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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest ukierunkowana liposomowa posta¢ kompleksu RNA-polietylenoimina,
jego sposob otrzymywania oraz zastosowanie w terapii ostrej biataczki szpikowej/ostrej biataczki
mieloblastyczne;j.

Ostra biataczka szpikowa (OBS, AML — Acute Myeloid Leukemia) jest najczestszg biataczkg u do-
rostych z czesto$cig wystepowania 4,2/100 000 wg danych amerykanskich z lat 2007-2013. Zasadnicze
leczenie nie zmienito sie od 40 lat. Przezycie piecioletnie u mtodszych <60 lat wynosi 40%, a u starszych
10-20%. W zwigzku z tym poszukiwane sg sposoby leczenia oparte m.in. na leczeniu precyzyjnym,
tzn. ukierunkowanym na defekty komorki nowotworowe;j, ktére stwierdzane sg w badaniach molekular-
nych. Dotyczy to korygowania nieprawidtowos$ci w drogach sygnatowych i receptorach, zmian w epige-
netyce oraz wptywu na immunologie nowotworu. Do tego nurtu epigenetycznego nalezg terapie oparte
0 niekodujgce RNA. Badania na liniach komoérkowych i komérkach pacjentéw wykazaty, ze brak lub
nadmiar tego typu czgsteczek moze mie¢ wptyw na proliferacje nowotworowa.

W polskim opisie patentowym PAT.208054B1 ujawniono kompozycje lipidowg do wytwarzania
lipidowego nos$nika dla lekdw genetycznych, zawierajacg 38,7% wagowych fosfatydylocholiny (PC),
15,4% wagowych distearoilofosfatydyloetanoloaminowej pochodnej glikolu polietylenowego 2000 (sél
amonowa) (DSPE-PEG), od 10,9% do 16,8% wagowych dioleiolofosfatydyloetanolaminy (DOPE),
od 4,05% do 6,75% wagowych 3f3-N-dimetyloetanokarbamoilo cholesterolu (DC-CHOL) i od 23,4%
do 30,6% wagowych soli trimetyloamoniowej 1,2-dioleilopropanu (DOTAP), przy czym PC, DOPE
i DC-CHOL stanowig zewnetrzng btone nos$nika, a DOTAP wchodzi w sktad rdzenia no$nika zamknie-
tego w jego wnetrzu.

W innym polskim opisie patentowym PAT.233741B1 opisano kompozycje lipidowg stuzgca
do wytworzenia kierowanego za pomocg przeciwciat liposomowego nosnika lekéw genetycznych w po-
staci asODN, miRNA, charakteryzujgcg sie tym, ze zawiera od 35,2% do 42,5% wagowych fosfatydylo-
choliny (PC), od 12,3% do 14,8% wagowych dioleilofosfatydyloetanolaminy (DOPE), od 4,9% do 5,9%
wagowych 3-N-dimetyloetanokarbamoilocholesterolu (DC-CHOL), od 10,7% do 16,6% wagowych
DSPE-PEG, od 4,6% do 6,2% wagowych maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal),
od 19,8% do 25,7% wagowych soli trimetyloaminowej 1,2-dioleilopropanu (DOTAP), 8 £1,4 ug przeciw-
ciat antyCD20/mg lipidu oraz 9 ug kwaséw nukleinowych/mg lipidu. Kompozycja znajduje zastosowanie
do wytwarzania liposomowego nos$nika lekéw genetycznych do leczenia biataczki.

Z polskiego zgtoszenia patentowego P.407947 znana jest ukierunkowana, liposomowa postaé
kompleksu oligonukleotyd (DNA)-polietylenoimina charakteryzujgca sie tym, ze stosunek oligonukleo-
tydu do polietylenoiminy zawiera sie w przedziale od 1:10 do 1:3, a kompleks otoczony jest dwuwar-
stwg lipidowg umozliwiajacg przytaczenie czasteczki rozpoznajgcej marker powierzchniowy komoérek
patologicznych oraz jej sposéb otrzymywania i zastosowanie. Kompozycje stosuje sie do wytwarzania
leku do leczenia nowotwordw uktadu krwionosnego.

Problemem stawianym przed niniejszym wynalazkiem jest zaproponowanie skutecznego systemu
liposom — kwas nukleinowy — czynnik rozpoznajgcy okreslong komoérke (jej marker powierzchniowy),
ktéry mogiby efektywnie by¢ stosowany w terapii nowotwordw, zwtaszcza ostrej biataczki szpikowej / ostrej
biataczki mieloblastycznej. Celem wynalazku jest opracowanie ukierunkowanej, liposomowej postaci
RNA hamujacej proliferacje komérek nowotworowych charakteryzujgcej sie selektywnos$cig dziatania,
niskg nieswoistg cytotoksycznoscig oraz wysokg wydajnoscig dostarczania kwaséw nukleinowych
do komérek nowotworowych, ktéry osobno lub w potgczeniu ze standardowo stosowanymi cytostaty-
kami znaczaco poprawi efektywno$¢ leczenia.

Aby liposomy mogty zosta¢ zastosowane w formulacji farmaceutycznej, muszg zachowywag sta-
bilno$¢ podczas wielomiesiecznego przechowywania. Dlatego celem wynalazku jest uzyskanie postaci
leku, ktéra nie tylko chroni zamkniete kwasy nukleinowe przed dziataniem enzymoéw obecnych w pty-
nach biologicznych, ale zachowuje okreSlone parametry fizykochemiczne podczas dtugoterminowego
przechowywania. Nieoczekiwanie, wspomniane problemy rozwigzano w prezentowanym wynalazku.

Pierwszym przedmiotem wynalazku jest ukierunkowana liposomowa posta¢ kompleksu RNA-
-polietylenoimina, zawierajgca miRNA skompleksowane z polikationem polietylenoiminy (PEI — Polyethyle-
neimine) 1:3do 1:10, zamkniete w otoczce liposomowej, zawierajgcej 74,65-79,65 mol% uwodornionej
fosfatydylocholiny sojowej (HSPC - hydrogenated soy L-a-phosphatidylcholine), 5 mol% dioleilofosfa-
tydyloetanolaminy (DOPE - dioleoylphosphatidylethanolamine), 4,55 mol% distearoilofosfatydyloetano-
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loaminowej pochodnej glikolu polietylenowego 2000 w postaci soliamonowej, (DSPE-PEG - 1, 2-distea-
royl-sn-giycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000)), 0,8 mol% maleimidowej
pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal), 10-15 mol% cholesterolu, przy czym liposomowa postac
kompleksu charakteryzuje sie niskg polidyspersyjnoscig Pl <0,1 i zawiera przytgczong czasteczke roz-
poznajgcg marker powierzchniowy komoérek patologicznych, przy czym miRNA stanowi MicroRNA-193b
oraz MicroRNA-203. Korzystnie Srednica tak uzyskanych liposomoéw nie przekracza 150 nm, korzystniej
wynosi ona 120 nm (220 nm) i korzystnie posta¢ kompleksu charakteryzuje sie niskg polidyspersyjno-
Scig P1<0,1 miRNA (microRNA, MicroRNA) znane jest ze stanu techniki [microRNA-193b (Bhayadia R,
et al., 2018, J. Clin. Onc. 36,1007) oraz MicroRNA-203 (Guo Y, et al., 2019 Bioengineered, 10:1, 345-352)].
W korzystnej realizacji wynalazku otoczka liposomowa zawiera 77,15 mol% uwodornionej fosfatydylo-
choliny sojowej (HSPC), 5 mol% DOPE, 12,5 mol% cholesterolu, 4,55 mol% DSPE-PEG, 0,8 mol%
maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal). W innej korzystnej realizacji wynalazku stosu-
nek RNA/PEI wynosi 1 :5.

Cel liposomu wyznaczajg antygeny CD33, CD34 oraz CD117 na komoérkach blastycznych bia-
faczki mieloblastycznej. W rozwigzaniu wg wynalazku otrzymuje sie liposomy posiadajgce na swojej
powierzchni korzystnie aptamery, czgsteczki oligodezoksynukleotyddéw, wigzgce swoiscie wskazane
powyzej antygeny CD33, CD34 lub CD117. Sekwencje odpowiednich aptameréw sg znane ze stanu
techniki, gdzie:

— dla CD33 sekwencja AGT CTT TTC CGA CCC ATC TTA AAA CGGT [Yang C. and Naranman-

dura H, Biomater. Sci., 2019, 7, 938)),

— dla CD34 (5'-CTT TAA TGC GGG GTA ATT TCT TTT CCA TAA TCG C-3') [Deng J, Materials

Science and Engineering C 79 (2017) 305-314],

— dlaCD117 (c-kit) 5GGGG CCGG GGCA AGGG GGGG GTAC CGTG GTAG GAC3' [Zhao N, et

al. Biomaterials. 2015; 67: 42-51].

Powyzsze aptamery syntetyzowane sg w postaci zmodyfikowanej na konicu 3' poprzez dodanie
grupy tiolowej umozliwiajgcej wigzanie z maleimidowg pochodng DSPE-PEG.

Drugim przedmiotem wynalazku jest zastosowanie ukierunkowanej, liposomowej postaci kom-
pleksu RNA-polietylenoimina, okreslonej w pierwszym przedmiocie wynalazku, do zastosowania w le-
czeniu ostrej biataczki szpikowej / ostrej biataczki mieloblastyczne;.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest sposéb otrzymywania liposomowej ukierunkowanej po-
staci kompleksu RNA/PEI, obejmujgcy:

a) mieszanie RNA z polietylenoiming w stosunku od 1:4do 1:7,
b) kompleksowanie mieszaniny RNA z PEI, korzystnie poprzez inkubacje przez 30-60 min w tem-
peraturze pokojowej 4—7 czesci molowych PEI (N) w wodzie o przewodnosSci nie wiekszej niz

0,06 uS/cm z 1 czeScig molowg (P) RNA, rowniez w wodzie o przewodnos$ci nie wiekszej niz

0,06 uS/cm, uzupetniajgc mieszanine 0,1 objetosci 10-krotnie stezonego PBS,

c) odparowywanie mieszaniny chloroformowych roztworéw lipidédw wchodzgcych w sktad otoczki
do uzyskania suchego filmu lipidowego,

d) usuwanie pozostatosci rozpuszczalnikéw organicznych, korzystnie w wyparce prézniowej,

e) uwadnianie sie suchego filmu lipidowego z etapu d) mieszaning, korzystnie RNA/PEI otrzymang

w etapie b), korzystniej przez 40 minut,

f) kalibrowanie uzyskanych w etapie e) liposomow, korzystnie w ekstruderze ciSnieniowym, stosu-
jgc filtry poliweglowe.

W korzystnej realizacji wynalazku w etapie f) stosuje sie kolejno filtry 400 nm, 200 nm i 100 nm.

W nastepnej korzystnej realizacji wynalazku filtracje w etapie f) powtarza sie dziesieciokrotnie.

W kolejnej korzystnej realizacji wynalazku w etapie d) odparowuje sie mieszanine roztwordéw
chloroformowych zawierajgcych: 74,65-79,65 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny sojowej
(HSPC - hydrogenated soy L-a-phosphatidylcholine), 5 mol% dioleilofosfatydyloetanolaminy
(DOPE - dioleoylphosphatidylethanolamine), 4,55 mol% distearoilofosfatydylo etanoloaminowej po-
chodnej glikolu polietylenowego 2000 (sél amonowa) (DSPE-PEG - 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-pho-
sphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000]), 0,8 mol% maleimidowej pochodnej DSPE-
-PEG (DSPE-PEG-Mal), 10-15 mol% cholesterolu.

W jeszcze innej korzystnej realizacji wynalazku mieszanina roztworéw chloroformowych zawiera:
77,15 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny sojowej (HSPC), 5 mol% DOPE, 12,5 mol% cholesterolu,
4,55 mol% DSPE-PEG, 0,8 mol% maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal).
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Proponowany wedtug niniejszego wynalazku, kierowany za pomoca aptameréw preparat charak-
teryzuje sie korzystnym stosunkiem lipid/lek, ktéry umozliwia przenoszenie inhibitorowych czasteczek
RNA do komoérek docelowych, dziatajgc przeciwnowotworowo i/lub uwrazliwiajgc komérki nowotworowe
na leki o charakterze cytostatycznym. Dodatkowo, odpowiednio ,szczelna” otoczka lipidowa stanowi
ochrone miRNA przed dziataniem rybonukleaz. Mozliwe jest zamykanie w liposomach réznych czgsteczek
RNA, a takze przytgczanie réznych czastek kierujgcych do otoczki liposomowej. Wynalazek odznacza
sie wysokg selektywnoscig i cytotoksycznos$cig wzgledem komérek docelowych, potwierdzonymi bada-
niami in vitro i in vivo, przez co minimalizuje efekty uboczne terapii cytostatykami. Ponadto, przedstawiony
preparat liposomowy podawany w drodze iniekcji dozylnych powinna cechowac wysoka stabilno$¢ za-
rébwno podczas wielomiesiecznego przechowywania, jak i w kontakcie z surowicg ludzkg, co czyni go
kandydatem do stanowienia obiecujgcej, odpowiedniej formulacji farmaceutyczne;.

Rozwigzanie zapewnia potencjat bezpiecznego stosowania tej grupy lekéw w leczeniu nowotwo-
réw w formie indywidualnej monoterapii lub w potgczeniu ze stosowanymi powszechnie cytostatykami
lub inhibitorami BCL-2 (np. Venetoclax), a zatem moze poprawi¢ efektywno$¢ leczenia nowotworéw.
Przyktad

Kompleks liposomoéw otrzymuje sie jak ponizej:

a) RNA miesza sie z polietylenoiming (PEI - Polyethyleneimine) w stosunku 1 :5, gdzie poprzez
stosunek RNA/PEI rozumie sie ilo§¢ moli fosforu (P) w kwasie nukleinowym do moli azotu
(N) w polietylenoiminie,

b) mieszanine RNA z PEI kompleksuje sie, poprzez inkubacije przez 30—-60 min w temperaturze
pokojowej 5 cze$ci molowych PEI (N) w wodzie miliQ (j.w. 0,06 uS/cm) z 1 cze$cig molowag
(P) RNA réwniez w wodzie klasy miliQ, po czym uzupetnia sie¢ mieszanine 1/10 projektowa-
nej objetosci koncowej preparatu 10-krotnie stezonego PBS (phosphate-buffered saline, bu-
forowana fosforanem sél fizjologiczna, tu 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4,
2 mM KH2PO4, pH 7,4),

¢) mieszanine chloroformowych roztworéw lipidéw, wchodzgcych w skiad otoczki, 0 zawartosci
odpowiednio: 77,15 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny sojowej (HSPC), 5 mol% DOPE,
12,5 mol% cholesterolu, 4,55 mol% DSPE-PEG, 0,8 mol% maleimidowej pochodnej DSPE-PEG
(DSPE-PEG-Mal), odparowuje sie do uzyskania suchego filmu lipidowego, po czym usuwa
sie pozostatosci rozpuszczalnikéw organicznych w wyparce proézniowe;,

d) uwadnia sie suchy film lipidowy z etapu c) mieszaning, RNA/PEI otrzymang w etapie b),
przez przynajmniej 40 minut,

e) uzyskane w etapie d) liposomy kalibruje sie, w ekstruderze ciSnieniowym, stosujac filtry po-
liweglanowe o Srednicy poréw 400, 200 oraz 100 nm kolejno (Nucleopore, WHATMAN), przy
czym zawiesine przeciska sie dziesieciokrotnie przez kazdy filtr,

f) uzyskane liposomy o $rednicy ok. 100 nm (80—-150 nm) inkubuje sie przez noc z roztworem
tiolowanego aptameru, wigzgcego swoiscie antygeny CD33, CD34 lub CD117, w dwukrot-
nym nadmiarze molowym aptameru w stosunku do maleimidowej pochodnej DSPE-PEG,

g) niezwigzany aptamer usuwa sie poprzez chromatografie na kolumnie wypetnionej zelem Se-
pharose 6B (1 x25 cm dla matych objetosci) lub dializuje z zastosowaniem workéw dializa-
cyjnych o duzych porach (MWCO >30 kDa ),

h) uzyskany preparat liposomowy o $rednicy 120 (+20 nm) charakteryzuje sie niewielkg poli-
dyspersyjnoscig (wspétczynnik Pl <0,1).

Wielko$¢ otrzymanych pecherzykéw mierzy sie technikg dynamicznego rozpraszania $wiatta przy
uzyciu aparatu ZetaSizer, firmy Malvern Ltd., UK.

Celem uzyskania kompleksu liposoméw wg wynalazku stosowano maleimidowg pochodng
DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal). Reszta maleimidowa umozliwia kowalencyjne przytgczenie grup tiolo-
wych biatka, tworzgc wigzanie tioeterowe charakteryzujgce sie duzg trwatoscig. Grupy tiolowe w przy-
faczanych aptamerach projektuje sie na etapie ich syntezy.

Zastrzezenia patentowe
1. Ukierunkowana liposomowa postaé kompleksu RNA-polietylenoimina, zawierajgca miRNA

skompleksowane z polikationem polietylenoiminy (PEI — polyethyleneimine) w stosunku 1 :4
do 1:7, zamkniete w otoczce liposomowej, zawierajgcej 74,65-79,65 mol% uwodornionej
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fosfatydylocholiny sojowej (HSPC - hydrogenated soy L-a-phosphatidylcholine), 5 mol%

dioleilofosfatydyloetanolaminy (DOPE - dioleoylphosphatidylethanolamine), 4,55 mol% di-

stearoilofosfatydyloetanoloaminowej pochodnej glikolu polietylenowego 2000 w postaci soli

amonowej, (DSPE-PEG - 1,2-distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-

-famino(polyethylene glycol)-2000]), 0,8 mol% maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-

-PEG-Mal), 10-15 mol% cholesterolu, przy czym liposomowa postaé¢ kompleksu charaktery-

zuje sie niskg polidyspersyjnoscig Pl <0,1 i zawiera przytagczong czasteczke rozpoznajgcy

marker powierzchniowy komérek patologicznych, przy czym miRNA stanowi MicroRNA-193b
oraz MicroRNA-203.

Ukierunkowana liposomowa postaé kompleksu RNA-polietylenoimina wg zastrz. 1, zna-

mienna tym, ze $rednica tak uzyskanych liposoméw nie przekracza 150 nm, korzystniej wy-

nosiona 120 nm (20 nm).

Ukierunkowana liposomowa postaé kompleksu RNA-polietylenoimina wg zastrz. 1, zna-

mienna tym, ze otoczka liposomowa zawiera 77,15 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny

sojowej (HSPC), 5 mol% DOPE, 12,5 mol% cholesterolu, 4,55 mol% DSPE-PEG, 0,8 mol%
maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal).

Ukierunkowana liposomowa postaé kompleksu RNA-polietylenoimina wg zastrz. 1, zna-

mienna tym, ze czasteczke rozpoznajacg marker powierzchniowy komérek patologicznych

stanowig aptamery wigzace swoiscie antygeny CD33, CD34 lub CD117.

Ukierunkowana liposomowa postaé kompleksu RNA-polietylenoimina wg zastrz. 1, zna-

mienna tym, ze stosunek RNA/PEI wynosi 1 :5.

Ukierunkowana liposomowa posta¢ kompleksu RNA-polietylenoimina, okre$lona w zastrz. 1,

do zastosowania w leczeniu ostrej biataczki szpikowej / ostrej biataczki mieloblastycznej.

Sposdb otrzymywana liposomowej ukierunkowanej postaci kompleksu RNA/PEI, okreslonej

w zastrz. 1, obejmujacy:

a) mieszanie RNA z polietylenoiming w stosunku molowymod 1:4do1:7,

b) kompleksowanie mieszaniny RNA z PEI, korzystnie poprzez inkubacje przez 30-60 min
w temperaturze pokojowej 4—7 czesci molowych PEI (N) w wodzie o przewodnosci nie wiek-
szejniz 0,06 uS/cm z 1 czesScig molowg (P) RNA, réwniez w wodzie o przewodno$ci nie wiek-
szej niz 0,06 uS/cm, uzupetiajgc mieszanine 0,1 objetosSci 10-krotnie stezonego PBS,

¢) odparowywanie mieszaniny chloroformowych roztworéw lipidow wchodzgcych w sktad
otoczki do uzyskania suchego filmu lipidowego,

d) usuwanie pozostatosci rozpuszczalnikow organicznych, korzystnie w wyparce prézniowej,

e) uwadnianie sie suchego filmu lipidowego z etapu d) mieszaning, korzystnie RNA/PEI otrzy-
mang w etapie b), korzystniej przez 40 minut,

f) kalibrowanie uzyskanych w etapie e) liposomoéw, korzystnie w ekstruderze.

Sposdb wg zastrz. 7, znamienny tym, ze w etapie f) stosuje sie kolejno filtry 400 nm, 200 nm

i 100 nm.

Sposbb wg zastrz. 7, znamienny tym, ze w etapie a) RNA miesza sie z PEI w stosunku 1 :5.

Sposdb wg zastrz. 7, znamienny tym, ze filtracje w etapie f) powtarza sie dziesieciokrotnie.

Sposdb wg zastrz. 7, znamienny tym, ze w etapie d) odparowuje sie mieszanine roztworéw

chloroformowych zawierajgcych: 74,65-79,65 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny sojowej

(HSPC - hydrogenated soy L-a-phosphatidylcholine), 5 mol% dioleilofosfatydyloetanolaminy

(DOPE - dioleoylphosphatidylethanolamine), 4,55 mol% distearoilofosfatydyloetanoloamino-

wej pochodnej glikolu polietylenowego 2000 (sél amonowa) (DSPE-PEG - 1,2-distearoyl-sn-

-glycero-3-phosphoethanolamine-N-[amino(polyethylene glycol)-2000]), 0,8 mol% maleimido-

wej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-PEG-Mal), 10-15 mol% cholesterolu.

Sposbb wg zastrz. 11, znamienny tym, ze mieszanina roztworéw chloroformowych zawiera:

77,15 mol% uwodornionej fosfatydylocholiny sojowej (HSPC), 5 mol% DOPE, 12,5 mol%

cholesterolu, 4,55 mol% DSPE-PEG, 0,8 mol% maleimidowej pochodnej DSPE-PEG (DSPE-

-PEG-Mal).



