metabolic reprogramming in osteosarcoma cells by its interaction with NMDA
receptor, J. Cell Physiol, 2017, 9999, 1-20; Goérska-Ponikowska M. i wsp., 2-
methoxyestradiol reverses the pro-carcinogenic effect of L-lactate in osteosarcoma 143B
cells, Cancer Genomics & Proteomics 2017, 14, 493-493; Gérska-Ponikowska M. i wsp., 2-
methoxyestradiol affects mitochondrial biogenesis pathway and succinate
dehydrogenase complex flawoprotein subunit A in osteosarcoma cancer cells, Cancer
Genomics & Proteomics 2018, 15, 73-89]. Potencjalna skuteczno$¢ terapeutyczna 2-ME
zwigzana jest, miedzy innymi z wptywem tego zwigzku na polimeryzacje mikrotubul,
hamowaniem aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej oraz indukcjg stresu
nitroksydacyjnego [Kumar i wsp., 2016] prowadzgcego ostatecznie do Smierci komorki
nowotworowe;j.

2-ME nie wszedt do Ill fazy badan klinicznych ze wzgledu na niskg biodostepnosé po
podaniu doustnym, w zwigzku z czym trwajg badania nad opracowaniem nowych
pochodnych i postaci leku 2-ME.

W ostatnich latach grafeni jego pochodne staty sie wzglednie dostepnym materiatem
organicznym o dobrze zdefiniowanej strukturze, stwarzajagcym obiecujgce mozliwosci
zastosowania w kontekscie celowanej terapii przeciwnowotworowej.

Wykazano cytotoksyczne witasciwosci tlenkéw grafenu (GO) oraz zredukowanych
tlenkow grafenu (rGO) wzgledem réznych nowotwordw, w tym czerniaka ztosliwego [np.
CN111298117A, CN108048082A, CN106620709A, itp.]. W badaniach tych, GO i rGO
wystepuje najczesciej jako gtdwny sktadnik kompozytu, na ktérego powierzchni znajdujg
sie zwigzane sitami adhezyjnymi lub tez kowalencyjnie, nanoczastki (w tym magnetyczne),
polimery, jak  rdwniez immobilizowane  substancje o  wifasciwosciach
przeciwnowotworowych, takie jak doksorubicyna i cis-platyna.

W stanie techniki znane sg rozwigzania dotyczgce wytwarzania hybryd grafenu z
doksorubicyng i innymi zwigzkami przeciwnowotworowymi. Znane sg takze badania nad
mozliwos$cig zastosowania biokompozytéw grafenu z kwasem hialuronowym, dsDNA

(dwuniciowy DNA) czy PEG (glikol polietylenowy) lub niektérymi cytostatykami w terapii
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onkologiczne]. Kwas hialuronowy czy PEG mogg stuzy¢ jako nosniki/podtoze dla lekow a
takze jako plastyfikator membran grafenowych. Opracowywane s3g takze opatrunki
stworzone z biodegradowalnego hydrozelu pozwalajgcego na uwalnianie/dostarczanie
substancji aktywnych zwigzanych z réznymi formami grafenu wspomagajgcymi gojenie
ran.

W zgtoszeniu patentowym CN108371714A ujawniono sposob wytwarzania leku na
bazie tlenku grafenu, zelatyny, kwasu foliowego i jego potencjalne zastosowanie w
leczeniu nowotwordw.

Zgtoszenie patentowe CN107625964A opisuje sposdb wytwarzania ukfadu o
spowolnionym uwalnianiu zawierajgcego tlenek grafenu, PEG i kwas hialuronowy, gdzie
PEG jest kowalencyjnie sprzegany z tlenkiem grafenu i kwasem hialuronowym, a
nastepnie produkt jest modyfikowany chitozanem i wytwarzany jako nosnik leku
przeciwnowotworowego, ktory wykazuje odpowiednig hydrofilowos¢,
biokompatybilnos¢, a przy tym materiat ma dtugi okres podttrwania in vivo i wysoka
zdolnos¢ oddziatywania z btong komérkowa.

Z kolei w zgtoszeniu patentowym CN104146946A ujawniono materiat kompozytowy
zawierajgcy utleniony grafen z lekiem oraz sposdb jego wytwarzania. Ujawniony
kompozyt jest zwigzkiem utworzonym z doksorubicyny DOX i utlenionego grafenu
modyfikowanego kwasem laktobionowym.

2-ME wykazuje dziatanie cytotoksyczne, przy czym jest wzglednie nietoksyczny dla
komadrek normotypowych.

Istotnym problemem w zastosowaniu 2-ME w terapiach nowotworowych jest jego
ograniczona biodostepnosé¢, dlatego celem wynalazku jest zapewnienie struktur
o poprawionej dostepnosci i mozliwie selektywnym dziataniu na komorki nowotworowe.

W toku prac badawczo-rozwojowych uzyskano stabilne pochodne 2-ME, ktére

rozwigzujg powyzszy problem.

Przedmiotem wynalazku sg hybrydy GO-2-ME2 lub rGO-2-ME stanowigce trwate
potgczenie czgstek 2-metoksyestradiolu (2-ME) z tlenkiem grafenu GO lub zredukowanym
tlenkiem grafenu rGO.

Korzystnie, w hybrydach wedtug wynalazku stosunek masowy 2-ME do GO lub rGO

w mieszaninie reakcyjnej wynosi 2:1. W hybrydach wedtug wynalazku tlenek grafenu GO
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lub zredukowany tlenek grafenu rGO jest w formie ptatkdw o wymiarach od 2 nm do 6
pm.

Rozwigzanie wedtug wynalazku przynosi nowy i zaskakujgcy efekt w postaci poprawy
biodostepnosci substancji terapeutycznej, czyli 2-ME poprzez jego kompleksowanie z
nanoptatkami grafenu, przy jednoczesnej minimalizacji potencjalnej cytotoksycznosci
nanoptatkdw grafenu wzgledem komodrek normotypowych.

Lipofilna struktura nosnika grafenowego umozliwia bardziej efektywng interakcje
kompleksu 2-ME-grafen z btonami lipidowymi i w konsekwencji bardziej wydajng
penetracje do wnetrza komorki, w poréwnaniu z izolowang czgsteczkg 2-ME. Badania in
vitro potwierdzajg wiekszy efekt cytotoksyczny komplekséw 2-ME-grafen w porédwnaniu
z roztworem 2-ME. Lipofilny charakter 2-ME (logP = 3,59) oraz wzglednie mata
powierzchnia polarna czasteczki (PSA = 49,69 A2) zapewniaja utworzenie stabilnego
kompleksu 2-ME z hydrofobowg powierzchnig nanoptatkéw tlenku grafenu (zwtaszcza
zredukowanego tlenku grafenu rGQO), co potwierdzono doswiadczalnie (patrz Opis
syntezy: Analiza trwatosci komplekséw nanoform grafenu z 2-ME). Obecnos$¢ polarnych
grup hydroksylowych umozliwia ponadto wigzanie 2-ME z tlenkiem grafenu GO poprzez
wigzania wodorowe z grupami hydroksylowymi i epoksydowymi zlokalizowanymi na
powierzchni oraz karbonylowymi i karboksylowymi umiejscowionymi na krawedziach
arkuszy ptatkéw grafenowych.

Tworcy wynalazku przeprowadzili wyczerpujagce badania zmierzajgce do
skonstruowania hybryd nanopfatkéw grafenu z naturalng pochodng estradiolu, o réznych
parametrach i wiasciwosciach biofizykochemicznych oraz farmakologicznych,
przydatnych do projektowania efektywnego leczenia onkologicznego w potencjalnej
terapii celowanej, dziatajgcych wzglednie wybidrczo na tkanke nowotworowg. Nanoptatki
grafenu stanowig platforme nosng o unikalnych wtasciwosciach biologicznych i
biofizycznych, ktdéra umozliwia regulowang i selektywng dystrybucje zwigzanego z nig
chemioterapeutyku, zwiekszajgc tym samym efektywnos¢ leczenia oraz minimalizujgc
dziatania niepozadane.

Przeprowadzone badania wykazaly stosunkowo wysokg trwato$¢ wytworzonych
hybryd nanopfatkédw grafenu z 2-ME. Najwiekszg wydajnos¢ uzyskano dla hybrydy rGO i
DMSO — powyzej 80%. Rdznice w oznaczonej wydajnosci nie sg zbyt duze, natomiast
mozna zauwazy¢, ze rGO w badanych uktadach wykazywat wieksze powinowactwo do 2-

ME w pordwnaniu z GO, co moze mie¢ zwigzek ze stosunkowo wysoka lipofilnoscig 2-ME
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(mierzong obliczonym wspdtczynnikiem lipofilnosci logP = 3,59; MarvinSketch v.20.21.0
ChemAxon) oraz relatywnie niewielkg polarng powierzchnig czgsteczki (szacowana
metodg chemii obliczeniowej na ok. 50 A%; MarvinSketch v.20.21.0 ChemAxon). Ponadto,
wyniki wskazujg, ze DMSO w mniejszym stopniu destabilizuje hybryde nanoptatkéw
grafenu z 2-ME, zwiekszajac jej trwatos¢ w uktadzie biologicznym a tym samym wzmagajac

potencjalny efekt terapeutyczny hybrydowego ukfadu nosnik-lek.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez sposéb otrzymywania hybryd GO-2-ME
charakteryzujacy sie tym, ze przygotowuje sie zawiesine tlenku grafenu, o stezeniu 0,5
mg/ml w DMSO lub 96% etanolu, oraz roztwdr 2-metoksyestradiolu (2-ME) o stezeniu 1
mg/ml, po czym do zawiesiny tlenku grafenu dodaje sie kroplami rozwdr 2-
metyloestradiolu w stosunku obj. 1:1 i pozostawia sie mieszanine reakcyjng na 24 h w
temperaturze pokojowej, nastepnie mieszanine reakcyjng odwirowuje sie przez 20 min,
przy 1200 obr/min, po czym zlewa sie supernatant znad osadu, nastepnie osad przemywa

sie odpowiednio DMSO lub etanolem.

Przedmiotem wynalazku jest rédwniez sposdb otrzymywania hybryd rGO-2-ME
charakteryzujgcy sie tym, ze przygotowuje sie zawiesine zredukowanego tlenku grafenu
stezeniu 0,5 mg/ml w DMSO lub 96% etanolu, oraz roztwdr 2-metyloestradiolu o stezeniu
1 mg/ml, po czym do zawiesiny zredukowanego tlenku grafenu dodaje sie kroplami
rozwor 2-metyloestradiolu w stosunku obj. 1:1 i pozostawia sie mieszanine reakcyjng na
24 h w temperaturze pokojowej, nastepnie mieszanine reakcyjng odwirowuje sie przez 20
min, przy 1200 obr/min, po czym zlewa sie supernatant znad osadu, nastepnie osad
przemywa sie odpowiednio DMSO lub etanolem.

W sposobach otrzymywania hybryd GO-2-ME lub rGO-2-ME wedtug wynalazku,

korzystnie stosuje sie materiat grafenowy formie ptatkdw o wymiarach od 2 nm do 6 um.
Ponadto, przedmiotem wynalazku jest zastosowanie hybryd otrzymanych wedtug
wynalazku jako systemu terapeutycznego o charakterze wzglednie selektywnego leku

przeciwnowotworowego.

Zgodnie z wynalazkiem, hybrydy GO-2-ME lub rGO-2-ME mozna zastosowaé jako

system terapeutyczny o regulowanej biodostepnosci i kontrolowanym uwalnianiu
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substancji czynnej 2-ME. Wyniki badan hybrydy GO lub rGO z 2-ME, wskazujg na
zwiekszong biodostepnos¢ 2-ME oraz wzgledng selektywnos¢ potencjalnej terapii
przeciwnowotworowej poprzez kierowanie aktywnego zwigzku bezposrednio w miejsce
lokalizacji nowotworu. Dzieki temu korzystnie hybrydy GO-2-ME lub rGO-2-ME mozna
zastosowaé do leczenia nowotwordw skéry, zwtaszcza czerniaka ztosliwego lub innych
nowotwordw skoéry i bton $luzowych, jak réwniez do leczenia nowotwordéw tkanek
miekkich i kosci, zwtaszcza kostniakomiesaka albo jako srodek wspomagajacy gojenie sie
ran, w szczegélnosci owrzodzen nowotworowych. Zatem rozwigzanie wedtug wynalazku
ma istotny klinicznie potencjat aplikacyjny.

Przewagg nad obecnie stosowanymi lekami przeciwnowotworowymi jest
niewatpliwie brak efektu toksycznego badanych zwigzkéw wobec komdérek
normotypowych, co wykazano na linii ludzkich fibroblastéw skdéry. Zastosowanie hybryd
wedtug wynalazku pozwala na uzyskanie wzglednie selektywnego efektu cytotoksycznego
wobec komodrek nowotworowych, minimalizujgc tym samym potencjalne dziatania
niepozgdane zwigzane z oddziatywaniem na komodrki normotypowe.

W badaniach dotyczgcych zywotnosci komorek czerniaka A375 (Fig. 1) zastosowano
komorki czerniaka A375 inkubowane z 2-metoksyestradiolem (2-ME), tlenkiem grafenu
(GO), zredukowanym tlenkiem grafenu (rGO) w rozmiarach z zakresu 2 nm-6 um oraz
pochodnymi hybrydami (GO-2-ME, rGO-2-ME) przez okres 24 godzin. Ocene
cytotoksycznosci wykonano za pomocg testu zywotnosci komodrek MTT. Kontrole
stanowity komorki traktowane rozpuszczalnikiem w stezeniu odpowiadajgcym kolejnym
uktadom testowym. Wykresy A, B, C, D (Fig. 1) odpowiadajg kolejno rozciericzeniom 1:10,
1:20, 1:40, 1:80. Przyjeto 0,5 mg/ml stezenia wyjsciowego 2-ME uzyskanego w trakcie
tworzenia hybryd (rozciericzonych nastepnie odpowiednio w stosunku 1:10, 1:20, 1:40
i/lub 1:80).

Co niezwykle istotne, w kolejnych badaniach wykazano, iz zastosowanie
odpowiedniej techniki kompleksowania 2-ME z grafenem (rodzaj rozpuszczalnika oraz
typu nanoptatkdw grafenu) pozwala na uzyskanie istotnego efektu cytotoksycznego
(rzedu 50%) wzgledem komodrek nowotworowych w stosunkowo niskich stezeniach, tj.
takich w ktdérych toksycznos$é samego nosnika (tlenku grafenu) jest pomijalna, co
wykazano w badaniach in vitro (Fig. 1, 2).

W kazdym uzytym rozciericzeniu 1:10, 1:20, 1:40 cytotoksyczno$é hybrydy GO-2ME

w DMSO byta wyisza w pordéwnaniu z 2-ME (w odpowiadajgcym stezeniu). W
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przeprowadzonych badaniach wykazano, iz hybryda GO-2-ME w DMSO powoduje $rednio
najwieksze obnizenie zywotnosci komdrek czerniaka A375 w rozcieniczeniu 1:20 oraz 1:40
(Fig. 1B, C).

W rozciedczeniach 1:10, 1:20 cytotoksyczno$é hybrydy rGO-2-ME w DMSO byta
rowniez wyzsza w porownaniu z 2-ME (Fig. 1A, B). Natomiast, w rozciericzeniu 1:40
efektywnos¢ przeciwnowotworowa hybrydy rGO-2-ME oraz 2-ME w DMSO wzgledem
komodrek czerniaka byta porownywalna (Fig. 1C).

Zaobserwowano réwniez cytotoksyczny efekt samych nanoptatkéw GO w DMSO w
rozciedczeniach odpowiednio 1:10, 1:20, oraz rGO w DMSO we wszystkich uzytych
rozcienczeniach 1:10, 1:20, 1:40 (Fig. 1). Zaobserwowano cytotoksyczny efekt samych
nanopfatkéow GO i rGO w etanolu tylko w rozciericzeniu 1:10 (Fig. 1).

W rozcieniczeniu 1:80 nie obserwowano istotnych zmian zywotnosci komérek A375
traktowanych grafenem GO, rGO lub jego pochodnymi (Fig. 1D).

Nalezy podkresli¢, iz w toku badan wykazano istotny wptyw doboru rozpuszczalnika
(srodowiska) na potencjat przeciwnowotworowy zwigzkdéw. Zastosowanie etanolu jako
rozpuszczalnika, obnizyto efektywno$é przeciwnowotworowg GO, rGO oraz pochodnych
w poréwnaniu z zastosowaniem DMSO jako rozpuszczalnika (Fig. 1).

W badaniach dotyczgcych zywotnosci komodrek kostniakomiesaka (Fig. 2)
zastosowano komorki kostniakomiesaka 143B inkubowane z 2-metoksyestradiolem (2-
ME), tlenkiem grafenu (GO), zredukowanym tlenkiem grafenu (rGO) w rozmiarach z
zakresu 2 nm-6 um oraz pochodnymi hybrydami (GO-2-ME, rGO-2-ME) przez okres 24
godzin. Ocene cytotoksycznosci wykonano za pomoca testu MTT. Kontrole stanowity
komorki traktowane rozpuszczalnikiem w stezeniu odpowiadajgcym kolejnym uktadom
testowym. Wykresy A, B, C, D na Fig. 2 odpowiadajg odpowienio rozciericzeniom 1:10,
1:20, 1:40, 1:80. Przyjeto 0,5 mg/ml stezenia wyjsciowego 2-ME uzyskanego w trakcie
tworzenia hybryd ( rozcieficzonych nastepnie odpowiednio w stosunku 1:10, 1:20, 1:40).

Wyniki uzyskane na linii czerniaka oraz kostniakomiesaka korelujg ze sobg. Ponadto,
udokumentowano wyptyw rozpuszczalnika na dziatanie przeciwnowotworowe GO, rGO
oraz pochodnych, jak rowniez zaleznos¢ od stezen (dawki).

W kazdym uzytym rozcienczeniu 1:10, 1:20, 1:40 cytotoksyczno$¢ hybrydy GO-2ME
w DMSO byta wyzsza w pordwnaniu z 2-ME (w odpowiadajgcym stezeniu). W

przeprowadzonych badaniach wykazano, iz hybryda GO-2-ME w DMSO powoduje $rednio
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najwieksze obnizenie zywotnosci komodrek kostniakomiesaka 143B w rozcienczeniu 1:10
(Fig. 2A).

W kazdym uzytym rozcieiczeniu 1:10, 1:20 cytotoksyczno$é hybrydy rGO-2ME w
DMSO byta wyzsza w pordwnaniu z 2-ME (w odpowiadajgcym stezeniu).

Zastosowanie jako rozpuszczalnika etanolu obnizyto efektywnosé
przeciwnowotworowg GO, rGO oraz pochodnych w porédwnaniu z zastosowaniem DMSO
jako rozpuszczalnika (Fig. 2).

Zaobserwowano réwniez cytotoksyczny efekt samych nanoptatkéw GO w DMSO w
rozcieAczeniach odpowiednio 1:10, 1:20, oraz rGO w DMSO we wszystkich uzytych
rozcienczeniach 1:10, 1:20, 1:40 (Fig. 2). Zaobserwowano cytotoksyczny efekt samych
nanopfatkéow GO i rGO w etanolu tylko w rozciericzeniu 1:10 (Fig. 2).

W rozcieniczeniu 1:80 nie obserwowano istotnych zmian zywotnosci komérek A375
traktowanych grafenem GO, rGO lub jego pochodnymi (Fig. 2D).

Nalezy szczegdlnie podkresli¢, ze niezaleznie od rozciefczenia, wykazano brak
cytotoksycznego wptywu GO, rGO lub pochodnych na ludzkie fibroblasty skory (Fig. 3), co
wskazuje na niezwykle interesujgcg selektywno$é dziatania hybryd GO/GO z 2-ME
wzgledem komdrek nowotworowych. Stwarza to racjonalny potencjat kliniczny z istotnym
marginesem bezpieczenstwa dla zastosowania badanych zwigzkéw w leczeniu ran
przewlektych, zwtaszcza w przypadku wrzodziejgcych nowotwordw skory.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze przytaczenie 2-ME do nanoptatkdw grafenu GO/rGO
zapewnia w wiekszosci testowanych uktadéw wiekszg cytotoksycznosé biokompozytu w
poréwnaniu do czystych nanoptatkdw grafenu, jak i samego 2-ME, co ma istotne
znaczenie w kontekscie potencjalnego zastosowania klinicznego pod katem zwiekszenia
efektywnosci terapii czerniaka ztosliwego, kostniakomiesaka oraz innych nowotwordw
ztosliwych, w tym wrzodziejgcych nowotwordéw skory.

Wykonana przez Tworcow analiza fizykochemiczna hybryd nanoptatkow grafenu z 2-
ME koreluje z parametrami cytotoksycznosci, wskazujgcymi na znamiennie wieksze
obnizenie zywotnosci komdrek nowotworowych w przypadku hybrydy GO-2ME w DMSO,
w poréwnaniu z rGO-2-ME w DMSO w pewnych zakresach stezen. Wynik ten sugeruje
mozliwy mechanizm przedtuzonego uwalniania 2-ME z hybrydy rGO-2ME ze wzgledu na
wiekszg lipofilno$¢ nosnika grafenowego i/lub bardziej efektywng penetracje
hydrofobowej hybrydy przez biony lipidowe (wieksza biodostepnosc). Tym niemniej, obie

formy hybrydy sg wartosciowe z punktu widzenia klinicznego — mozliwos¢ regulacji czasu
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dziatania leku oraz uzyskanie w razie potrzeby farmakologicznego efektu przedtuzonego
uwalniania substancji czynnej (tzw. forma prolongatum).

Dodatkowo, wykazano ze jednym z mechanizmoéw dziatania hybrydy GO-2-ME jest
inhibicja fosfatazy fosfotyrozynowej PTP1B (Fig. 4). W wyniku przeprowadzonych badan
wykazano spadek aktywnosci fosfatazy PTP1B do 50%, 61%, 72%, 73% w wyniku inkubacji
z GO zawieszonym w DMSO, etanolu, GO-2-ME zawieszonym w DMSO, GO zawieszonym
w etanolu, GO-2-ME zawieszonym w etanolu. Jest to bardzo istotny wynik, biorgc pod
uwage fakt, ze 2-ME nie wykazuje wtasciwosci hamujgcych wobec tej fosfatazy (Fig. 4). Ze
wzgledu na przekroczenie progu odczytu absorbancji, Twércy nie byli w stanie
obiektywnie ocenié¢ aktywnosci rGO oraz hybrydy rGO-2-ME. Mozna wiec przyjaé, iz
potencjat hamowania fosfatazy PTP1B zalezy od rodzaju formy grafenu uzytej do syntezy

hybrydy — GO/rGO oraz od rodzaju rozpuszczalnika.

Rozwigzanie wedtug wynalazku zilustrowano na rysunkach, gdzie:

Fig. 1 przedstawia wptyw badanych prébek na zywotnoéé komorek A375;

Fig. 2 przedstawia wptyw badanych prébek na zywotnoéé komorek 143B;

Fig. 3 przedstawia wptyw badanych prébek na zywotnos¢ komérek HDF;

Fig. 4 przedstawia wptyw 2-ME, GO oraz hybryd GO-2-ME w DMSO oraz etanolu na
aktywno$é enzymatyczng fosfatazy PTP1B.

Fig.5 przedstawia strukture 2-metyloestradiolu (2-ME) oraz struktury tlenku grafenu (GO)
i zredukowanego tlenku grafenu (rGO), dostepne w publikacji Y. Xu, G. Shi, Assembly of
chemically modified graphene: methods and applications, J. Mater. Chem.2011,21, 3311-
3323

Tlenek grafenu (GO, Fig. 5) powstaje w wyniku utleniania i eksfoliacji grafitu. Do jego
powierzchni przyczepione sg liczne tlenowe grupy funkcyjne (hydroksylowe,
karbonylowe, karboksylowe, epoksydowe). W wyniku redukcji zostajg czesciowo
usuniete, a produktem tej reakcji jest zredukowany tlenek grafenu (rGO, Fig. 5). Nie liczac
$ladowych zanieczyszczen zardwno GO i rGO zbudowane sg z atomow: wegla, tlenu,
wodoru. Z tych samych atomdéw zbudowany jest 2-ME (Fig. 5), zawiera on réwniez
pierscien aromatyczny i grupy hydroksylowe, co utatwia miedzyczasteczkowsy interakcje

leku z nosnikiem.
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Wynalazek przedstawiono blizej w przyktadach wykonania, ktére nie ograniczajg jego

zakresu.

Przykiad 1

Opis syntezy tlenku grafenu GO

Do syntezy GO zastosowano zmodyfikowang metodg Hummersa, w ktérej uzyto
nastepujgcych odczynnikdw: grafit o rozmiarach ptatkdw od 40 do 150 um (Asbury
Carbons USA, nr katalogowy 635), k2-6 mwas siarkowy 96% (Chempur) 750 ml, azotan
sodu (Chempur) 16,5 g, nadmanganian potasu (Chempur) 90 g, nadtlenek wodoru 30%
(Chempur) 30 ml, kwas solny 3% (Chempur).

W pierwszym etapie syntezy dodano azotan sodu do stezonego kwasu siarkowego i
mieszano zawarto$¢ az do uzyskania klarownego roztworu do ktérego dodano grafit
ptatkowy i kontynuowano mieszanie. Nastepnie, obnizono temperature uktadu
koloidowego na tazni lodowej do 5°C i dodano nadmanganian potasu w kilku porcjach.
Mieszanine reakcyjng ogrzano do 35°Ci nastepnie mieszano przez kilka godzin. Na koniec,
temperature uktadu podniesiono do 95°C i utrzymywano przez 15 minut. Zawiesine
poreakcyjng rozciericzono wodg i dodano nadtlenek wodoru. Oczyszczanie tlenku grafenu
przeprowadzono przez trzykrotnie odmywanie w kwasie solnym, a nastepnie przez
kilkukrotne przemywanie wodg dejonizowang. Wstepnie oczyszczony tlenek grafenu
eksfoliowano sondg ultradzwiekowg (500 W, 5 min, ampl. 75%).

Otrzymano tlenek grafenu w formie ptatkdw o rozmiarach od 2 nm do 6 pm.

Opis syntezy zredukowanego tlenku grafenu rGO

Do redukcji tlenku grafenu wykorzystano podfosforyn sodu (NaH;PO;-H,O, Chempur)
oraz kwas solny (HCI, Chempur, 35%). Redukcje prowadzono na mieszadle magnetycznym
w pH=0 przez 4 godziny w temp. 95°C. Uzyskano zredukowany tlenek grafenu w formie
ptatkdw o rozmiarach od 2 nm do 6 um, ktéry zostat oczyszczony w ukiadzie do filtracji
prozniowe]j. Nastepnie sporzadzono zawiesiny zredukowanego tlenku grafenu (rGO) o

stezeniu 0,5 mg/ml w etanolu oraz w dimetylosulfotlenku.

Opis syntezy hybryd GO-2-ME

Wodng zawiesine tlenku grafenu zatezono w celu pozbycia sie wody. Otrzymano w

ten sposob paste tlenku grafenu o zawartosci 2,5% suchej masy, z ktérej sporzadzono
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zawiesine tlenku grafenu o stezeniu 0,5mg/ml w etanolu (EtOH, 96%, Stanlab) oraz
zawiesine tlenku grafenu o stezeniu 0,5mg/ml w dimetylosulfotlenku (DMSO, 299,9%,
Sigma Aldrich). Réwnoczes$nie sporzadzono roztwory 2-metoksyestradiolu (2-ME,
Selleckchem) o stezeniu 1mg/ml odpowiednio w etanolu oraz w dimetylosulfotlenku.

Roztwory GO (odpowiednio w EtOH lub DMSOQ) i 2-ME tgczono w stosunku
objetosciowym 1:1. Do 6 ml roztworu GO o stezeniu 0,5 mg/ml wkroplono 3 ml roztworu
2-ME o stezeniu 1 mg/ml i catoé¢ zmieszano. Mieszanine pozostawiono na 24 godz. w
temperaturze pokojowej do utworzenia sie hybryd GO-2-ME, nastepnie mieszanine
odwirowano (20 min, 1200 rpm) i zlano supernatant znad osadu. Prébki oczyszczono z
niezaadsorbowanego 2-ME poprzez jednokrotne odwirowanie z odpowiednim
rozpuszczalnikiem (EtOH/DMSO). Probke uzupetniano odpowiednim rozpuszczalnikiem
(EtOH/DMSO) do objetosci 6 ml. Otrzymano nastepujgce zawiesiny:

* GO-2-ME w etanolu o stezeniu 0,25 mg/ml (w przeliczeniu na mase tlenku grafenu)

* GO-2-ME w DMSO o stezeniu 0,25 mg/ml (w przeliczeniu na mase tlenku grafenu)

Opis syntezy hybryd rGO-2-ME
Do 6 ml zawiesiny zredukowanego tlenku grafenu (rGO) o stezeniu 0,5 mg/ml w
etanolu oraz w dimetylosulfotlenku wkroplono 3 ml przygotowanego uprzednio roztworu
2-ME i cato$é zmieszano. Materiat pozostawiono na 24 godz. w temperaturze pokojowe;j.
W kolejnym etapie probke odwirowano (20 min, 1200 rpm). Ze wzgledu na niskg
efektywnosé/skutecznos¢  wirowania, probke zawierajgcg hybryde rGO-2-ME
pozostawiono w temperaturze pokojowej na kolejne 2 dni w celu sedymentacji
niezwigzanego rGO, po czym zlano roztwdr znad osadu. Prébki rGO z zaadsorbowanym
2-ME oczyszczono analogicznie do probek z tlenkiem grafenu. Otrzymano nastepujgce
zawiesiny:
e rGO-2-ME w etanolu o stezeniu 0,25 mg/ml (w przeliczeniu na mase rGO)

e rGO-2-ME w DMSO o stezeniu 0,25 mg/ml (w przeliczeniu na mase rGO)

Analiza trwatosci hybryd grafenu z 2-ME

Poniewaz trudno znalezé technike spektralng, ktéra jest w stanie odréznié atomy
wegla i tlenu nalezgce do 2-ME oraz GO lub rGO, poszukiwano metody oceny iloSciowe;j
zaadsorbowanego 2-ME na powierzchni GO lub rGO. Okazato sie, ze technika FTiR jest

niemozliwa do wykorzystania, natomiast analiza za pomocg XPS obcigzona byta bardzo
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duzym btedem. Najbardziej wiarygodng metodg iloSciowg okazata sie byé chromatografia
cieczowa potgczona ze spektrometriag masowa. Witasnie te technike zastosowano do
oceny ilosci zaadsorbowanego 2-ME na powierzchni GO lub rGO — hybryd uzytych
nastepnie w badaniach biologicznych opisanych w niniejszym zgtoszeniu patentowym.
Prébki hybryd GO-2-ME lub rGO-2-ME analizowano za pomocg techniki LC-MS (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry) z wykorzystaniem monitorowania jonu
charakterystycznego dla 2-metoksyestradiolu. Wykonana analiza pozwolita ocenié
poprzez oznaczenie stezenia wolnego 2-ME, jaka frakcja 2-ME zostata zwigzana przez
grafen, a tym samym oszacowaé efektywnos¢ syntezy i posrednio trwatos¢ powstatych
hybryd.

Przygotowane wczesniej roztwory GO-2-ME DMSQO, GO-2-ME EtOH, rGO-2-ME DMSO
oraz rGO-2-ME EtOH, przesaczono za pomocy filtru strzykawkowego, a nastepnie
uzyskano 100-krotne rozcienczenie z wykorzystaniem etanolu jako rozpuszczalnika
(rozcienczenie konieczne ze wzgledu na chromatografie i spektrometrie mas). Otrzymane
probki analizowane byty za pomocg techniki LC-MS z wykorzystaniem monitorowania jonu
charakterystycznego dla 2-ME. Kazdy eksperyment powtdrzono 3-krotnie. Wydajnos$é
tworzenia kompleksu 2-ME/grafen zostata obliczona jako (1-krotnie oznaczone stezenie
2-ME)/1*100%. Przyjeto, ze 0,5 mg/ml to poczgtkowe stezenie 2-ME zastosowane w
trakcie tworzenia kompleksu (przy stezeniu grafenu w mieszaninie reakcyjnej 0,25

mg/ml). Wyniki przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Stezenie 2-ME w uzyskanych roztworach w zaleznosci od rodzaju

zastosowanego rozpuszczalnika.

Typ Rozpuszczalnik Stezenie Wydajnos¢ Stosunek
grafenu, 2ME [mg/ml] tworzenia stezen
stezenie kompleksu [%] 2-ME do

0,5 mg/ml GO/rGO

GO Etanol 0,150 69,98 0,60

GO DMSO 0,135 72,40 0,54

rGO Etanol 0,140 73,04 0,56

rGO DMSO 0,100 80,12 0,40

Przykiad 2.

Warunki hodowli linii komdérkowej czerniaka ztosliwego A375
Komdrki byty hodowane w inkubatorze, w zdefiniowanych warunkach: temperatura

37°C, 5% CO,. Do hodowli uzyto medium hodowlanego (Dulbecco’s Modified Eagle’s
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Medium, high glucose Sigma Aldrich (Polska)), suplementowanego 10% inaktywowang
termicznie cielecg surowicg ptodowg (FBS), wzbogacong antybiotykami (penicylina [100

pg/ml]/streptomycyna [100 pg/ml], Sigma Aldrich (Polska)).

Warunki hodowli linii komoérkowej kostniakomiesaka 143B

Komdrki byty hodowane w inkubatorze, w zdefiniowanych warunkach: temperatura
37°C, 5% CO,. Do hodowli uzyto medium hodowlanego (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium, low glucose Sigma Aldrich (Polska)), suplementowanego 10% inaktywowang
termicznie cielecg surowicg ptodowg (FBS), wzbogacong antybiotykami (penicylina [100

ug/ml]/streptomycyna [100 pg/ml], Sigma Aldrich (Polska))

Warunki hodowli linii komérkowej ludzkich fibroblastow skérnych HDF

Komdrki byty hodowane w inkubatorze, w zdefiniowanych warunkach: temperatura
37°C, 5% CO,. Do hodowli uzyto dedykowanego medium hodowlanego (Fibroblast Growth
Medium, Cell Applications, INC), suplementowanego 10% inaktywowang termicznie
cielecg surowicg ptodowg (FBS), wzbogacong antybiotykami (penicylina [100
pg/ml]/streptomycyna [100 pg/ml], Sigma Aldrich (Polska))

Komdrki wszystkich testowanych linii utrzymywano w fazie wzrostu logarytmicznego
przez regularne pasazowanie do nowych naczyin hodowlanych po osiggnieciu przez
hodowle ok. 80% konfluencji. Monowarstwe komdrek, po usunieciu medium
hodowlanego, przemywano 0,9% NaCl. Nastepnie dodawano 0,25% roztwdr trypsyny z
EDTA w ilosci odpowiedniej dla powierzchni danego naczynia hodowlanego (300-500 pl).
Komdrki inkubowano z trypsyng przez 3-5 min w inkubatorze CO,, a proces trypsynizacji
kontrolowano pod mikroskopem.

Po zakonczeniu trypsynizacji dodawano medium hodowlane o objetosci
odpowiedniej dla wielkosci nowego naczynia hodowlanego i zawiesine, po doktadnym

wymieszaniu, przenoszono do nowych, jatowych naczyi hodowlanych.

Analiza zywotnosci komadrek czerniaka A375, kostniakomiesaka 143B, fibroblastow

HDF za pomoca testu MTT
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Hodowle komodrek o odpowiedniej konfluencji po poddaniu dziataniu trypsyny
(0,25% trypsyna i 0,02% EDTA) pasazowano, nastepnie inkubowano przez 24 godziny. Po
tym czasie, pozywke zastgpiono nowg zawierajgca badane zwigzki.

Kontrole stanowity komorki nietraktowane, jednakze, aby wykluczyé efekt
rozpuszczalnika (DMSO, etanol), komdrki kontrolne byty traktowane rozpuszczalnikiem w
stezeniu odpowiadajgcym uktadowi z komdrkami traktowanymi badanymi zwigzkami. Po
okreslonym czasie inkubacji komérki zebrano i poddano analizom opisanym ponizej.
Medium do inkubacji komdrek zawierato tylko 1% FBS inaktywowany weglem aktywnym
(charcoal-stripped FBS) oraz koktajl antybiotykow (penicylina [100 pg/ml]/streptomycyna
[100 pg/ml], Sigma Aldrich (Polska)).

Komdrki wszystkich linii przepasazowano na ptytki 96-studzienkowe przy gestosci
dziesieciu tysiecy komoérek na studzienke i hodowano przez 24 godziny. Pozywke
nastepnie usunieto i komodrki traktowano badanymi zwigzkami przez 24 godziny w
systemie:

GO w DMSO

Hybryda GO + 2-ME w DMSO
GO w etanolu

Hybryda GO + 2-ME w etanolu
rGO w DMSO

Hybryda rGO + 2-ME w DMSO
rGO w etanolu

Hybryda rGO +2-ME w etanolu

W O N o U kW NE

2-ME

Uzyto nastepujgcych rozcieficzen uzyskanych mieszanin: 1:10, 1:20, 1:40, 1:80.
Przyjeto, iz uktadem odniesienia bedzie roztwér 2-ME (0,5mg/1ml) odpowiednio
rozcieczony z wyjsciowego stezenia 2-ME uzyskanego w trakcie tworzenia kompleksu.

Po odpowiednim czasie inkubacji dodano 0,5 mg/ml bromku 3-[4,5-dimetylotiazol-2-
ilo]-2,5-difenylotetrazoliowego (MTT) (Sigma Aldrich, Polska). Plytki nastepnie
inkubowano w 37°C przez 4 godziny i usunieto supernatant po uprzednim odwirowaniu
(700xg przez 10 min.). Nastepnie, dodano 100 pl DMSO (Sigma Aldrich, Polska) w celu
rozpuszczenia krysztatéw formazanu. Absorbancje przy 570 nm odczytano przy uzyciu

czytnika mikroptytek (Bio-Tek Instruments, Inc., USA). Liczbe komodrek obliczono na
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podstawie wartosci absorbancji. Wyniki przedstawiono jako procent kontroli. Kazdy

eksperyment powtdrzono 3-krotnie.

Ocena aktywnosci fosfatazy PTP1B

Pomiar aktywnosci fosfatazy wykonano z uzyciem syntetycznego substratu p-
nitrofenylofosforanu  (pNPP) metodg kolorymetryczng - test na aktywnosc
rekombinowanej fosfatazy PTP1B z wykorzystaniem substratu, dajgcego produkt o
przesunietym wzgledem substratu maksimum absorbancji.

Ludzka rekombinowang biatkowg fosfataze tyrozynowg PTP1B zakupiono z firmy
Sigma-Aldrich. Roztwér rekombinowanej fosfatazy PTP1B przygotowano w 10 mM
buforze HEPES pH 7,4. Finalne stezenie fosfatazy w prébkach reakcyjnych wynosifo 1,5
ug/ml (3,3 nM). Enzym PTP1B byt nietraktowany (kontrola) lub poddany dziataniu réznych
pochodnych grafenu o stezeniu 125 pg/ml. Test wykonano w 96-dotkowych
mikroptytkach, a konicowa objetos¢ kazdej prébki wynosita 100 pl. Aktywnosé
enzymatyczng PTP1B zmierzono przy uzyciu 1 mM chromogennego substratu fosforanu
para-nitrofenolu (pNPP) w 10 mM buforze HEPES pH 7,4, w temp. 37°C.

Fosfataza hydrolizuje pNPP do p-nitrofenolu i nieorganicznego fosforanu. W
srodowisku zasadowym (pH 7,4) powstajgcy p-nitrofenol jest intensywnie z6ity, co
umozliwia kolorymetryczng ocene stezenia produktu powstajgcego w prébie w
okreslonym czasie. Warto$é wspotczynnika absorbancji mierzona spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 405 nm jest wprost proporcjonalna do stezenia aktywnosci

enzymatycznej fosfatazy PTP1B. Kazdy eksperyment powtdrzono 3-krotnie.

Przykiad 3.

Analiza komputerowa wykonana metodami chemii obliczeniowej w zakresie
mozliwej pozareceptorowej bioaktywnosci 2-ME w pordwnaniu z innymi naturalnymi
metabolitami estradiolu pod wzgledem bezpieczeristwa stosowania leku w kontekscie
potencjalnej indukcji stresu oksydacyjnego i/lub uszkodzenia DNA

Modelowanie molekularne i optymalizacje geometrii czgsteczek pochodnych 17-
estradiolu wykonano w programie Gaussian 09 (revision D.01) udostepnionym na
wysokowydajnych klastrach obliczeniowych w ramach grantu akademickiej sieci
superkomputerowej PLGrid z zastosowaniem metod kwantowo-mechanicznych, w tym

metody obliczeniowej Hartree-Focka (RHF) i teorii funkcjonatu gestosci (DFT).
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Optymalizacje struktury geometrycznej i parametréw energetycznych badanych
czgsteczek wykonano na poziomie funkcjonatu gestosci B3LYP z bazg funkcyjng 6-31G(d)
w oparciu o twierdzenie Koopmansa [Koopmans, T. (1933)] w ujeciu teorii funkcjonatu
gestosci wg Kohna i Shama [Kohn, W., and Sham, L. J. (1965)] metodg opisang przez Parra
[Parr, R. G., and Yang, W. (1995)].

Potencjalng reaktywnos¢ ze stabymi nukleofilami o znaczeniu cytoprotekcyjnym oraz
tendencje do tworzenia adduktéw z nukleofilowymi grupami aminowymi DNA,
oszacowano obliczajgc potencjat elektrofilowy czgsteczek pochodnych estradiolu, w tym
17-B estradiolu, 2-hydroksyestradiolu, 2-metoksyestradiolu (2-ME), 2,3-orto-
benzochinonu estradiolu oraz jego metinowego izomeru, jak réwniez 4-
hydroksyestradiolu, 4-metoksyestradiolu (4-ME), 3,4-orto-benzochinonu estradiolu, a
takze analogicznych pochodnych estronu.

Wykazano, ze oczekiwana reaktywnos¢ 2-ME wzgledem stabych nukleofili o
znaczeniu cytoprotekcyjnym (glutation, tiolany biatkowe) jak rowniez wzgledem grup
aminowych biatek i kwasow nukleinowych, jest wyjgtkowo niska (potencjat elektrofilowy
w = 0,53 eV) w poréwnaniu z wysoce reaktywnym elektrofilem, potencjalnie mutagennym
3,4-orto-benzochinonem estradiolu (w = 3,63 eV). Tak wiec, mozna zatozy¢, ze grupa
metoksylowa 2-ME skutecznie zabezpiecza przed spontanicznym utlenieniem katecholu
do wysoce reaktywnych pochodnych chinonowych, a tym samym przed
niekontrolowanym enzymatycznie, pozareceptorowym uszkodzeniem biomolekut
istotnych dla zachowania homeostazy na poziomie komdrkowym, co sprawia, ze 2-ME
wydaje sie byé lekiem stosunkowo bezpiecznym o przewidywalnym i potwierdzonym
eksperymentalnie mechanizmie dziatania.

Lipofilny charakter 2-ME (logP = 3,59) oraz wzglednie mata powierzchnia polarna
czasteczki (PSA = 49,69 A%) zapewniajg utworzenie stabilnego kompleksu z hydrofobowa
powierzchnig nanopfatkdw GO (zwtaszcza rGO), co potwierdzono doswiadczalnie.
Obecnosc polarnych grup hydroksylowych umozliwia natomiast wigzanie 2-ME z GO/rGO
poprzez wigzania wodorowe z grupami hydroksylowymi i epoksydowymi zlokalizowanymi
na powierzchni oraz karbonylowymi i karboksylowymi umiejscowionymi na krawedziach
arkuszy ptatkéw grafenowych.

Odpowiednie dawkowanie hybryd GO-2-ME/rGO-2-ME, gdzie GO/rGO, jest
no$nikiem 2-metoksyestradiolu (2-ME) zapewnia wydajng penetracje substancji aktywnej

przez btony biologiczne i kontrolowang modyfikacje sygnalizacji komérkowej prowadzgcy
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ostatecznie do selektywnej autoeliminacji komdrek nowotworowych. Hybrydy wedtug
wynalazku, w zaleznosci od ich typu, wielkosci lub rodzaju rozpuszczalnika, mozna zatem
zastosowaé jako przeciwnowotworowe systemy terapeutyczne o wzglednej
selektywnosci, regulowanej biodostepnosci substancji aktywnej oraz czasie dziatania, co
jest szczegdlnie istotne w leczeniu niektérych typdw nowotwordw, a w szczegdlnosci
nowotwordw skéry, kosci i tkanek miekkich w tym kostniakomiesaka, czerniaka ztosliwego
czy wrzodziejgcych zmian nowotworowych skéry lub bton $luzowych. Tym samym,
stwarza to mozliwo$é wdrozenia spersonalizowanej terapii przeciwnowotworowej, co jest
niezwykle istotne zwtaszcza w przypadkach guzéw nowotworowych szczegdlnie opornych

na leczenie.
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Zastrzezenia patentowe

Hybryda GO-2-ME2 Ilub rGO-2-ME stanowigca trwate potaczenie czgstek 2-
metoksyestradiolu (2-ME) z tlenkiem grafenu GO lub zredukowanym tlenkiem
grafenu rGO.

Hybryda wedtug zastrz. 1 znamienna tym, ze stosunek masowy 2-ME do GO lub rGO
w mieszaninie reakcyjnej wynosi 2:1

Hybryda wedtug zastrz. 1-2 znamienna tym, ze tlenek grafenu GO lub zredukowany
tlenek grafenu rGO jest w formie ptatkdéw o wymiarach od 2 nm do 6 um.

Sposéb otrzymywania hybrydy GO-2-ME znamienny tym, ze przygotowuje sie
zawiesine tlenku grafenu stezeniu 0,5 mg/ml w DMSO lub 96% etanolu, oraz roztwor
2-metoksyestradiolu (2-ME) o stezeniu 1 mg/ml, po czym do zawiesiny tlenku
grafenu dodaje sie kroplami rozwdér 2-metyloestradiolu w stosunku obj. 1:1 i
pozostawia sie mieszanine reakcyjng na 24 h w temperaturze pokojowej, nastepnie
mieszanine reakcyjng odwirowuje sie przez 20 min, przy 1200 obr/min, po czym
zlewa sie supernatant znad osadu, nastepnie osad przemywa sie odpowiednio DMSO
lub etanolem.

Sposdb otrzymywania hybrydy rGO-2-ME znamienny tym, ze przygotowuje sie
zawiesine zredukowanego tlenku grafenu stezeniu 0,5 mg/ml w DMSO lub 96%
etanolu, oraz roztwor 2-metyloestradiolu o stezeniu 1 mg/ml, po czym do zawiesiny
zredukowanego tlenku grafenu dodaje sie kroplami rozwor
2-metyloestradiolu w stosunku obj. 1:1 i pozostawia sie mieszanine reakcyjng na 24
h w temperaturze pokojowej, nastepnie mieszanine reakcyjng odwirowuje sie przez
20 min, przy 1200 obr/min, po czym zlewa sie supernatant znad osadu, nastepnie

osad przemywa sie odpowiednio DMSO lub etanolem.

Sposdb wedtug zastrz. 4 lub 5 znamienny tym, ze stosuje sie tlenek grafenu GO lub
zredukowany tlenek grafenu rGO w formie ptatkdw o wymiarach od 2 nm do 6 um.
Zastosowanie hybrydy GO-2-ME lub rGO-2-ME jako systemu terapeutycznego o
charakterze wzglednie selektywnego leku przeciwnowotworowego.

Zastosowanie wedtug zastrz. 7 jako systemu terapeutycznego o regulowanej
biodostepnosci i kontrolowanym uwalnianiu substancji czynnej 2-ME.
Zastosowanie wedtug zastrz. 7 lub 8 do leczenia nowotwordw skéry, zwtaszcza

czerniaka ztosliwego lub innych nowotwordéw skoéry i bton $luzowych.
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10. Zastosowanie wedtug zastrz. 7 lub 8 do leczenia nowotwordw tkanek miekkich i kosci,
zwtaszcza kostniakomiesaka albo jako srodek wspomagajacy gojenie sie ran, w

szczegdlnosci owrzodzen nowotworowych
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Rysunki
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2-ME

Fig.5
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(@, URZAD PATENTOWY 00950 Waresmee, s, pocet 205
AW RZECZYPOSPOLITES POLSKIE) tel.: (+48) 22 579 05 55 | fax: (+48) 22 579 00 01

e-mail: kontakt@uprp.gov.pl | www.uprp.gov.pl

SPRAWOZDANIE O STANIE TECHNIKI ZGLOSZENIA WYNALAZKU NR P.438737

Klasyfikacja zgtoszenia: A61K 31/565 (2006.01); A61K 47/52 (2017.01); B82Y 5/00 (2011.01);
A61P 35/00 (2006.01)

Poszukiwania prowadzono w klasach: A61K, B82Y, A61P

Bazy komputerowe, w ktérych prowadzono poszukiwania: Epoquenet (Epodoc, Wpi, Embase,
Medline, X-full); STN (CAplus, Biosis), bazy UPRP, Google

Kategoria . - Odniesienie
dokumentu Dokumenty - z podang identyfikacja do zastrz.

A X.C. Qin et al.: “Folic acid-conjugated graphene oxide for cancer 1-10
targeted chemo-photothermal therapy”; Journal of Photochemistry
and Photobiology B: Biology; 2013; vol. 120: 156-162

A Ting Zhou et al.: “Controlled release of doxorubicin from graphene 1-10
oxide based charge-reversal nanocarrier”; Biomaterials; 2014;
vol. 35(13): 4185-4194

A Yao Lv etal.: “Targeted delivery and controlled release of doxo- 1-10
rubicin into cancer cells using a multifunctional graphene oxide”;
Materials Science and Engineering: C; 2016; vol. 59: 652-660

A PL431631 A; Politechnika Wroctawska; 04.05.2021 1-10

[1Dalszy cigg wykazu dokumentéw na nastepnej stronie
A - dokument okreslajacy ogdlny stan techniki, ktéry nie jest uwazany za posiadajgcy szczegdlne znaczenie;
E - dokument stanowigcy wczesniejsze zgloszenie lub patent, ale opublikowany w lub po dacie zgtoszenia;
L - dokument, ktéry moze poddawac w watpliwos¢ zastrzegane pierwszenistwo(-wa), lub przytoczony w celu ustalenia daty publikacji
innego cytowanego dokumentu lub z innego szczegdlnego powodu;
0 - dokument odnoszacy sie do ujawnienia ustnego przez zastosowanie, wystawienie lub ujawnienie w inny sposdb;
P - dokument opublikowany przed data zgtoszenia, ale péZniej niz zastrzegana data pierwszenstwa;
T - dokument pé67niejszy, opublikowany po dacie zgloszenia lub w dacie pierwszefistwa i niebedacy w konflikcie ze zgloszeniem, ale
cytowany w celu zrozumienia zasad lub teorii lezacych u podstaw wynalazku;
X - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za nowy lub nie moze by¢ uwazany za
posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten dokument brany jest pod uwage samodzielnie;
Y - dokument o szczegdlnym znaczeniu; zastrzegany wynalazek nie moze by¢ uwazany za posiadajacy poziom wynalazczy, jezeli ten
dokument zostanie potaczony z jednym lub kilkoma tego typu dokumentami, a takie potaczenie bedzie oczywiste dla znawcy;
& - dokument nalezacy do tej samej rodziny patentowe;j.

Sprawozdanie wykonata: dr Matgorzata Koztowska Data: 05-05-2022r.  podpis:
Ekspert Koordynator

/-podpisano kwalifikowanym podpisem elektronicznym-/
Pismo wydane w formie dokumentu elektronicznego

Uwagi do zgtoszenia

Sprawozdanie zostato wykonane w oparciu o wersje zastrzezen patentowych z dn. 13.08.2021 r.

Obecna redakcja zastrz. 7-10 jest uwazana za odnoszgca sie do sposobu leczenia, ktéry zgodnie z art. 29 ust. 1
pkt 3 pwp nie podlega opatentowaniu.
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