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Opis wynalazku

OPIS
DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest formulacja farmaceutyczna o wtasciwosciach przeciwnowotworowych
zawierajaca cytostatyk wybrany z: doksorubicyny, S-fluorouracylu lub ich mieszaniny, oraz seleninotrigliceryd
w postaci selolu jako substancje wzmachniajaca dziatanie cytostatyku, przy czym cytostatyk oraz seleninotri-
gliceryd umieszczone sa w nosniku lipidowym, do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu.

STAN TECHNIKI

W terapii nowotworéw powszechnie stosowane sa cytostatyki, jednak ich dziatanie charakteryzuje sie
duza toksycznoscia uktadowa, co powoduje wystepowanie uciazliwych dla pacjenta skutkéw ubocznych.

Doksorubicyna (DOX) jest antybiotykiem z rzedu antracyklin, ktéry jest cytostatykiem szeroko
stosowanym w leczeniu wielu rodzajow nowotwordw, takich jak rak piersi, jajnika, prostaty, zotadka,
tarczycy, drobnokomdrkowego raka ptuc, watroby oraz wielu innych nowotworéw. Jej dziatanie polega
na hamowaniu proliferacji komorek nowotworowych. Jednym z proponowanych mechanizmdw jej dziatania
jest interkalacja do DNA i tworzenie wolnych rodnikéw, natomiast innym proponowanym mechanizmem
jest proteolityczna aktywacja czynnika transkrypcyjnego CREB3L1. Z powodu duzej cytotoksycznosci
uktadowej doksorubicyny poszukiwane sa nowe formy podawania doksorubicyny dla terapii celowane;.
Stosowana jest liposomalna forma doksorubicyny, ktérej wydajnos¢ stosowania doksorubicyny jest po-
réwnywalna z konwencjonalnym podaniem doksorubicyny, a kardiotoksyczno$¢ jest obnizona [O'Brien
M. E. et al.; Reduced cardiotoxicity and comparable efficacy in a phase Il trial of pegylated liposomal
doxorubicin HCI (CAELYX/Doxil) versus conventional doxorubicin for first-line treatment of metastatic
breast cancer; Ann Oncol. 2004; 15(3): 440-449].

Innym szeroko stosowanym cytostatykiem jest S-fluorouracyl (5-FU), ktory jest analogiem pirymidyny.
Jest to jeden z najbardziej skutecznych chemoterapeutykdw stosowanych w leczeniu raka okreznicy,
piersi, gtowy i szyi, odbytu, zotadka, przetyku, skéry oraz innych nowotwordéw. Jest to lek przeciwnowo-
tworowy z grupy antymetabolitow. Kluczowym mechanizmem jego dziatania jest hamowanie syntezy
DNA za pomoca metabolitu S-fluorofosforanu-monofosforanu S-fluoro-2'dezoksyurydyny (5-FAUMP) [Mar-
lena Wawrocka-Pawlak; How 5-fluorouracil acts; Wspétcz. Onkol. 2005; 9(10): 414-423]. Jednak
5-fluorouracyl posiada takze dziatanie cytotoksyczne wobec komérek prawidtowych, z czym faczg sie
niepozadane skutki uboczne takie jak miedzy innymi choroby hematologiczne oraz zotadkowo-jelitowe
[Nadler SH, Moore GE ,A clinical study of fluorouracil.” Surg Gynecol Obstet 127 (1968): 1210-4].

W stanie techniki znane sa kombinacje zwiazkéw o wtasciwosciach przeciwnowotworowych wy-
kazujace tzw. efekt synergiczny. Rezultatem ich wspdlnego dziatania jest silniejszy efekt przeciwnowo-
tworowy niz wynikatoby z dziatania poszczegdinych sktadnikéw.

Publikacja [Li S.; Selenium sensitizes MCF-7 breast cancer cells to doxorubicin-induced
apoptosis through modulation of phospho-Akt and its downstream substrates; Mol. Cancer Ther.
2007:6(3): 1031-1038] podaje przyktad zastosowania kombinacji doksorubicyny z kwasem metylose-
leninowym. Podanie takiej kombinacji powoduje wzrost cytotoksycznosci doksorubicyny wobec linii ko-
morkowej MCF-7, ktéra jest oporna na doksorubicyne przez czas inkubacji rowny 24 h. Selen powoduje
wzrost podatnosci komérek MCF-7 na doksorubicyne i znosi ich oporno$¢ na ten cytostatyk.

Witasnosci przeciwnowotworowe wykazuje takze selol, ktéry jest oryginalnym polskim odkryciem
[Patent, Pol. PL 176530 (C1.A61K31/095)].

Selol jest mieszanina selenotriglicerydéw zawierajacych selen na +4 stopniu utlenienia zsyn-
tetyzowanych z oleju stonecznikowego w Zaktadzie Bioanalizy i Analizy Lekow Warszawskiego Uni-
wersytetu Medycznego. Przeciwnowotworowa aktywnos$é selolu opiera sie na prooksydacyjnych
wtasciwosciach selenu +4. Selol jest organicznym zwiazkiem selenu, ktéry ma lepsza przyswajalnosé,
a takze jest mniej toksyczny niz zwiazki nieorganiczne selenu. Badania na zwierzetach — myszach
i szczurach — wykazaty, ze selol jest odpowiednio 56 i 30 razy mniej toksyczny niz zwigzek nieorga-
niczny selenin sodu.

W stanie techniki znane jest réwniez wykorzystanie liposomow, jako nosnikow lekow, w tym lekéw
przeciwnowotworowych. Nosniki lekéw maja za zadanie zwiekszyé¢ efektywnos$¢ leku — zwiekszy¢ jego
akumulacje w tkance nowotworowej, a zmniejszy¢ toksyczno$¢ wobec tkanki zdrowej. Publikacja
US 4927571 A ujawnia metode przygotowania formulacji liposomalnej zawierajacej doksorubicyne
do podania dozylnego.
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Publikacja WO 1992002208A1 przedstawia formulacje doksorubicyny i lipidow, ktéra jest trwata
i chroni cytostatyk przed rozktadem podczas przechowywania.

W stanie techniki znane jest wspdéine synergistyczne dziatanie selolu i doksorubicyny wobec my-
sich komérek raka piersi 4T1 [Ganassin R., et al.; Nanocapsules for the co-delivery of selol and doxo-
rubicin to breast adenocarcinoma 4T1 cells in vitro, Artif Cells Nanomed Biotechnol. 2017(27): 1-11].
Jednak pokazana kombinacja charakteryzuje sie bardzo duza toksycznos$cia wobec mysich komérek pra-
widtowych NIH 3T3. Oznacza to, ze otrzymana kombinacja w nanokapsutkach zbudowanych z kopolimeru
poliwinylometylowego i maleinianu nie jest selektywna wzgledem dziatania przeciwnowotworowego,
CO znacznie ogranicza jej zastosowanie. Ponadto opisana w stanie techniki kombinacja selolu i doksoru-
bicyny w nanokapsutkach jest bardziej toksyczna wobec komérek prawidtowych niz wobec komorek no-
wotworowych, co swiadczy o duzej toksycznosci i utrudnia jej rzeczywiste stosowanie w praktyce.

W stanie techniki znajduje sie takze informacja o dziataniu selolu jako modulatora ekspresji genéw,
co powoduje zwiekszenie dziatania doksorubicyny wobec komorek raka szyjki macicy Hela i KB-V1
[Dudkiewicz-Wilczyniska J., et al.; Comparison of selected gene expression profiles in sensitive and
resistant cancer cells treated with doxorubicin and Selol; Contemp Oncol (Pozn). 2014 18(2): 90-94],
jednak brak jest informacji o dziataniu synergistycznym tych zwiazkéw oraz toksycznosci wobec komé-
rek prawidtowych.

Dokumenty ze stanu techniki nie podaja przyktadéw wykorzystania kombinacji seleninotrigli-
cerydu/éw, korzystnie selolu z cytostatykiem w noéniku lipidowym takim jak liposomy czy micele,
szczegdblnie nie byty znane potaczenia seleninotriglicerydu/éw, korzystnie selolu z doksorubicyng
oraz seleninotriglicerydu/éw, korzystnie selolu z 5-fluorouracylem w nosniku lipidowym w celu
wzmocnienia dziatania przeciwnowotworowego cytostatyku, np. doksorubicyny lub 5-fluorouracylu,
ktore przez forme podania w nosniku lipidowym jednoczesnie obnizaja toksycznos¢ kombinacji seleni-
notriglicerydu/éw, korzystnie selolu i cytostatyku wobec zdrowej tkanki. W stanie techniki nie ma donie-
sien o zastosowaniu nosnikéw lipidowych, szczegdlnie liposomdéw jako nosnikéw takich kombinacji.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

Celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie ulepszonej formulacji farmaceutycznej o wasci-
wosciach przeciwnowotworowych. Okazato sie, ze nosniki lipidowe w postaci liposoméw zawierajace
mieszanine seleninotriglicerydu/éw, korzystnie selolu i cytostatyku, szczegdinie doksorubicyny i selolu
lub S-fluorouracylu i selolu charakteryzuja sie zwiekszong aktywnoscia przeciwnowotworowa, szczegol-
nie wzgledem komorek nowotworu piersi MCF-7 i MDA-MB-231 w badaniach in vitro. Co istotne, badane
kombinacje charakteryzuja sie zmniejszong toksycznoscia wobec komoérek prawidtowych CRL-1790.
Ponadto niespodziewanie okazato sie, ze liposomy zawierajace mieszanine doksorubicyny i selolu
lub 5-fluorouracylu i selolu charakteryzujg sie duza selektywnoscia wobec komaérek nowotworowych.
Badania przeprowadzono testami cytotoksycznoéci MTT i CVS mierzacymi zdolno$¢ zwiazku do odpowied-
nio obnizania zywotnosci i liczby komoérek. W obu testach kombinacje zwiazkéw wykazywaty synergizm
dziatania doksorubicyny i selolu oraz 5-fluorouracylu i selolu. Twoércy wykazali, ze gdy podawany jest
jednoczesnie w nosniku lipidowym seleninotrigliceryd w postaci selolu i cytostatyk, zwieksza toksycznosé
cytostatykéw w komédrkach nowotworowych, szczegdlnie komérkach nowotworu piersi, jednoczesnie
obnizajac toksycznosé wobec komérek prawidiowych, a wiec wykazali, Ze kombinacja tych zwiazkéw
w nosniku lipidowym wykazuje dziatanie selektywne na komaérki nowotworowe.

Przyktadowo dla doksorubicyny dziatanie przeciwnowotworowe jest znacznie wzmocnione — mozliwa
jest nawet 9-krotna redukcja dawki doksorubicyny, podczas gdy znana w stanie techniki kombinacja
doksorubicyny i selolu podawana w nanokapsutkach [Ganassin R., et al, 2017] umozliwia maksymailnie
2-krotna redukcje dawki, a przy tym jest ona bardziej toksyczna dla komaérek zdrowych, czego nie obserwuje
sie dla kombinacji cytostatyku z selolem w nosniku lipidowym. Wykorzystanie naturalnych lipidéw do utwo-
rzenia formulacji liposomalnej zawierajacej doksorubicyne i selol catkowicie zmienia jej wiasciwosci.

Wynalazek dotyczy formulacji farmaceutycznej o wtasciwosciach przeciwnowotworowych zawie-
rajacej cytostatyk wybrany z: doksorubicyny, 5-fluorouracylu lub ich mieszaniny, oraz seleninotrigliceryd
w postaci selolu jako substancje wzmacniajaca dziatanie cytostatyku, przy czym cytostatyk oraz seleni-
notrigliceryd umieszczone sa w nosniku lipidowym, do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu,
przy czym nowotwdr wybrany jest z nowotworu piersi, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty, nowo-
tworu tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, chtoniaka, szpiczaka mnogiego,
choroby Hodgkina, nowotworu okreznicy, nowotworu gtowy i szyi, ptaskonabtonkowego raka gtowy
i szyi, nowotworu odbytu, nowotworu Zotadka, nowotworu przetyku, howotworu skory.
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Korzystnie formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu, gdy cy-
tostatykiem jest doksorubicyna, jest stosowana w leczeniu nowotworu wybranego z nowotworu piersi,
nowotworu jajnika, nowotworu prostaty, nhowotworu zotadka, nowotworu tarczycy, drobnokomérkowego
raka ptuc, nowotworu watroby, korzystniej do leczenia raka piersi, korzystniej raka piersi charakteryzu-
jacego sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

Korzystnie formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu, gdy cy-
tostatykiem jest S-fluorouracyl, jest stosowana w leczeniu nowotworu wybranego z nowotworu piersi,
nowotworu okreznicy, nowotworu gtowy i szyi, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu od-
bytu, nowotworu zotadka, nowotworu przetyku, nowotworu skory, korzystniej do leczenia raka piersi,
korzystniej raka piersi charakteryzujacego sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych
i HER-2/Neu.

W korzystnej formulacji farmaceutycznej do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu nosni-
kiem lipidowym sa liposomy lub micele lipidowe, korzystnie liposomy lipidowe.

W korzystnej formulacji farmaceutycznej do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu bedace
nosnikami liposomy, micele lipidowe, korzystnie micele lecytynowe wytworzone zostaly ze zwiazkow
lub ich mieszanin wybranych z grup lipidéw naturalnych, obejmujacych lecytyne z Zdéttka jaja kurzego,
lecytyne sojowa i lipidéw syntetycznych, zaréwno niedeuterowanych jak i deuterowanych obejmujacych
fosfatydylocholiny, korzystnie 1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocholing, cholesterol lub distearoilo-fos-
fatydyloetanolamino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszanin.

Przez seleninotrigliceryd/y nalezy rozumie¢ seleninotrigliceryd/y i/lub mieszanine seleninotriglice-
rydow, ktéry/e stanowig potaczenie triglicerydéw i selenu na réznych stopniach utlenienia, a produkt
konicowy zawiera rézne zawartosci selenu, korzystnie zawiera 1-30% selenu. Korzystnym seleninotriglice-
rydem jest selol, ktéry jest mieszanina selenotriglicerydéw zawierajacych selen na +4 stopniu utlenienia.

Przez nosniki lipidowe nalezy rozumieé lipidowe struktury asocjacyjnych takich jak liposomy i mi-
cele lipidowe. W celu wytworzenia formulacji w pierwszym etapie wodna zawiesina zawierajaca lipid,
wybrany cytostatyk i seleninotrigliceryd, ktérym jest selol, poddawana jest dziataniu ultradzwiekéw. Na-
stepnie otrzymany roztwér jest naprzemiennie mrozony za pomoca ciektego azotu i rozmrazany w 50°C
w celu kontrakcji objetosci wytworzonych liposoméw. Na koniec roztwor jest przepuszczany przez filtr,
korzystnie strzykawkowy o $rednicy od kilkudziesieciu do kilkuset nanometréw. Po przecisnieciu probki
przez filtr, korzystnie strzykawkowy, mieszanina poddawana jest dializie w celu usuniecia cytostatykéw
niezamknietych w liposomach.

Opisano rowniez zastosowanie formulacji wedtug wynalazku w leczeniu choréb nowotworowych,
w tym nowotwordw piersi. Problem terapii nowotworéw w Polsce i na Swiecie pozostaje wciaz nieroz-
wiazany, wciaz szuka sie bardziej skutecznych metod terapii. Przedstawiony wynalazek — potaczenie
cytostatyku z seleninotriglicerydem — selolem w nosniku lipidowym, korzystnie doksorubicyny i selolu
oraz S-fluorouracylu i selolu w nosniku lipidowym w badaniach in vitro wykazat lepsze wtasno$ci cyto-
toksyczne wzgledem komodrek nowotworu, szczegdlnie nowotworu piersi niz sama doksorubicyna
oraz sam S5-fluorouracyl czy tez sam selol, a takze podanie taczne cytostatyku i selolu nie zamknietych
w nosniku lipidowym.

Formulacja farmaceutyczna zawierajaca selol i cytostatyk w nosniku lipidowym wedtug wynalazku
cechuje sie zmniejszona toksycznoscia wzgledem komodrek prawidtowych, co potwierdzone zostato
na podstawie pomiaréw przezywalnosci komaérek prawidtowych CRL-1790 w badaniach in vitro. Dzieki
temu formulacja zawierajaca seleninotrigliceryd — selol i cytostatyk w nosniku lipidowym charakteryzuje
sie duza selektywnoscia dziatania wobec komdrek nowotworowych.

Formulacje farmaceutyczna zawierajaca seleninotrigliceryd — selol i cytostatyk w nosniku lipido-
wym podaje sie na ogdt w postaci odpowiednich form farmaceutycznych, gdzie substancje czynne
umieszczane w nosnikach lipidowych moga by¢ potaczone z terapeutycznie dopuszczalnym nosnikiem.

Wybér terapeutycznie dopuszczalnego nosnika bedzie zalezat od drogi podania formulacji farma-
ceutycznej zawierajaca seleninotrigliceryd — selol i cytostatyk w noéniku lipidowym, jak rowniez od ko-
niecznosci zabezpieczenia jej przed inaktywacja lub degradacja, przed wprowadzeniem do komérek,
tkanek lub organizmu. Terapeutycznie dopuszczalne nosniki obejmuja rozpuszczalniki, Srodowiska dys-
persyjne i srodki pomocnicze (powlekajace, powierzchniowo czynne, smakowo-zapachowe, antyoksy-
danty i inne).

Formulacje farmaceutyczna zawierajaca seleninotrigliceryd — selol i cytostatyk w nosniku lipido-
wym wedtug wynalazku mozna podawaé réznymi drogami, w tym na drodze iniekcji, doustnie, miej-
scowo i rektalnie.
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Dawke formulacji farmaceutycznej ustala sie, uwzgledniajac droge podania, stan wymagajacy
leczenia lub profilaktyki, a takze inne specyficzne okolicznosci.

KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU

Aby utatwi¢ lepsze zrozumienie wynalazku, zostat on zilustrowany w przyktadach wykonania
oraz na zafaczonych figurach rysunku, na ktérych:

Fig. 1 przedstawia zdjecie TEM (Transmisyjny mikroskop elektronowy) liposomdéw wypetnionych
selolem i doksorubicyna (200 nm).

Fig. 2 przedstawia zalezno$¢ wartosci wspotczynnika Cl (okreslajacego rodzaj obserwowane;
interakcji) od frakcji komdérek martwych (okreslajacej ilo§¢ martwych komoérek) dla kombinacji (A)
doksorubicyny (DOX) i selolu w liposomach wobec linii komérkowej MCF-7; (B) doksorubicyny (DOX)
i selolu w liposomach wobec linii komdérkowej CRL-1790. Estymowana zostata zaleznos$¢ warto$ci
wspotczynnika Cl na podstawie punktéw doswiadczalnych od frakcji komorek martwych (linia ciagta).

Fig. 3 przedstawia zalezno$¢ wartosci wspotczynnika Cl (okreslajacego rodzaj obserwowane;
interakcji) od frakcji komdérek martwych (okreslajacej ilo§¢ martwych komoérek) dla kombinacji (A)
5-fluorouracylu (5-FU) i selolu w liposomach wobec linii komérkowej MCF-7; (B) 5-fluorouracylu (5-FU)
i selolu w liposomach wobec linii komérkowej CRL-1790. Estymowana zostata zalezno$¢ warto$ci
wspotczynnika Cl na podstawie punktéw doswiadczalnych od frakcji komérek martwych (linia ciagta).

Wynalazek przedstawiono blizej w ponizszych przyktadach wykonania, ktére nie ograniczaja jego
zakresu.

PRZYKLADY

W ponizszych przyktadach, jesli nie wskazano inaczej, stosowano standardowe materiaty i me-
tody biochemiczne in vitro lub postepowano zgodnie z zaleceniami producentéw dla okreslonych mate-
riatdbw i metod.

Przyktad 1. Przygotowanie liposoméw DMPC zawierajacych selol i cytostatyk (na przy-
kladzie doksorubicyny (DOX) i 5-fluorouracylu (5-FU))

A. Liposomy zostaty przygotowane poprzez rozpuszczenie 2,4 mg DMPC (1,2-dwumirystol-rac glicero-

3-fosfocholina) w roztworze 3 mg selolu w 600 pl chloroformu w fiolce szklanej, a nastepnie chloroform

zostat catkowicie odparowany z fiolki za pomoca argonu z butli. Do fiolki dodano 1,5 mL roztworu 1 mg

doksorubicyny w 10 mL i sonifikowano ultradzwiekami przez 3 minuty. Nastepnie roztwér byt naprze-

miennie mrozony za pomoca ciektego azotu i rozmrazany w 50°C w celu kontrakcji objeto$ci liposomow.

Procedura mrozenia i rozmrazania zostata powtérzona czterokrotnie. Na koniec roztwér zostat przeci-

$niety przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,45 pm i prébka ulegata procesowi dializy majacemu

na celu usuniecie niezamknietej wewnatrz liposoméw doksorubicyny.

B. Liposomy zawierajace 5-fluorouracyl i selol otrzymano analogicznie: do 2,4 mg DMPC dodano roz-

twor 3 mg selolu w 600 pL chloroformu, po czym chloroform odparowano i dodano 1,5 mL roztworu

S5-fluorouracylu (4 mg/10 mL), nastepnie roztwdr sonifikowano i czterokrotnie mrozono i rozmrazano,

a na koncu syntezy przecisnieto roztwor przez filtr strzykawkowy, po czym probka ulegata dializie w 4°C

przez 24 h.

C. Wykorzystujac zmodyfikowana procedure wytwarzania no$nikéw liposomowych opisana w pkt. Ai B,

otrzymano:

—liposomy zawierajace jedynie doksorubicyne lub jedynie 5-fluorouracyl (w trakcie wytwarzania nie do-
dawano selolu);

—liposomy zawierajace jedynie selol (w trakcie wytwarzania nie dodawano cytostatyku);

— puste nosniki liposomowe (w trakcie wytwarzania nie dodawano selolu ani cytostatyku).

Przy ktad 2. Okreslenie rozmiaréw otrzymanych liposomoéw na podstawie pomiaréw
mikroskopowych

W celu przygotowania probek do badan za pomoca transmisyjnego mikroskopu elektrono-
wego (TEM) rozcienczono dwudziestokrotnie probke otrzymanych w Przykladzie 1 liposoméw
przy uzyciu roztworu PBS. Nastepnie dodano jedna krople przygotowanej probki na siateczke TEM
i pozostawiono do wyschniecia przez 24 h. Na Fig. 1 przedstawiono reprezentatywne zdjecie mi-
kroskopowe liposomoéw zawierajacych selol i doksorubicyne. Otrzymane liposomy charakteryzo-
waty sie rozmiarem ok. 400 nm.
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Przyktad 3.0Okreslanie wydajnosci enkapsulacji doksorubicyny i selolu

Aby okresli¢ wydajno$é enkapsulaciji substanciji czynnych w liposomach otrzymanych w Przykta-
dzie 1 zarejestrowano widmo UV-VIS dla roztworu wzorcowego w THF (tetrahydrofuran) oraz widmo
dla prébki liposoméw zawierajacych substancje czynne, po uprzednim odparowaniu wody z prébki i roz-
puszczeniu w THF. Pomiar absorbancji majacy na celu wyznaczenie zawartosci doksorubicyny prowa-
dzony byt przy dtugosci fali 480 nm.

Przyktadowo, w przypadku liposoméw zawierajacych doksorubicyne i selol otrzymanych zgodnie
z przyktadem 1, wydajnos¢ enkapsulacji doksorubicyny wynosita 15%. Ze wzgledu na hydrofobowa
strukture selolu, cata jego zawartos¢ zostata zamknieta w liposomach.

Przyktad 4. Badania interakcji doksorubicyny z selolem oraz 5-fluorouracylu z selolem

Przeprowadzono badanie cytotoksycznosci badanych zwiazkdéw cytostatykéw podanych w nosni-
kach lipidowych osobno i w kombinacji z selolem, po czasie inkubacji rownym 72 godziny.

Noséniki lipidowe zawierajgce sam selol, sama doksorubicyne i sam S-fluorouracyl oraz puste no-
$niki otrzymano jak opisano w Przykiadzie 1.

Badania przeprowadzono na dwdch liniach komérkowych raka piersi: MCF-7 i MDA-MB-231.
Kontrolnie przeprowadzono badania wobec komoérek prawidtowych CRL-1790. Toksyczno$é zwigzkdw,
czyli ich wptyw na liczbe zywych komdrek, zostata okreslona za pomoca dwdch testéw cytotoksycznosci
(MTT i CVS).

Wykorzystane linie komérkowe:

Linia komoérkowa MCF-1

Linia komérkowa MCF-7 to linia komorkowa raka piersi wywodzaca sie od 69-letniej kobiety rasy
kaukaskiej. Komoérki MCF-7 wytwarzaja receptory estrogenowe i progesteronowe. Linie komérkowa
MCEF-7 zakupiono z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Komoérkowych (ATTC).

Linia komorkowa MDA-MB-231

Linia komoérkowa MDA-MB-231 to linia komdrkowa raka piersi wywodzaca sie od 51-letniej ko-
biety rasy kaukaskiej. Komoérki MDA-MB-231 nie wykazuja ekspresji receptoréw estrogenowych i pro-
gesteronowych oraz HER-2/Neu. Linie komérkowa MDA-MB-231 zakupiono z ATTC.

Komorki CRL-1790

Komérki CRL 1790 to prawidtowe komorki pobrane z jelita 21 tygodniowego ptodu ptci zenskiej. Mor-
fologicznie przypominaja one komdrki nabtonka, jednak nie zawieraja keratyny i brakuje jednoznacznych
danych potwierdzajacych ich pochodzenie. Linie komoérkowa CRL-1790 zakupiono z ATTC.

Prowadzenie hodowli komérkowej

Linie komoérkowe MCF-7, MDA-MB-231 oraz CRL-1790 byty przechowywane zamrozone w zbiorniku
z ciektym azotem w temperaturze -196°C. W celu rozpoczecia hodowli ogrzano fiolke zawierajaca komorki
strumieniem cieptego powietrza z suszarki, a nastepnie przeniesiono zawiesine komérek do butelki hodow-
lanej. Hodowla byta prowadzona w inkubatorze w atmosferze 5% CO: i 37°C. Komorki inkubowano do osia-
gniecia konfluencji 80%, a nastepne pasazowano. Komérki odklejano za pomoca 0,25% roztworu trypsyny
w EDTA. W przypadku hodowli komorek linii CRL-1790 komérki byty dodatkowo skrobane z dna butelki,
poniewaz nie ulegaty catkowitemu odklejeniu od podioZza podczas trypsynizacji. Komérki nowotworowe roz-
cienczano w swiezej pozywce w stosunku 1 : 4, komérki prawidtowe w stosunku 1 : 2. Do do$wiadczenia
zawiesine komoérek linii MCF-7 lub MDA-MB-231 o gesto$ci 40 000 tysiecy komorek na 1 ml pozywki
wysiewano na ptytki hodowlane 96-dotkowe. W przypadku linii CRL-1790 uzyta byta zawiesina komorek
o gestosci 80 000 tysiecy komorek na 1 mL. Nastepnie do dotkéw dodano noséniki zawierajace sam selol
w réznych stezeniach, sam cytostatyk w réznych stezeniach oraz mieszanine tych zwiazkéw w odpowied-
nich stezeniach. Wykonano takZze probe kontrolna, gdzie dodano puste nosniki lekéw.

Test CVS (ang. Crystal Violet Staining)

Po przeptukaniu dotkow zawierajacych komérki dodawano do kazdego dotka po 50 uL 0,5% fio-
letu krystalicznego i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie roztwor fioletu odpi-
petowano i dodano do kazdego dotka po 100 pL laurylosiarczanu sodowego 1% (SDS). Absorbancje
roztworu odczytywano przy A = 595 nm, uzywajac spektrofotometru POWER WAVE XS.
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Test MTT (ang. methylthiazol tetrazolium salt)

Po przeptukaniu do kazdego dotka z komdérkami dodano po 50 pL MTT (250 pg/mL) i wstawiono
na 3 godziny do inkubatora. Po tym czasie ptytki zalano izopropanolem (po 200 pL na kazdy dotek).
Absorbancje roztworu odczytywano przy A = 570 nm, uzywajac spektrofotometru POWER WAVE XS.

W celu okreslenia typu interakcji selolu i cytostatykéw w nosniku lipidowym w postaci liposoméw
zastosowano metode Chou-Talalaya do okres$lenia indeksu Cl (ang. Combination Index), ktéry w przypadku,
gdy jest mniejszy od 0,9, oznacza wystepowanie synergizmu, gdy zawiera sie miedzy 0,9 a 1,1 — oznacza
oddziatywania addytywne. Dla takich oddziatywan efekt dziatania mieszaniny jest silniejszy niz efekty
dziatania kazdej z substancji osobno. Dodatkowo w podaniu tacznym mozliwe jest stosowanie mniej-
szych dawek lekow niz przy podaniu osobnym. Wartoéci indeksu Cl powyzej 1 oznaczaja, ze jest wy-
stepowanie antagonizmu, co oznacza, ze efekt dziatania mieszaniny jest stabszy niz efekty dziatania
kazdej substancji z osobna.

Na Fig. 2 i Fig. 3 przedstawiono reprezentatywne przyktady badania interakcji doksorubicyny
(DOX) i selolu oraz S-fluorouracylu (5-FU) i selolu w no$niku lipidowym w postaci liposomdw w badaniach
in vitro na linii komorkowej raka piersi MCF-7 oraz kontrolnie na linii komoérek prawidtowych CRL-1790 wy-
konane za pomoca testu CVS. Wykazano, ze liposomy zawierajace mieszaning doksorubicyny (DOX)
i selolu oraz 5-fluorouracylu (5-FU) i selolu w nosniku lipidowym w postaci liposoméw cechuja sie
silniejszym dziataniem przeciwnowotworowym niz sam cytostatyk, gdyz wartosci Cl sa mniejsze
od wartosci 0,9 dla praktycznie catego zakresu frakcji komérek martwych. Dodatkowo w podaniu tacz-
nym mozliwe jest stosowanie mniejszych dawek lekéw niz przy podaniu osobnym. Wyznaczone indeksy
redukcji dawki (DRI) wskazuja, ze mozliwe jest znaczace obnizenie dawki doksorubicyny (Tabela 1).
Badania in vitro wobec komérek raka piersi MDA-MB-231 wykazaty synergizm dziatania doksorubicyny
i selolu w nosniku lipidowym, gdyz warto$ci Cl sa mniejsze od wartosci 0,9 — Tabela 2. Natomiast kom-
binacja 5-fluorouracylu i selolu w nosniku lipidowym charakteryzuje sie addytywizmem i antagonizmem
w zaleznosci od frakcji komérek martwych.

Tabela 1. Wartosci wspofczynnikow Cl i DRI dla kombinacji doksorubicyny i selolu w nos$niku lipidowym
oraz 5-fluorouracylu i selolu w nosniku lipidowym- linia komérkowa MCF-7

DOX+SELOL 5-FU+SELOL
Punkt Frakcja komorek Frakcja komorek
CI DRI CI DRI
pomiarowy martwych martwych

1 0,35 0,824 1,41 0,29 0,762 | 1,81
2 0,47 0,504 2,36 0,42 0,827 | 1,72
3 0,57 0,294 4,13 0,47 0,918 | 1,63
4 0,62 0,207 5.92 0,58 0,804 | 1,49
5 0,67 0,159 7,81 0,63 0,827 | 1,75
6 0,69 0,137 9,14 0,68 0,810 | 1,79

Tabela 2. Wartosci wspofczynnikéw Cl i DRI dla kombinacji doksorubicyny i selolu w no$niku lipidowym
oraz 5-fluorouracylu i selolu w nosniku lipidowym — linia komérkowa MDA-MB-231

DOX+SELOL 5-FU+SELOL
Punkt Frakcja komorek Frakcja komorek
CI DRI CI DRI
pomiarowy martwych martwych
1 0.16 0,364 | 3,17 0,32 1,100 | 1,62
2 0,21 0.564 | 2,00 0,39 1,086 | 1,73
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3 0.35 0,617 1,75 0,40 1.216 | 1,55
4 0,46 0,641 1,65 0,46 1,172 | 1,69
5 0,65 0,590 1,76 0,47 1,229 | 1,61
6 0.71 0,575 1,79 0.54 1,230 | 1,71

W tabeli 3 przedstawiono wartosci wspotczynnika Cl dla badanych kombinaciji doksorubicyny
i selolu oraz 5-fluorouracylu i selolu w nosniku lipidowym w postaci liposomoéw wobec komérek prawi-
dtowych CRL-1790.

Tabela 3. Warto$ci wspoéfczynnikéw Cl dla kombinacji doksorubicyny i selolu w nos$niku lipidowym oraz 5-fluo-
rouracylu i selolu w nosniku lipidowym — linia komérkowa CRL-1790

DOX+SELOL 5-FU+SELOL
Punkt Frakcja komorek 1 Frakcja komorek -
pomiarowy martwych martwych
1 0,15 0,528 0,12 0,888
2 0,25 0.590 0,15 1.259
3 0,29 0,802 0,23 1,100
4 0,33 0.880 0,29 1,146
5 0,38 0,876 0,31 1,331
6 0,45 0,755 0,31 1,596

Nieoczekiwanie okazato sie, ze formulacja farmaceutyczna zawierajaca mieszanine doksorubicyny
lub 5-fluorouracylu (cytostatyku) i selolu w lipidowym nos$niku posiada lepsze wtasnosci przeciwnowo-
tworowe niz sam cytostatyk i cechuje sie zmniejszona toksycznoscia wobec komdrek prawidtowych,
co nie byto do tej pory opisane ani sugerowane. Podanie faczne cytostatyku i selolu w nosniku lipidowym
charakteryzuje sie antagonizmem w komoérkach prawidtowych (Tabela nr 3), co powoduje obnizenie
cytotoksycznosci cytostatyku wzgledem zdrowej tkanki, ale jednoczes$nie w komérkach nowotworowych
charakteryzuje sie synergizmem, co zwieksza efekt cytotoksyczny cytostatyku w tkance nowotworowej
(Tabela 1 i 2). Wykazany synergizm dziatania substancji czynnych jest efektem bardzo korzystnym,
poniewaz pozwala obnizy¢ stezenie efektywne leku. Podanie wspdlne zwiazkéw seleninotriglice-
rydu/éw, korzystnie selolu i cytostatyku w nosniku lipidowym umozliwia obnizenie stezenia doksorubi-
cyny dla najwiekszych frakcji komoérek martwych o prawie 90%, a dla 5-fluorouracylu o prawie 56%
wobec komodrek MCF-7. Zaobserwowano takze pozytywny spadek wartosci wspotczynnika Cl wraz ze wzro-
stem frakcji komoérek martwych (Fig. 2A).

Przyktad 5. Poréwnanie interakcji formulacji zawierajgcej cytostatyk i selol umieszczonych
razem w liposomach oraz {agcznego podania cytostatyku i selolu (na przykiadzie 5-fluorouracylu)

W celu okreslenia zasadnosci tworzenia formulacji przeprowadzono badanie cytotoksyczno-
$ci badanych zwiazkéw podanych w nosnikach lipidowych poprzez podanie zaréwno w przypadku po-
dania tacznego (podanych facznie nie w nosniku lipidowym) jak i w postaci formulacji zawierajacej selol
i 5-fluorouracyl umieszczonych razem w liposomach (podanych tacznie w noéniku lipidowym). Nosniki
lipidowe otrzymano jak opisano w Przykladzie 1. Badania przeprowadzono za pomoca testu MTT wo-
bec komérek nowotworowych piersi MCF-7 — Tabela 4.
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Tabela 4. Wartosci wspofczynnikéw Cl dla 5-fluorouracylu i selolu wobec komérek MCF-7 po czasie inkubacji row-
nym 72 h dla podania tgcznego oraz w przypadku formulaciji, gdzie skfadniki sg umieszczone razem w liposomach.

5FU + Selol
podanie tgczne formulacja w liposomach
Frakcja komorek Cl1 CI
martwych
0,29 8,769 0,762
0,42 3,808 0,827
0,47 1,847 0,918
0,58 0,984 0,804
0.63 0,754 0,827
0,68 0,606 0,810

Badania wykazaty, ze formulacja zawierajaca S-fluorouracyl i selol, ktére sg umieszczone razem
w liposomach charakteryzuje sie stabilnym efektem synergistycznym wobec komérek nowotworowych
MCEF-7 dla catego zakresu frakcji martwych(warto$ci Cl: 0,76-0,92).

Podanie faczne jej sktadnikdéw aktywnych niezamknietych w liposomach dla nizszych frakcji komérek
martwych charakteryzuje sie antagonizmem, podczas gdy dla wyZzszych frakcji komérek martwych cha-
rakteryzuje sie synergizmem. Podsumowujac, korzystniejsze jest zamkniecie cytostatyku i seleninotri-
glicerydu/éw, korzystnie selolu razem w nosniku lipidowym takim jak liposom.

Przy ktad 6. Selektywnos¢ dziatania doksorubicyny z selolem oraz 5-fluorouracylu
z selolem w nosniku lipidowym w postaci liposomow

Na postawie przeprowadzonego badania cytotoksyczno$ci przy uzyciu testu CVS zbadano se-
lektywno$¢ dziatania kombinacji doksorubicyny i selolu oraz 5-fluorouracylu i selolu w no$niku lipidowym
w postaci liposoméw otrzymanych zgodnie z Przykiadem 1 wobec komoérek nowotworowych. Za po-
moca programu GraphPadPrism 5 wyznaczono parametr IC25, IC50, IC75, ktéry okresla stezenie ba-
danego zwigzku, dla ktérego przezywalno$é komoérek jest réwna odpowiednio 75%, 50% oraz 25%.
W Tabeli 5 znajdujg sie uzyskane dane. Przedstawione stezenia sg wyrazone jako stezenie doksorubi-
cyny oraz S-fluorouracylu [uM]. Dzieki temu mozliwe byto okreslenie warto$ci wspétczynnika selektyw-
nosci, ktory jest stosunkiem stezenia doksorubicyny (lub S-fluourouracylu) dla komérek prawidtowych
do stezenia dla komdrek nowotworowych powodujacej ten sam efekt cytotoksyczny.

Tabela 5. Wartosci IC25, IC50, IC75 oraz wspoiczynnika selektywnosci dla kombinacji doksorubicyny i selolu
oraz 5-fluorouracylu i selolu wobec komérek nowotworowych piersi MCF-7 oraz komérek prawidiowych CRL-1790

DOX+SELOL 5-FU+SELOL
MCF-7 | CRL-1790 | Wspdlezynnik | MCE-7 | CRL-1790 | Wspétczynnik
selektywnosci selektywnosci
IC25 0,04 0,14 3,50 0,45 1,31 2,91
[uM]
1C50 0,35 0,57 1,63 1,20 3,21 2,68
[uM]
IC75 0.61 0,89 1,46 2,51 5.10 2.03
[uM]
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Otrzymany preparat selolu i cytostatyku w no$niku lipidowym w postaci liposomow jest selektywny
pod wzgledem dziatania cytotoksycznego — cechuje sie mniejsza toksycznoscia uktadowa, a silniejszym
dziataniem przeciwnowotworowym, szczegdlnie wobec komorek nowotworu piersi. Warto$ci wspotczyn-
nika selektywnosci pokazuja, ze dla kombinacji doksorubicyna i selol w nosniku lipidowym w postaci
liposoméw toksycznos¢ wobec komorek prawidtowych jest okoto péitora raza mniejsza, natomiast
dla kombinacji 5-fluorouracy! i selol w no$niku lipidowym w postaci liposoméw okoto dwukrotnie mniejsza
wobec komoérek prawidtowych. Leki przeciwnowotworowe powinny cechowac sie takimi wtasciwosciami,
dlatego formulacja farmaceutyczna zawierajace seleninotrigliceryd/y, korzystnie selol i cytostatyk w no-
$niku lipidowym weditug wynalazku bedzie uzyteczna w leczeniu nowotwordéw i wykazuje lepsze wia-
snosci niz doksorubicyna lub 5-fluorouracyl z selolem w no$niku polimerowym. Znana w stanie techniki
kombinacja doksorubicyny i selolu w nanokapsutkach zbudowanych z polimeru charakteryzuje sie bra-
kiem selektywnosci wobec komdrek nowotworowych, co wiecej jest bardziej toksyczna dla komadrek
prawidtowych niz nowotworowych.

Zastrzezenia patentowe

1. Formulacja farmaceutyczna o wiasciwosciach przeciwnowotworowych zawierajaca cytostatyk
wybrany z: doksorubicyny, 5-fluorouracylu lub ich mieszaniny, oraz seleninotrigliceryd w po-
staci selolu jako substancje wzmacniajaca dziatanie cytostatyku, przy czym cytostatyk
oraz seleninotrigliceryd umieszczone sa w nosniku lipidowym, do zastosowania jako lek do le-
czenia nowotworu,
przy czym nowotwdr wybrany jest z nowotworu piersi, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty,
nowotworu tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, chtoniaka, szpi-
czaka mnogiego, choroby Hodgkina, nowotworu okreznicy, nowotworu gtowy i szyi, ptaskona-
btonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu odbytu, nowotworu Zotadka, nowotworu przetyku,
nowotworu skory.

2. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 1, znamienna tym, ze gdy cytostatykiem jest doksorubicyna, formulacja jest stosowana
w leczeniu nowotworu wybranego z nowotworu piersi, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty,
nowotworu zotadka, nowotworu tarczycy, drobnokomaérkowego raka ptuc, nowotworu watroby.

3. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 2, znamienna tym, ze nowotworem jest rak piersi, korzystniej rak piersi charakteryzujacy
sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

4. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 1, znamienna tym, ze gdy cytostatykiem jest S5-fluorouracyl, formulacja jest stosowana
w leczeniu nowotworu wybranego z nowotworu piersi, howotworu okreznicy, nowotworu gtowy
i szyi, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu odbytu, nowotworu Zotadka, nowo-
tworu przetyku, nowotworu skory.

5. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 4, znamienna tym, ze nowotworem jest rak piersi, korzystniej rak piersi charakteryzujacy
sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

6. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 1-5, znamienna tym, ze no$nikiem lipidowym sg liposomy lub micele lipidowe, korzyst-
nie liposomy lipidowe.

7. Formulacja farmaceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia nowotworu wedtug za-
strz. 6, znamienna tym, ze bedace nosnikami liposomy, micele lipidowe, korzystnie micele
lecytynowe wytworzone zostaty ze zwigazkéw lub ich mieszanin wybranych z grup lipidéw
naturalnych, obejmujacych lecytyne z Z2éitka jaja kurzego, lecytyne sojowa i lipidéw syntetycznych,
zaréwno niedeuterowanych jak i deuterowanych obejmujacych fosfatydylocholiny, korzystnie
1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocholing, cholesterol, lub distearoilo-fosfatydyloetanola-
mino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszanin.
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