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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna przeznaczona do stosowania w le-
czeniu lub profilaktyce czerniaka u ludzi.

Czerniak ztosliwy (melanoma malignum) nalezy do nowotwordw ziosliwych o najwiekszej dy-
namice wzrostu liczby zachorowan w Polsce. Pomimo faktu mozliwosci wykrycia czerniaka we wcze-
snym stadium i jego wyleczalnosci metodami chirurgicznymi (w przypadku czerniaka skéry wyleczal-
no$¢ metodami chirurgicznymi wynosi ponad 90 proc.), nadal zaawansowanie wyjsciowe tego nowo-
tworu w Polsce jest znacznie wyzsze niz w krajach Europy Zachodniej. Niestety, przektada sie to
na niski odsetek catkowitych wyleczen w naszym kraju, plasujacy sie jedynie na poziomie 60—70 proc.
Dodatkowo, problemem klinicznym wystepujagcym u okoto 10-20 proc. chorych na czerniaki jest
wznowa miejscowa oraz przerzuty in-transit, pomiedzy ogniskiem pierwotnym a regionalnym sptywem
chtonnym. Rokowanie w tej grupie pacjentéw jest zblizone do grupy z klinicznymi przerzutami do we-
ztéw chtonnych przy przezyciu dziesiecioletnim wynoszacym jedynie 20-30%.

W systemowym leczeniu rozsianego czerniaka pacjenci moga obecnie skorzysta¢ ze standar-
dowych metod:

1) chemioterapii z uzyciem pojedynczych lekoéw (dekarbazyna, temozolomid, pochodne nitro-
zomocznika, zwiazki platyny, taksany, alkaloidy barwnika itp.)
chemioterapii z uzyciem programéw wielolekowych (PC, CDBT, BOLD, CVD, itp.)
immunoterapii z uzyciem cytokin (interferon alfa2b, interleukina-2)
immunoterapii z uzyciem przeciwciat monoklonalnych anty CTLA4 (ipilimumab)

5) biochemioterapii polegajacej na skojarzeniu chemioterapii z immunoterapia.

Taksany sa zwigzkami diterpenowymi stosowanymi w farmacji, gtéwnie jako cytostatyki. Przy-
ktadami lekow przeciwnowotworowych nalezacych do rodziny taksandw sa paklitaksel znany réwniez
jako taksol (Taxol) i docetaksel (Taxotere). Paklitaksel jest zwigzkiem doterpenowym posiadajacym
ponad 20 chiralnych atoméw wegla. Paklitaksel zostat zidentyfikowany w 1960 roku w trakcie progra-
mu poszukiwania zwigazkow aktywnych pochodzenia roslinnego prowadzonego przez Narodowy Insty-
tut Zdrowia USA obejmujacego 35 tysiecy gatunkow roslin jako sktadnik ekstraktu z kory cisu Taxus
brevifolia posiadajacy ciekawe dziatanie przeciwnowotworowe. W 1969 wyizolowano sktadnik aktywny
ekstraktu, a w 1971 okreslono strukture paklitakselu (Eric K. Rowinsky et al., J. National Can. Inst., 82,
11247 (1990)).

W odrdznieniu od innych zwiazkow takich jak kolchicyny i alkaloidy Vinca, ktérych dziatanie
przeciwnowotworowe polega na degradacji mikrotubul, paklitaksel wykazuje odmienny mechanizm
dziatania, tj. przyspieszanie zlepiania mikrotubul i inhibicje degradacji tubuliny (Schiff, P. B., J. Fant
and S. B. Horwitz, Nature, 277, 665 (1979)).

Paklitaksel zostat dopuszczony do obrotu przez FDA jako lek przeciwnowotworowy w 1993 ro-
ku, ze wskazaniem do stosowania w chemioterapii rakow jajnika, piersi, prostaty, ptuc oraz biataczki
i czerniaka, przy czym szczegodlnie skuteczny okazat sie w leczeniu rakow jajnika, piersi i ptuc dajac
skutecznos¢ odpowiednio 30%, 50% i 20% (David, G., et al., J. Nat. Prod., 53, (1990)).

Réwniez docetaksel przyspiesza agregacje mikrotubul i hamuje degradacje tubuliny, zatrzymu-
jac w ten sposob mitoze w fazie M i hamujac podziat komérki (Katzung's Pharmacology, 9th Edition
(2004)). Docetaksel zostat uznany za cytostatyk nowej generacji, okazat sie by¢ szczegolnie skutecz-
ny w zwalczaniu rakow ptuc i piersi (Piccart, M. Anticancer Drugs. 1995 Suppl 4:7-11). Dotychczas
opisano takze wiele innych taksandéw oraz ich pochodnych, a takze sposobdw ich otrzymywania,
ktére moga znalez¢ zastosowanie w zwalczaniu nowotworow (np. WO94/14787, US6916942,
US6750246, US6610860, US6476242, US6369244, US6353120, US6248908, US6017935,
US5977386, US5902822, US5840929, USS5773464, US5773629, US4814470, US4857653,
US4876399, US4942184, US4960790, US5278324, US5283253, US5352806).

Znacznym problemem obserwowanym podczas leczenia tradycyjnymi chemioterapeutykami jest
szybkie nabywanie opornosci na cytostatyki przez komorki nowotworowe. Czerniaki pod tym wzgle-
dem sa szczegdlnie mato wrazliwe na leki cytostatyczne z powodu ekspresji wielu biatek majacych
zdolnos$¢ usuwania cytostatykow z komorek nowotworowych. Sg to transportery ABC.

Rodzina biatkowych transporterow ABC (ATP-Binding Cassette Transporters) wystepuje po-
wszechnie w swiecie zwierzat, poczawszy od Procariota az do Homo sapiens. W jej sktad wchodzg
biatka btonowe zaangazowane w transport wielu substancji (gtéwnie hydrofobowych) poprzez btony
wewnatrz i zewnatrzkomoérkowe, z wykorzystaniem energii z hydrolizy ATP. Ich najwazniejsza funkcja
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jest udziat w detoksykaciji oraz ochronie organizmu przed truciznami. Konsekwencja petnionych funkciji
ochronnych jest powstawanie zjawiska opornosci wielolekowej (MDR — Multidrug Resistance), po-
przez aktywne usuwanie cytostatykéw (i innych lekéw) z komorek nowotworowych, co uniemozliwia
osiagniecie odpowiedniego stezenia zwigzkéw w leczonych tkankach. Obecnie obserwuje sie inten-
sywne badania nad rozwojem nowych terapii, uwzgledniajacych zjawisko MDR. Biatko ABCG2, przy-
czyniajace sie do powstawania MDR, jest obecne w wielu typach nowotwordw. Jednym z jego licznych
substratow sa taksany. Zwiekszona aktywnos¢ lub ekspresja ABCG2 moze znacznie ogranicza¢ sku-
tecznosc terapii z wykorzystaniem taksanow.

Ze wzgledu na opisane powyzej problemy nadal istnieje zapotrzebowanie na ulepszone prepa-
raty, zwtaszcza oparte na stosowanych juz w onkologii substancjach aktywnych, nadajace sie do sku-
teczniejszego leczeniu czerniaka u ludzi.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja zawierajaca wodny roztwér paklitakselu i wodny roz-
twor simwastatyny do stosowania w leczeniu i zapobieganiu czerniaka u ludzi.

Korzystnie, paklitaksel i simwastatyna sa zawarte w tym samym roztworze wodnym.

Korzystnie, paklitaksel i simwastatyna sg zawarte w osobnych roztworach wodnych.

Korzystnie, kompozycja do stosowania wedtug wynalazku jest przeznaczona do stosowania
w leczeniu czerniaka u ludzi z towarzyszacymi powiktaniami zatorowo-zakrzepowymi.

Korzystnie, zawiera ona miaszanine cytostatykow sktadajaca sie z taksanu, cisplatyny i melfa-
lanu.

Nieoczekiwanym efektem technicznym osiggnietym dzieki stosowaniu wynalazku jest uzyskanie
wzmochienia przeciwnowotworowego dziatania taksanu, zwlaszcza taksolu, podawanego w postaci
roztworu wodnego, ktére zostato uzyskane dzieki obecnosci simwastatyny, ktory to efekt synergi-
styczny zostat zaobserwowany wobec komérek ludzkiego czerniaka.

Nieoczekiwanie, uzyskang zgodnie z wynalazkiem synergie zaobserwowano dla poddawanego
w formie roztworu taksolu jedynie w przypadku linii komorek ludzkiego czerniaka i nie wystepuje ona
w przypadku innych linii ludzkich nowotwordw, a nawet czerniaka mysiego (poréownaj Kretzer i wsp.
International Journal of nanomedicine 2016:11 885-904). Podczas stosowania kompozycji wedtug
wynalazku czerniak ztosliwy u cztowieka nie nabywa opornoséci na taksany, a podawany taksan selek-
tywnie gromadzi sie w komdrkach nowotworu do momentu ich smierci.

Kompozycja wedtug wynalazku jest nowym lekiem przeciwnowotworowym skutecznie ograni-
czajgcym podziaty komérek czerniaka niezaleznie od fazy progresji (radialna, metastatyczna czy prze-
rzutowa). W sposdb synergistyczny wywotujg apoptoze z udziatem katastrofy mitotycznej w komor-
kach czerniaka, a efekt jest zalezny od dawki simwastatyny.

Simwastatyna moze by¢ podana tylko z taksanami lub w ramach wielolekowego schematu
leczenia zawierajgcego roztwor taksanu, w szczegdlnosci w potaczeniu z cisplatyng i melfalanem.
Pozwala to na zmniejszenie wielkosci skutecznych dawek taksandw stosowanych w obecnhosci
simwastatyny.

Jednoczesénie, stosowanie wynalazku eliminuje konieczno$¢ stosowania mato skutecznego po-
taczenia cisplatyna-taksol lub innych schematéw leczenia zawierajacych taksany, na ktére to, nowo-
twor szybko nabywa opornosé.

Zaobserwowano rowniez, ze kombinacja taksanu i simwastatyny nie dziata na zdrowe fibrobla-
sty ludzkie (nienowotworowe). Jest tez mato skuteczna w leczeniu innych nowotworéw, nie pochodza-
cych z ektodermy, w szczegdlnosci raku jelita grubego.

W przypadku czerniaka czestym powiktaniem w leczeniu, nawet nowoczesnymi preparatami
leczniczymi (np. przeciwciatami), sa choroby zakrzepowo-zatorowe. Statyny, ktore wptywaja
na hamowanie aktywnoséci uktadu krzepniecia i opdznienie tworzenia skrzepu w naczyniach krwio-
no$nych, zmniejszaja ekspresje tromboplastyny tkankowej, produkcje trombiny, hamujg agregacje
i aktywacje ptytek krwi, powinny dodatkowo poprawi¢ efekty leczenia. Dlatego, niezaleznie od po-
prawionego dziatania przeciwnowotworowego wobec ludzkiego czerniaka, dzieki dziataniu simwa-
statyny, kompozycja wedtug wynalazku nadaje sie do stosowania w leczeniu towarzyszacych temu
nowotworowi powiktan zatorowo-zakrzepowych i w ztagodzeniu objawdéw zwigzanych z chorobag
nowotworowa. Podawane dawki statyny powinny by¢ dostosowane przez specjaliste do wielkosci
dawki taksanu oraz ogodlnego stanu pacjenta. Potwierdzono mozliwos¢ osiggniecia wysokich da-
wek statyn (do ok. 25-30 mg/kg/dzien), ktére odpowiadajg stezeniom dziatajacym antyproliferacyj-
nie in vitro [van der Spek, Holstein], jednak nadal z akceptowalnym klinicznie ogdélnym poziomem
toksycznosci.
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W korzystnej realizacji kompozycja wedtug wynalazku jest lekiem skierowanym przeciwko czer-
niakowi ludzkiemu, przeznaczonym do podawania we wlewie, w postaci binarnego uktadu taksanu
razem z simwastatyna.

Przyktadowe realizacje wykonania wynalazku zostaty omowione ponize;j.

Przyktad 1. Wptyw simwastatyny podanej z taksolem na proliferacje komérek czerniaka
ludzkiego (melanoma malignum).

Celem analizy byta ocena czy podanie simwastatyny w potaczeniu z taksolem (lub schematem
leczenia zawierajgcym taksol) moze synergistycznie blokowa¢ podziaty komoérek czerniaka ludzkiego.
Badania wykonano na liniach komérkowych czerniaka ludzkiego pochodzacych z trzech stadiow roz-
wojowych: WM35 z fazy radialnej wzrostu, WM239A linia metastatyczna i A375P przerzut do ptuc,
linia ztosliwa. Testy proliferacji wykonywano z uzyciem testu fioletu krystalicznego oraz testu MTT.

Test fioletu krystalicznego

Test fioletu krystalicznego (patrz: Gillies RJ, Didier N, Denton M (1986) Determination of cell
number in monolayer cultures. Anal Biochem 159: 109-113) oparty jest na zatozeniu, ze komorki zy-
we ulegaja wybarwieniu pozostajac przyczepione do podtoza, zas martwe sg usuwane wraz z pozyw-
ka hodowlang. Absorbancja roztworu mierzona przy dtugosci fali 540 nm jest proporcjonalna do ilosci
wybarwionych komdérek [Gillies RJ i wsp., 1986]. Test jest testem o stosunkowo wysokiej czutosci
i dokfadnosci.

Komdrki wysiewano na 96-dotkowa ptytke w ilosci 1,5 x 10% na dotek. Po hodowli komorek
z odpowiednimi ligandami usuwano ptyn znad komérek i przeptukiwano je 200 ul roztworu buforowego
PBS o temperaturze 37°C. Nastepnie zlewano PBS, dodawano po 200 ul metanolu i inkubowano
przez 15 minut w temperaturze 20°C. Usuwano metanol znad komorek i po wysuszeniu piytki doda-
wano po 150 ul 5% roztworu fioletu krystalicznego w 20% roztworze metanolu w wodzie. Po 2 minu-
tach zlewano barwnik, ptukano komérki trzykrotnie woda, a nastepnie dodawano odbarwiacz (bufor
cytrynian sodu/kwas cytrynowy w 50% metanolu w wodzie) w ilosci 200 ul na dotek. Po 30 min mie-
rzono absorbancje roztworu przy dtugosci fali 540 nm wzgledem proby Slepej.

Test MTT

Test MTT bazuje na aktywnosci enzymu — dehydrogenazy mitochondrialnej do przeksztatcania
pomaranczowo-zottej, rozpuszczalnej w wodzie, soli tetrazolowej (bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-yl)-
-2,5-difenylotetrazoliowy) do formy nierozpuszczalnego formazanu, produktu powyzszej reakcji
o ciemnoniebieskim zabarwieniu. Po rozpuszczeniu krysztatow formazanu w kwasnym izopropanolu,
powstaje roztwor, ktérego intensywnos¢ zabarwienia jest spektrofotometrycznie mierzona przy
570 nm. llos¢ barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna do aktywnos$ci utleniajgcej mito-
chondriow w komérce, a w scisle okreslonych warunkach eksperymentalnych do liczby aktywnych
metabolicznie (czyli zywych) komorek w danej populacji. Test MTT moze by¢ tez uzywany zaréwno
do okreslania proliferacji komorek jak i zywotnosci w populacjach komorek juz nie dzielgcych sie, ale
aktywnych metabolicznie. Tak wiec test MTT jest obecnie stosowany do oceny dziatania cytotoksycz-
nego i jest zalecany jako referencyjny przez miedzynarodowe organizacje normotworcze.

Komdrki wysiewano na 96-dotkowa ptytke w ilosci 1,5 x 10° na dotek. Po hodowli komorek
z odpowiednimi ligandami usuwano ptyn znad komérek i przeptukiwano je 200 ul roztworu buforowego
PBS o temperaturze 37°C. Nastepnie usuwano ptyn z ligandami znad komorek i przeptukiwano je
200 pl medium RPMI bez surowicy w temperaturze 37°C. Nastepnie zlewano medium i dodawano
roztwor MTT w medium RPMI, o koncowym stezeniu MTT w dotku 0,5 mg/ml, dodawano po 150 pl
roztworu barwnika na dotek. Inkubowano w 37°C przy 5% CO:2 przez 3 h. Po inkubacji usuwano ptyn
znad komorek i dodawano po 150 pl zakwaszonego (HCI) izopropanolu, po czym wytrzasano przez
20 min na wytrzasarce horyzontalnej. Absorbancje mierzono przy dtugosci fali 570 nm (spektrometr
Synergy HT Bio-tek).

Wyniki badania wptywu kompozycji taksolu z simwastatyna w poréwnaniu z czystym taksolem
na proliferacje komorek linii A375P, WM35 (faza radialna) i WM239A uzyskane w tescie ,fioletu
krystalicznego” przedstawiono odpowiednio na fig. 1A-C. Uzyskane wyniki byty istotne statystycznie
(Tabela 1).



PL 239 178 B1

T abela 1. Analiza statystyczna wynikéw uzyskanych w tescie ,fioletu krystalicznego”.

A375P WM35 WM239A
proby Wartosé p proby Wartosc p proby Wartos¢ p
SvsK 1.67¢-07 SvsK 1.10e-07 SvsK 6.39-15
Svs25 791c-14 Svs25 5.13¢c-13 Svs 25 5.21e-09
Svsl125 6.10e-11 Svs 125 222¢-12 Svs 125 2.26e-07
TvsK 1.94¢-07 TvsK 1.02¢-07 Tvs K 1.62¢-11
K vs 250 6.21e-09 K vs z50 9.50e-09 K vs 250 1.11e-13
K vs 25 3.66¢-09 K vs 25 1.68¢-09 K vs 25 1.72e-15
Kvs 125 1.91c-08 Kvs 125 8.41¢c-09 Kvs 125 8.15¢-15
K vs 6.25 4.79¢-08 K vs 6.25 3.45e-09 K vs 6.25 1.15¢-14
Kvs3.12 5.28¢-08 Kvs3.12 5.15¢-09 K vs3.12 3.45¢-16
K vs 1.56 3.28¢-09 K vs 1.56 6.88¢-09 K vs 1.56 1.26e-13
K vs0.78 1.48¢-08 K vs 0.78 2.44¢-10 K vs 0.78 9.64¢-12
K vs0.39 2.05¢-08 K vs 0.39 8.38e-11 K vs 0.39 2.43e-15
T vs 250 1.86e-11 T vs 250 1.10e-07 T vs 250 4.04c-18
Tvs25 5.37¢-13 Tvs 25 5.13¢-13 Tvs 25 1.15¢-09
Tvs 125 3.17¢-10 Tvs 12.5 2.22e-12 Tvs 12,5 7.68¢-09
Tvs 6.25 7.99¢-09 T vs 6.25 1.02e-07 Tvs 6.25 1.18¢-14
Tvs3.12 8.04¢-07 Tvs3.12 9.50¢-09 Tvs3.12 5.95¢e-11
Tvs 1.36 0.019 Tvs 1.56 1.68¢-09 Tvs 1.56 1.29e-12
Tvs0.78 0.010 Tvs 0.78 8.41¢c-09 Tvs 0.78 1.28¢-12
Tvs 0.39 0013 T vs 0.39 3.45¢-09 T vs 0.39 2.13¢-09

Obliczenia statystyczne oraz wizualizacje danych wykonano w programie R (R Core Team
(2015). R: A language and environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Compu-
ting, Vienna, Austria. URL https://www.R-project.org/). Wykorzystano nastepujace biblioteki:
> ggplot2 (H. Wickham. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New York,

2009)

» PerformanceAnalytics (Brian G. Peterson and Peter Carl (2014). PerformanceAnalytics: Econome-
tric tools for performance and risk analysis. R package version 1.4.3541. http://CRAN.R-project.org/
package=Performance Analytics)

» doBy (Soren Hojsgaard and Ulrich Halekoh (2015). doBy: Groupwise Statistics, LSmeans, Linear
Contrasts, Utilities. R package version 4.5-14. http://CRAN.R-project.org/package=doBy).

Przeprowadzone testy proliferacyjne na komérkach trzech linii czerniaka ludzkiego z uzyciem
testu fioletu krystalicznego dowodza, ze simwastatyna synergistycznie i zaleznie od dawki (np. od 50
do 12,5 uM) w potaczeniu z zastosowanym taksoidem (np. taksolem o statym stezeniu 0,5 uM) trwale
hamuje proliferacje réznych linii komorek czerniaka ludzkiego. Obecnos¢ simwastatyny prawdopo-
dobnie wspomaga selektywne gromadzenie sie taksolu w komdrkach czerniaka, realizowane poprzez
zniesienie, w wyniku dziatania simwastatyny, lekoopornosci komoérek czerniaka ludzkiego na taksol.
Terapeutycznie efektywny zakres stosowanych dawek simwastatyny zawiera sie w przedziale od 12,5
do 50 uM dajac efekt synergistyczny z zastosowanym taksolem w stezeniu 0,5 uM.

Wynik potwierdzono réwniez testem MTT dla wszystkich trzech linii komdrkowych czerniaka po-
chodzacych z trzech stadiow rozwojowych (WM35 z fazy radialnej wzrostu, WM239A linia metasta-
tyczna i A375P przerzut do ptuc, linia ztosliwa).

Przyktad 2. Wptyw simwastatyny podanej z taksolem oraz innymi cytostatykami na tok-
sycznos¢ taksoidu wobec komorek czerniaka ludzkiego (melanoma malignum).

Toksycznos$é stosowanych lekéw badano poprzez pomiar zawartosci glutationu zredukowanego
i utlenionego GSH/GSSG w komorkach czerniaka ludzkiego. Zawartos¢ glutationu analizowano meto-
da RP-HPLC. Zastosowano metode zaczerpnietg ze stanu techniki [pozycje literaturowe 1-4].
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Wykorzystana metoda polega na reakcji GSH i GSSG z N-dinitrofluorobenzenem z tworze-
niem odpowiednio: N,S-dinitro- pochodnych w przypadku GSH oraz N,N-dinitro- pochodnych
w przypadku GSSG. Elucje wykonano w uktadzie woda-acetonitryl, zgodnie ze wzrastajacym steze-
niem acetonitrylu.

Oznaczenia poziomu glutationu zredukowanego, glutationu utlenionego i catkowitego glutationu
przeprowadzone zostaly na uktadzie RP-HPLC firmy Shimadzu, (detektor z matryca fotodiodowa SPD
— M10VP, oprogramowanie class VP 7,2). Rozdzialy przeprowadzano w temperaturze 20°C na ko-
lumnie Luna 5u C18 (Z) (250 mm x 4,6 mm, firmy Phenomenex), z guard kolumng o tym samym wy-
petnieniu. Jako eluentu w rozdziatach uzywano rozpuszczalnikdow klasy grade: acetonitryl/0,1% TFA
i H20/0,1% TFA. Rozdziat otrzymano w elucji gradientowej, w nieliniowym wzroscie stezenia acetoni-
trylu od 20% do 100% w czasie 90 minut, przy przeptywie 1,0 mi/min. Na kolumne naktadano probki
o objetosci 20 ul, ktore wczesniej filtrowano z uzyciem filtréw PTFE o $rednicy poréow 0,2 um (Supel-
co). Analize zwigzkéw prowadzono z detekcjg UV-VIS przy 365 nm. Komorki zawieszano w roztworze
70% PCA/1 mM BPDS/0,9% NaCl w stosunku 1:3, sonifikowano 3 x 5 sekund (Bandelin SonoplusGM70)
w temperaturze 4°C i wirowano przy 1400 g w temperaturze 4°C przez 10 minut.

Przygotowany supernatant uzywano do oznaczen.

W celu identyfikacji badanych zwigzkoéw zastosowano odpowiednie roztwory wzorcowe wzorce:
GSH i GSSG.

Wszystkie roztwory wzorcowe przygotowano w 10% PCA/1 mM BPDS, w wodzie redestylowane;j.

W celu oznaczenia poziomu GSH i GSSG korzystano z krzywych standardowych, ktére przygo-
towano dla roztworow wzorcowych w zakresie stezen od 13 do 75 nmol/ml odpowiedniego homogena-
tu komdérkowego. Mieszanina inkubacyjna zawierata odpowiednio: supernatant pochodzacy z komo-
rek, N-metyl-L-lizyne (wewnetrzny standard), 10% PCA/1 mM BPDS, 2 M KOH - 2,4 M KHCO3 oraz
1% DNFB.

W przypadku krzywej wzorcowej mieszanine inkubacyjna przygotowano w sposéb analogiczny,
z tym, Ze dodawano rdzne objetosci roztworéw wzorcowych, a objetos¢ kohcowa mieszaniny kontro-
lowano iloscia dodanego 10% PCA/1 mM BPDS. Po 24 h derywatyzacji w temperaturze pokojowe;,
w ciemnosci, probki zakwaszano przez dodanie 70% PCA i wirowano przez 2 minuty przy 5600 g.
Uzyskany supernatant saczono przez filtr PTFE-Supelco, naktadano na kolumne i prowadzono
90-minutowy rozdziat analizowanych zwigzkéw. Chromatogramy opracowano identyfikujac rozdziela-
ne zwiazki zgodnie z czasami retencji w oparciu o posiadane wzorce i sumujgc powierzchnie pikow
chromatograficznych w zakresie wybranych czasow retenciji.

Tabela 2

Linia Liczba Liczba GSH GSSG catkowity | GSH/GSSG
komorkowa+dodanc | komorck komorck nmol/mln | nmol/min | glutation
farmaceutyki Start 0 h | po 48h | komorek | komorek | nmol/min

[min] |mln] komorek
A375PK 3.8 6,4 0,08 0,85 1,8 0,095
A375P TCM 3,8 5,3 0,35 2,29 4,9 0,154
A375P TCM+S 3,8 3,1 0,5 2,5 5.4 0,202
WM239A K 4 0,6 0,12 1,36 2,8 0,09
WM239A TCM 4 4,6 0,35 1,67 37 0,21
WM239A TCM+S | 4 3,3 0,50 2.01 4.5 0,25
WM35K 5.3 6,1 0,39 0,82 2.0 0,48
WM35 TCM 5,3 49 1,04 1,92 49 0,54
WM35 TCM+S 5,3 3,5 1,21 1,95 5,1 0,62

Legenda: K-kontrola, TCM-Taksol, Cisplaty na, Melfalan [0.5 pM], TCM+S -TCM +Simwastatyna [5 pM].
Uzyskane wyniki potwierdzaja efekt synergii zaobserwowany w przyktadzie 1.
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Przyktad 3. Simwastatyna selektywnie zwieksza wchtanianie taksanéw do komorek czer-
niaka ludzkiego.

Celem analizy byta ocena, czy podanie simwastatyny w potaczeniu z taksolem moze selektyw-
nie zwiekszy¢ stezenie taksolu w komodrkach nowotworowych. Opracowano metode z wykorzystaniem
techniki HPLC.

Badania wykonano na liniach komérkowych czerniaka ludzkiego pochodzacych z trzech sta-
didéw rozwojowych: WM35 z fazy radialnej wzrostu, WM239A linia metastatyczna i A375P przerzut
do ptuc, linia ztosliwa. Na kazdy punkt pomiarowy dla kazdej z osobnych linii komérkowych hodowano
komorki na 4 szalkach dishes corning 100 mm. Wykonano analizy dla ukfadu kontroli (komorki hodo-
wane w obecnosci 10% surowicy FSC w medium RPMI), z dodatkiem 0,5 uM Taksanu, oraz z dodat-
kiem kompozycji SIMTAX (0,5 uM Taksan + 20 uM Simwastatyna). Analizy powtdrzono trzykrotnie
w niezaleznych doswiadczeniach, uzyskujac podobne rezultaty. Wyniki usredniono i podano w uM
na milion komoérek. Komorki liczono z wykorzystaniem licznika Countess Invitrogen TM.

W celu oznaczenia ilosci leku zaabsorbowanego przez komaérki czerniaka wykorzystano metode
chromatograficzng. Do pomiarow zastosowano System HPLC (Shimadzu Corporation Japan) ztozony
z dwoch pomp wysokocisnieniowych LC 10AT vp, degazera DGU-14A, pieca do termostatowania
kolumny CTO-10 ASvp, automatycznego podajnika prébek SIL-10 ADvp oraz detektora diodowego
SPD-M10 Avp. Wykorzystano oprogramowanie CLASS-VP 7.2.1.

Opis metody

Praébki rozdzielano na kolumnie Phenomenex Gemini —Nx 5u C1s (4,6 x 150 mm i.d) + guard ko-
lumna firmy Phenomenex (4 x 3 mm i.d.) o identycznym wypetnieniu, w temperaturze 20°C.

Zastosowano eluent o sktadzie: solwent A (woda + 0,1% kwas trifuorowooctowy — TFA) i sol-
went B (acetonitryl 0,1% TFA). Probke rozdzielano w uktadzie gradientu: 20% solwentu B do 30%
solwentu B liniowo przez 15 minut, kolejno liniowo do 34% przez 6 min, przez 24 minuty liniowo
do 100% solwentu B, nastepnie 10 minut izokratycznie przy 100% solwentu B. Kolumne rekalibrowa-
no przez 15 min w 20% solwentu B.

Podawano 20 ul probki przy przeptywie 1,0 ml/min w czasie 65 min z detekcjg UV-VIS 220 nm.

Wyniki walidowano dwustopniowo poprzez poréwnanie wartosci Rt do Rt standardéw oraz poprzez
analize widma spektroskopowego rozdzielonych zwigzkdéw i poréwnanie ich z widmem standardow.

Procedura odzysku leku z tkanki

Zamrozong suchg pelete zalewano 650 pl roztworu (2/1 izopropanol, metanol + 10% acetonitry-
lu) po czym sonifikowano 3 x 15 s prébke zamrazano na 24 h.

Po rozmrozeniu delikatnie wytrzasano przez 30 min, dodawano 200 pl soli fizjologiczne;
i 1083 ul chloroformu intensywnie mieszajac przez 3 x 4 min.

Oddzielenie fazy organicznej od wodnej przeprowadzono poprzez wirowanie 10 000 obr./10 min.

Zebrana faze chloroformowag poddano zageszczaniu przy podcisnieniu w koncentratorze w 4°C
i dosuszano w atmosferze argonu. Osad rozpuszczano w 100 ul metanolu i rozdzielano na HPLC.

Odzysk

Uzyskano 99% odzysk w stosunku do standardow zawieszonych w soli fizjologicznej.

Btad pomiarowy dla obydwu zwigzkéw w powyzszej metodzie nie przekracza 5%.

Tabela 3. Analiza wchtaniania taksolu do komérek czerniaka ludzkiego.

Nazwa | WM 35 WM239A A375P
linii i 13,2 15,6 16,1
liczba
komorek
|min]
zmicnne | Calka Stezenic | % Calka Stgzenic | Y Calka Stgze- | %
pola Taksolu | zawar- | pola Taksolu vawar- pola nic 7awar-
powierz- | [uM] 0S¢ W powierz- | [uM]/min | tos¢ w powierz- | taksolu | (oS¢ w
chm piku | /mln komor- | chm komorek | komor- | chni piku | |[uM] komor-
komorck | kach piku kach /min kach
komorck
kontrola | 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TCM 402994 2383 100 619558 36.8 100 318221 18,9 100
/1,803 /2,36 /1,17
TCM+ | 631422 37,5/2.84 | 156 1237116 | 73,48 199 631547 37,5 198
Simwa- /4,71 /2,32
staty na
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Whniosek:

Simwastatyna selektywnie zwieksza wchtanianie taksanow do komérek czerniaka ludzkiego
niezaleznie od fazy progresji z jakiej dany rodzaj komorek sie wywodzi. Simwastatyna zwieksza $red-
nio o dwiescie procent zawartos¢ taksolu w komodrkach czerniaka ludzkiego w stosunku do kontroli
z samym taksolem. Zatrzymanie taksolu jest procesem trwatym.

Przyktad porownawczy 1. Wplyw simwastatyny podanej z taksolem na proliferacje i toksycznosc¢
komorek czerniaka mysiego.

Celem analizy byta ocena, czy podanie simwastatyny w potaczeniu z taksolem (lub schematem
zawierajgcym taksol) moze synergistycznie blokowaé podziaty komoérek czerniaka mysiego.

Badania wykonano na linii komorkowej czerniaka mysiego S91. Testy proliferacji/cyto-
toksycznosci wykonywano z uzyciem testu fioletu krystalicznego oraz testu MTT jak opisano
w przyktadzie 1.

Uzyskane wyniki $wiadczg o tym, ze w komdrkach czerniaka mysiego linii S91 nie istnieje sy-
nergia zwigzana z wptywem simwastatyny na dziatanie taksolu.

Przyktad poréwnawczy 2. Wptyw simwastatyny podanej z taksolem na proliferacje komérek no-
wotworu jelita grubego HT-29.

Celem analizy byta ocena, czy podanie simwastatyny w potaczeniu z taksolem (lub schematem
zawierajacym taksol) moze synergistycznie blokowaé podziaty komoérek nowotworu jelita grubego
HT-29. Badania wykonano na linii komoérek nowotworu jelita grubego HT-29. Testy prolifera-
cji/cytotoksycznosci wykonywano z uzyciem testu fioletu krystalicznego oraz testu MTT jak opisano
w przyktadzie 1.

Wyniki dziatania kompozycji simwastatyny i taksolu na proliferacje komorek nowotworu jelita
grubego HT-29 potwierdzity, ze simwastatyna nie dziata na linie komdrek nowotworu jelita grubego
HT-29. Nie wykazuje synergii z taksolem. Badana linia komdrkowa jest wrazliwa jedynie na wysokie
dawki taksanéw.

Przyktad poréwnawczy 3. Wplyw simwastatyny podanej z taksolem na proliferacje komorek fi-
broblastéw ludzkich.

Celem analizy byta ocena, czy podanie simwastatyny w potaczeniu z taksolem (lub schematem
zawierajgcym taksol) moze synergistycznie blokowac¢ podziaty komérek fibroblastow ludzkich. Badania
wykonano na linii komérek fibroblastéw ludzkich tj. komorek nienowotworowych. Testy prolifera-
cji/cytotoksycznosci wykonywano z uzyciem testu fioletu krystalicznego oraz testu MTT.

T abela 4. Analiza statystyczna wynikéw uzyskanych w tescie ,fioletu krystalicznego”.

proby Wartos¢ p
SvsK 0.1221
Svs25 0.0004
Svs125 ]0.0626
MCT vs K | 7.24¢-07
Kwvsz50 [0.0430
Kvs25 05085
Kvs 12,5 10.5000
Kvs 6.25 10.9482
Kvs3.12 104318
Kvs 1.56 |0.1920
Kvs 0.78 10.2505
Kvs 039 |0.2156

Whniosek:
Jak wynika z przeprowadzonych testéw proliferacyjnych na komdrkach fibroblastow ludzkich,
z uzyciem testu fioletu krystalicznego, simwastatyna w réznych zastosowanych stezeniach podana
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z zastosowanym schematem TCM w dawce 0,5 uM nie dziata na prawidtowe komorki skory ludzkiej
jakimi sa fibroblasty. Jest to szczegdlnie istotne ze wzgledu na fakt mozliwych niepozadanych dziatan
zastosowanego schematu na inne nienowotworowe komaérki ludzkie.
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Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja zawierajaca wodny roztwor paklitakselu i wodny roztwdr simwastatyny do sto-
sowania w leczeniu i zapobieganiu czerniaka u ludzi.

2. Kompozycja do stosowania wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze paklitaksel i simwastatyna
sg zawarte w tym samym roztworze wodnym.

3. Kompozycja do stosowania wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze paklitaksel i simwastatyna
sg zawarte w osobnych roztworach wodnych.

4. Kompozycja do stosowania wedtug zastrz. 1, znamienna tym, Zze jest przeznaczona
do stosowania w leczeniu czerniaka u ludzi z towarzyszacymi powiktaniami zatorowo-
-zakrzepowymi.

5. Kompozycja do stosowania wediug zastrz. 1, znamienna tym, ze zawiera miaszanine cyto-
statykow sktadajaca sie z taksanu, cisplatyny i melfalanu.
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Rysunki

linia A375P

050-

Absorbance [mean]

0.26~

000~

50 25 125 625 3.12 1.;56 078 039 S
Ligands concentration [pM]

K1 K2

Legenda:

K1 kontrola tylko z medium RPMI +10% surowica bydl¢ca (FSC)

K2 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bydlgca (FSC)+DMSO

T 0,5 pM uklad Taksol w RPMI+10%FSC

Podpisy oznaczone kolejno od 50 do 0,39 oznaczaja malejgce stezenia simwastatyny w uM podane
razem z taksolem w stalvim stgzeniu 0,5 uM w kazdej kolejnej probee

S- sama simwastatyna 20 pM

Absorbance [mean] = Absorbancja [Srednia]
Ligands concentration = stezenie ligandow

Fig. 1A
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linia WM35
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Absorbance [mean]
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K1 K2 T 50 25 125 625 312 156 078 039 S
Ligands concentration [uM]

Legenda:

K1 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bvdleca (FSC)

K2 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bydleca (FSC)+DMSO

T 0,5 uM uklad Taksol w RPMI+10%FSC

Podpisy oznaczone kolejno od 50 do 0,39 oznaczajg malejace stezenia simwastatyny w nM podane
razem z taksolem w statvm stgzeniu 0,5 uM w kazdej kolejnej probee

S - sama simwastatvna 20 uM

Absorbance [mean] = Absorbancja [srednia]

Ligands concentration = stgzenie ligandow

Fig. 1B

1"



12 PL 239 178 B1

linia WM239A
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Ligands concentration [uM]

Legenda:

K1 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bvdleca (FSC)

K2 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bydleca (FSC)+DMSQO

T 0,5 uM uklad Taksol w RPMI+10%FSC

Podpisv oznaczone kolejno od 50 do 0,39 oznaczajg malejgce stgzenia simwastatyny w uM podane
razem z laksolem w stalyvin st¢zeniu 0,5 pM w kazdej kolejnej probee

S - sama simwastatyna 20 pM

Absorbance [mean| = Absorbancja [$rednia]

Ligands conccntration = stgzcnic ligandow

Fig. IC
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Legenda:

K1 kontrola tvlko z medium RPMI +10% surowica bydlgca (FSC)

K2 kontrola tylko z medium RPMI +10% surowica bydleca (FSC)+DMSO
MCT- 0,5 uM uklad Taksol/cisplatyna/mclphalan (MCT) w RPMI+10%FSC
50 - ... - 0,39 —uktad MCT z dodatkiem simwastatyny w kolejnych stgzeniach
S — simwastatyna

Absorbance [niean] = Absorbancja [$redma]

Ligands concentration = stezenie ligandow

Fig. 2
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