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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej
pratki szczepu BCG nalezgce do Mycobacterium bovis BCG podszczepu Moreau.

Rak pecherza moczowego jest czwartym pod wzgledem czesto$ci wystepowania nowotworow
zto$liwych w Polsce. Stanowi on 3% wszystkich nowotwordw ztoSliwych oraz okoto 70% rakéw narzg-
déw uktadu moczowego. Najczesciej stosowana metoda leczenia nowotwordéw pecherza moczowego
nienaciekajgcych miesniowki wtasciwej (NMIBECE) jest chirurgicznie usuniecie zmiany nowotworowej
w pecherzu moczowym (TUR), a nastepnie miejscowa chemioterapia lub immunoterapia. Obecnie za
najskuteczniejszg metode leczenia i zapobiegania nawrotom choroby uwaza sie immunoterapie zy-
wymi pragtkami BCG podawanymi dopecherzowo. Powszechnie uznano, ze immunoterapia pratkami
BCG jest skuteczniejsza niz chemioterapia. Jest to metoda uznana i stosowana na catym Swiecie,
zalecana miedzy innymi przez Miedzynarodowe Towarzystwa Urologiczne oraz FDA. Wszystkie sto-
sowane aktualnie na Swiecie podszczepy BCG Bacille Calmette-Guerin zaréwno do produkcji szcze-
pionki przeciwgruzliczej, jak i preparatéw BCG przeznaczonych do immunoterapii, zawierajg jako sub-
stancje aktywng atenuowany szczep Mycobacterium bovis (BCG). Szczep BCG uzyskany w 1921 r.
przez Calmette’a i Guerina w wyniku wieloletniego pasazowania wirulentnego szczepu M. bovis na
pozywce ziemniaczano-glicerynowej z dodatkiem zétci, zostat nastepnie przekazany do wielu labora-
toriébw na Swiecie w celu wytwarzania szczepionki przeciwgruzliczej. Liczne pasaze szczepu M. bovis
BCG przeprowadzane w tych laboratoriach w réznych warunkach hodowli doprowadzity do licznych
mutac;ji i powstania wielu podszczepéw BCG réznigcych sie nieco pod wzgledem skutecznosci i bez-
pieczenstwa. Jednak w opinii Swiatowej Organizacji Zdrowia wszystkie aktualnie istniejagce pod-
szczepy BCG nadajg sie do wytwarzania szczepionki przeciwgruzliczej oraz preparatow BCG do im-
munoterapii i nie ma podstaw do zalecania jakiegokolwiek podszczepu BCG jako skuteczniejszego od
pozostatych. W Polsce brazylijski podszczep Moreau zostat wprowadzony do produkcji szczepionki
przeciwgruzliczej w 1955 r. i jest dotychczas stosowany. Podszczep Moreau nalezy do grupy | pod-
szczepbw BCG, ktére zostaty wczesnie wyizolowane z oryginalnego szczepu BCG (Bacille Calmette-
Guerin). Nalezy do szczepéw charakteryzujgcych sie $rednim poziomem immunogennos$ci oraz dos¢
wysokim poziomem bezpieczenstwa. Dopecherzowa terapia powierzchniowych nowotworéw pecherza
moczowego pratkami BCG zostata zapoczgtkowana w 1976 r. przez Moralesa. Mechanizmy oddziaty-
wania pratkéw BCG na komérki nowotworowe nie zostaty doktadnie poznane. Badania majgce na celu
poznanie biologii guza i zagadnien zwigzanych z jego immunologig mogg byé pomocne w podwyzsze-
niu skutecznos$ci immunoterapii, a co za tym idzie zapobieganiu nawrotom choroby. Immunoterapia
opiera sie na zatozeniu, ze wtasny system immunologiczny chorego moze zniszczy¢ komorki rakowe.
Aby zmobilizowa¢ system immunologiczny do wzmozonego dziatania w obrebie pecherza moczowego,
podaje sie dopecherzowo pratki BCG. Niektore publikacje sugerujg, ze w ten sposoéb wywotuje sie
sztucznie zapalenie pecherza moczowego. ,Zaalarmowany” system immunologiczny walczy z zapale-
niem pecherza niszczac jednocze$nie komorki rakowe w tym rejonie. Mechanizm dziatania tej metody
leczenia nie jest jednak do konca wyjasniony. Wiadomo, ze miejscowe stymulowanie komoérek uktadu
immunologicznego wyzwala mechanizmy przeciwnowotworowe organizmu. Nadzér immunologiczny
zjawisk nowotworowych wigze sie z limfocytami T. Komorki nowotworowe majg wiasne zmienione an-
tygeny transplantacyjne. Krazgce limfocyty T rozpoznajg antygenowg inno$¢é komdrek nowotworowych
i niszczg je, miedzy innymi na drodze efektu cytotoksycznego. W zwalczaniu nowotworéw zaangazo-
wane sg w duzym stopniu réwniez limfocyty NK, ktére stanowig komoérkowg straz chronigcg organizm
przed nowotworem. W niszczeniu komorek nowotworowych biorg rowniez udziat inne komérki uktadu
odpornosciowego, takie jak mikrofagi i komérki tuczne. W tym bardzo ztozonym procesie obronnym
organizmu wazng role spetniajg rézne cytokiny produkowane przez limfocyty, spos$réd ktérych
ogromng role odgrywajg interferongamma i czynnik martwicy nowotworu wydzielany przez limfo-
cyty Thi. Po podaniu zawiesiny pratkéw BCG do pecherza moczowego obserwuje si€ infiltracje komo-
rek T, NK oraz makrofagéw do $ciany pecherza. WW moczu chorego pojawiajg sie duze iloSci cytokin
oraz liczne komoérki odpornosciowe jak makrofagi, neutrofile, komérki T. Zaobserwowano, ze istotng
role w immunoterapii pratkami BCG odgrywa dtugotrwaty bezposredni kontakt pomiedzy komérkami
odpornosciowymi znajdujgcymi sie w Scianie pecherza moczowego z pratkami BCG. W Polsce stoso-
wanie wlewek dopecherzowych zawierajgcych zawiesine pratkéw BCG w leczeniu nowotworéw pe-
cherza moczowego nienaciekajgcych warstwy miesniowej (NMIBC) rozpoczeto w potowie lat 80. Pol-
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skie preparaty Onko BCG do immunoterapii (100 mg/amp i 50 mg/amp) zawierajg podobnie jak szcze-
pionka BCG zywe, atenuowane pratki BCG podszczepu Moreau. Stosowanie zywych pratkéw powo-
duje szereg niebezpieczenstw i niedogodnosci. Czes¢ chorych ze wzgledu na obnizong odporno$é nie
moze by¢ leczona zywymi pratkami BCG. Pratki atenuowane pomimo obnizonej zjadliwos$ci pozostajg
zywymi bakteriami, posiadajgcymi ograniczong zdolno$é do namnazania sie w organizmie. W przy-
padku osdéb z obnizong odpornoscig moze to byé niebezpieczne. Stosowanie wlewek dopecherzowych
zawierajgcych zywe atenuowane pratki BCG moze powodowaé szereg niepozadanych odczynéw.
Wiekszo$¢ z nich wigze sie z podraznieniami i zaostrzonymi stanami zapalnymi w obrebie uktadu mo-
czowego. W niewielkim jednak odsetku dopecherzowe podanie zawiesiny pratkdéw moze powodowaé
ciezkie niepozadane odczyny tzw. uogdlniony rozsiew pratkow BCG, do ktérego zaliczany jest rozsiew
wielonarodowy BCG, itis, zapalenie koSci i szpiku kostnego, oseitis, oraz toczen uktadowy, ktére za-
grazajg zyciu chorego. Uogdlniony rozsiew BCG wystepuje niezmiernie rzadko i w przypadku stoso-
wania podszczepu BCG Moreau jest gtéwnie uzalezniony od stanu uktadu immunologicznego leczonej
osoby. Ponadto stosowanie zawiesiny zywych atenuowanych pratkow BCG wigze sie z potrzebg
szczegblnej ostroznosci, jakg musi zachowywaé personel wykonujgcy zabiegi. Z zawiesing zywych
pratkow BCG nalezy postepowac tak jak z materiatem zakaznym. Osoba wykonujgca zabieg musi by¢
zabezpieczona (rekawiczki i maseczka). Sprzet uzyty do zabiegu oraz mocz osoby poddanej zabiegowi
muszg byé poddane autoklawowaniu w celu zabicia pozostato$ci zywych pratkow.

Dotychczas znana jest z opisu wynalazku US 2015240201 jest kompozycja farmaceutyczna do
leczenia lub profilaktyki raka pecherza u ssaka zawierajgca zmodyfikowany na zywo szczep Mycobac-
terium bovis BCG.

Z opisu wynalazku EP 2620159 znana jest mykobakteryjna kompozycja immunologiczna, z kto-
rych kazda zawiera co najmniej Mycobacterium bovis bacillus Calmette-Guerin (BCG) antygenowo spo-
krewniony niepatogenny pratek lub jeden lub wiecej immunogenny sktadnik do stosowania w leczeniu
raka przez podawanie pozajelitowe lub doustne pierwszej kompozycji pacjentowi z rakiem przed miej-
scowym podaniem drugiej kompozycji w miejscu nowotworu.

Istotg sposobu wytwarzania kompozycji farmaceutycznej zawierajgcej pratki BCG nalezgce do
Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, wedtug wynalazku jest to, ze dokonuje
sie najpierw ozywianie pratkow na podtozu zawierajgcym asparagine w ilosci 2,5%-5,5%, kwas cytry-
nowy w ilosci 1,5%—-2,5%, dwupotasowy fosforan bezwodny w ilosci 0,2%—0,8%, siarczan magnezu
w ilosci 0,2%-0,8%, amonu zelaza w ilosci 0,02%-0,07%, siarczan cynku w ilosci 0,001%-0,004%, gli-
cerol w ilo$ci 54%—-65% oraz selenian sodu w ilosci 0,006%—-0,009%, kwas foliowy w ilo$ci 0,02%—0,06%
oraz chlorek wapnia w ilo$ci 0,001%-0,003%, a nastepnie inkubuje sie w temperaturze 36—38°C w czasie
15-21 dni, po czym dokonuje sie dwukrotnego przepasazowania uzyskanej hodowli pratkéw BCG,
a otrzymang mase bakteryjng przeptukuje sie zbuforowanym roztworem chlorku sodu i dwufosforanu
potasu, a nastepnie zawiesza sie w nosniku stanowigcym 6% glutaminian sodu.

Korzystnym rozwigzaniem wynalazku jest to, ze kompozycja farmaceutyczna wytworzona sposo-
bem wedtug wynalazku na bazie pratkéw szczepu BCG jest stabilna i wolna od szeregu niebezpie-
czenstw i niedogodnosci.

Przedmiot wynalazku ilustruje szczeg6towo podany przykfad.

Przykiad

Szczep sienny BCG ozywia sie na podtozu sktadajgcym sie z asparaginy jednowodnej w ilo-
Sci 4,0%, kwasu cytrynowego jednowodnego w ilosci 2,0%, dwupotasowy fosforan bezwodny w iloSci
0,5%, siarczanu magnezu siedmiowodnego w ilosci 0,5%, amonu zelaza w ilosci 0,05%, siarczan cynku
siedmiowodnego w ilosci 0,002%, glicerol w ilosci 60%, selenian sodu w ilo$ci 0,009%, kwasu foliowego
w iloci 0,004%, oraz bezwodnego chlorku wapnia w ilo$ci 0,002%, przy czym roztwdr soli rozpuszczono
w 1 litrze wody do wstrzykiwan podgrzewajgc do catkowitego rozpuszczenia. Kulture bakteryjng inku-
buje sie nastepnie w temp 36—38% w okresie 20 dni. Uzyskana hodowla pratkéw BCG jest nastepnie
dwukrotnie przepasazowana na podfozu zawierajgcym asparagine, kwas cytrynowy, dwupotasowy fos-
foran bezwodny, siarczan magnezu, siarczan cynku, glicerol, roztwér amoniaku. Caty proces wzrostu
hodowli pratkéw BCG trwat 32 dni. Nastepnie w prasce Birkhauga wyhodowana kultura pratkéw zostaje
oddzielona od podtoza Sautona i przeptukana zbuforowanym roztworem chlorku sodu zawierajgcym
chlorek sodu, dwuwodorofosforan potasu w celu usuniecia pozostato$ci podtoza. Otrzymang w ten spo-
sdb mase bakteryjng zawiesza sie w nosniku stanowigcym glutaminian sodu 6%. Cato$¢ homogenizuje
sie w celu uzyskania jednorodnej zawiesiny pratkow.
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Zastrzezenie patentowe

. Sposéb wytwarzaniu kompozycji farmaceutycznej zawierajacej kulture bakteryjng szczepu
BCG nalezgce do Mycobacterium bovis BCG brazylijskiego podszczepu Moreau, przezna-
czonej do leczenia nowotworéw pecherza moczowego nienaciekajgcych warstwy miesniowej
(NMIBC) u ludzi, znamienny tym, ze dokonuje sie najpierw ozywiania pratkéw na podiozu
zawierajgcym asparagine w ilosci 2,5%—5,5%, kwas cytrynéw w ilosci 1,5%—2,5%, dwupota-
sowy fosforan bezwodny w ilosci 0,2%—-0,8%, siarczan magnezu w ilosci 0,2%-0,8%,
siarczan cynku w iloci 0,001%-0,004%, glicerol w ilo$ci 54%—65% oraz, selenian sodu w ilo-
Sci 0,006%-0,009%, kwas foliowy w ilosci 0,02%—-0,06% oraz chlorek wapnia w ilosci
0,001%-0,003%, a nastepnie inkubuje sie w temperaturze 36—-38°C w czasie 15-21 dni, po
czym dokonuje sie dwukrotnego przepasazowania uzyskanej hodowli pratkéw BCG, a otrzy-
mang mase bakteryjng przeptukuje sie zbuforowanym roztworem chlorku sodu i dwufosfo-
ranu potasu, a nastepnie zawiesza sie w nosniku stanowigcym 6% glutaminian sodu.



