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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna, stosowana w zapobieganiu lub lecze-
niu choréb nowotworowych i choréb wynikajgcych z nadmiernej proliferacji komoérek, w szczegdlnosci
raka piersi.

Sposrdd wszystkich nowotwordw ztosliwych u kobiet 21 proc. to rak piersi. W Polsce to wtasnie
on jest drugg najczestszg przyczyng ich $mierci. Na calym Swiecie co roku raka piersi wykrywa sie
u 1,5 min kobiet. Potréjnie ujemny rak piersi (TNBC — triple negative breast cancer) stanowi okoto
15-20% wszystkich przypadkow tej choroby i charakteryzuje sie niekorzystnym przebiegiem klinicznym
oraz ztym rokowaniem. Terminem tym okresla sie podtyp raka piersi, ktéry wykazuje brak receptorow
steroidowych — estrogenowego i progesteronowego — oraz nadekspresje receptora ludzkiego czyn-
nika naskérkowego typu 2 — HER-2.

Leczenie raka piersi moze mie¢ charakter miejscowy lub systemowy. Leczenie miejscowe polega
na usunieciu guza, usunieciu catej piersi — mastektomii lub zastosowaniu radioterapii. Leczenie syste-
mowe, poza komérkami nowotworowymi oddziatuje rowniez na pozostate komoérki organizmu. Do takich
metod nalezg chemioterapia, hormonoterapia lub leczenie celowane, ktére polega na podaniu dozylnie
lub doustnie lekéw, dopasowanych w zaleznosSci od zaawansowania choroby.

Ze stanu techniki znane sg réwniez inne metody leczenia raka piersi.

W opisie wynalazku PL399129A1 ujawnione zostato uzycie fulwestrantu w dawkowaniu 500 mg
do stosowania w leczeniu zaawansowanego raka piersi u kobiet po menopauzie, u ktérych nastgpita
progresja lub nawré6t choroby podczas terapii hormonaine;j.

Z opisu wynalazku EP2712361A1 znane sg zwigzki stosowane w leczeniu nowotwordéw, w tym
na przyktad raka piersi, raka prostaty, raka ptuc i biataczki. Zwigzkami tymi sg pochodne emetyny sto-
sowane jako proleki ulegajgce selektywnie aktywaciji, podczas ktérej uwalniana jest emetyna w okreslo-
nych warunkach komérkowych. Do czgsteczki emetyny wigzana jest grupa blokujgca przez derywaty-
zacje pozycji N2 z ugrupowaniami, ktére mozna selektywnie usungé przez hydrolize w mikro$rodowisku
nowotworu. Takie zwigzki sg mniej cytotoksyczne niz emetyna i sg zasadniczo nieaktywne w komérkach
nienowotworowych.

Doksorubicyna jest lekiem chemioterapeutycznym nalezgcym do rodziny inhibitoréw topoizome-
razy, powszechnie stosowanym w leczeniu wielu réznych odmian nowotworéw, réwniez pacjentow
z rakiem piersi. Podawana jest poprzez kaniule dozylng, wkiucie centralne lub wkiucie obwodowe.
W zwigzku ze stosowaniem chemioterapii mozliwe jest wystgpienie szeregu dziatan niepozgdanych. Do
najczestszych z nich nalezg mdtosci, wypadanie wioséw, niedokrwisto$¢, zmeczenie czy obnizenie od-
pornosci.

Emetyna jest jednym z gtéwnych alkaloidéw korzenia ipekakuany. Zwigzek ten posiada dziatanie
pierwotniakobéjcze, jak réwniez wykazuje wiasciwosci wykrztusne i wymiotne. Duze dawki tego alkalo-
idu mogg powodowaé uszkodzenia btony Sluzowej zotadka, migzszu watroby lub nawet zatrzymanie
akciji serca.

We wczeséniejszej publikacji potwierdzono cytotoksyczne dziatanie emetyny i doksorubicyny
wzgledem wybranych linii komérkowych nowotworéw neuroendokrynnych oraz wystepujgcy wéwczas
efekt addycyjny (Larsson DE, Hassan S, Larsson R, Oberg K, Granberg D. Combination analyses of
anti-cancer drugs on human neuroendocrine tumor cell lines. Cancer Chemother Pharmacol. 2009 Dec;
65(1):5-12. doi: 10.1007/s00280-009-0997-6. Epub 2009 Apr 19. PMID: 19381631.).

Istotg wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna zawierajgca doksorubicyne w stezeniu nie
mniejszym niz 0,1 uM i emetyne w stezeniu nie mniejszym niz 0,001 uM do zastosowania w leczeniu
raka piersi.

Korzystnie kompozycja farmaceutyczna jest stosowana do podawania w formie liposomu w le-
czeniu raka piersi.

Korzystniej liposom oparty jest na koniugacie cyklodekstryny i kwasu foliowego.

Komorki nowotworowe doswiadczajg licznych streséw komoérkowych, nietypowych dla normalnie
réznicujgcych sie komdrek organizmu, dlatego sg one bardziej zalezne od szlakéw podtrzymujgcych
stres w celu przezycia. Zastosowane w kompozycji leczniczej sktadniki, na poziomie komdrkowym wpty-
wajg na inhibicje biatek cytoplazmatycznych jak réwniez zaburzenie pracy mitochondriéw, co powoduje
selektywne zaburzenie rownowagi w sygnalizacji pro i anty-przetrwalnej odbywajgce sie ze szkodg dla
komdrek nowotworowych. Zaletg opisanego rozwigzania jest dwutorowo$é dziatania, co prowadzi do
zatrzymania wzrostu lub $mierci komérki przez synergiczne potgczenie dwéch mechanizmoéw, ktére na
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0go6t nie bytyby celem dla jednego inhibitora. Hamowanie biatka cytoplazmatycznego, a w konsekwencji
wzmocnienie reakcji komarki na stres, doprowadza komérke nowotworowg do stanu, w ktérym nie jest
juz w stanie poradzié sobie ze stresem, zaprzestaje proliferacji lub inicjuje apoptoze. Wystepujacy
w przypadku emetyny i doksorubicyny synergizm pozwala na zastosowanie duzo mniejszych dawek
substancji i ograniczenie skutkéw ubocznych ich stosowania. Ponadto podawanie kompozycji leczniczej
w postaci nanokapsuty umozliwia zastosowanie jej w terapii celowanej molekularnie. Wptywa to korzyst-
nie na efekt terapii podnoszgc znacznie jej skuteczno$¢ i minimalizujgc negatywny wptyw na pozostate
komorki oraz negatywne efekty wystepujgce w klasycznych terapiach przeciwnowotworowych.
Przedmiot wynalazkéw zostat przedstawiony w ponizszych przyktadach wykonania.

Przyktad 1. Wptyw emetyny i doksorubicyny na przezywalno$¢ komérek nowotworowych.

W celu oceny wptywu emetyny i doksorubicyny na przezywalno$¢ komérek nowotworowych za-
projektowano i wykonano serie przedklinicznych badan in vitro. W przeprowadzonym badaniu wykorzy-
stano linie komdrkowg MDA-MB-231 — jedng z najlepiej przebadanych linii komérkowych potréjnie ujem-
nego raka piersi (TNBC).

Komorki hodowano w 37°C na pozywce DMEM zawierajagcej 10% ptodowg surowice cielecg uzu-
petniong o 100 IU/ml penicyliny i 100 pg/ml streptomycyny w obecnosci 5% CO2. Komérki zostaty prze-
badane rutynowo na wypadek zanieczyszczenia mykoplazmag i zebrane przy uzyciu 0,25% roztworu
Trypsyna/EDTA.

Dichlorowodorek emetyny rozpuszczono w jatowej wodzie dejonizowanej uzyskujgc roztwér
o stezeniu 10 mM. Doksorubicyne rozpuszczono w roztworze soli fizjologicznej (PBS) z 10% dimetylo-
sulfotlenkiem (DMSO) uzyskujgc stezenie wynoszgce 5 mM. Roztwory podstawowe przechowywano
w kilku porcjach w temperaturze — 20°C, aby unikngé powtarzajgcych sie cykli zamrazania i rozmraza-
nia. Przed uzyciem roztwory podstawowe emetyny i doksorubicyny rozcienczano seryjnie przy uzyciu
PBS w celu uzyskania roztworéw roboczych leku o stezeniu 10-krotnie wyzszym niz pozadane. Roz-
twory robocze rozcienczono 10-krotnie pozywka do hodowli komérkowych, aby uzyskaé odpowiednie
koncowe stezenie kazdego leku.

Po podaniu réznych dawek emetyny, doksorubicyny oraz obu substancji fgcznie mierzono zywot-
no$¢ komorek. Emetyna byta stosowana w trzech réznych stezeniach 0,004, 0,02 i 0,1 uM, natomiast
doksorubicyne zastosowano w stezeniach 0,8, 4 i 20 uM. Zbadano réwniez kombinacje obu substanc;ji.
Komoérkom w ramach préby kontrolnej podawano roztwér dimetylosulfotlenku w soli fizjologicznej w od-
powiedniej objetosci. Petne zestawienie zastosowanych stezen zostato ujete w tabeli ponizej.

Tabela 1
Zestawienie zastosowanych stezen
Stezenie | | Stezenie | Stezenie
No Oznaczenie Substancje uM Il uM i M
Proba
1. kontrolna DMSOQ/PBS 0,20% 0,20% 0,20%
2. CDFA CDFA 0,8 4 20
Doksorubicyn
3. Dokso a 0,8 4 20
4, Emet Emetyna 0,004 0,02 0,1

Przygotowane komorki wysiano na ptytkach 96 dotkowych w ilosci 10000 komorek/dotek z 100 pl
objetosci pozywki i pozostawiono do przylegania przez noc przed ekspozycjg na lek. Po preinkubacji
pozywke do hodowli komérkowej uzupetniono pozywka zawierajgcg testowane substancje. Komérki
wystawiano na dziatanie substancji w trzech stezeniach przez 72 godziny, a nastepnie oceniono zywot-
no$¢ komérek przy leczeniu pojedynczymi substancjami oraz skojarzonym lekiem, jak opisano ponize;.
Zywotno$¢ komorek oceniano za pomoca testu CCK8, ktory wskazuje mitochondrialng aktywno$¢ me-
taboliczng w zywych komoérkach. 10 pl roztworu CCK8 dodano do komorek traktowanych lekiem pod
koniec okresu inkubacji. Zywotno$¢ komorek okreslono trzy godziny pozniej, odczytujgc absorbancje
przy diugosci fali 450 nm. Sygnaty absorbanc;ji okreslano iloSciowo przy uzyciu czytnika ptytek Spectra-
max M5 wyposazonego w oprogramowanie SoftMaxPro. Wyniki badania przedstawiono w tabeli po-
nize;j:
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Tabela 2
Wyniki pomiaru absorbanciji

Wynik pomiaru absorbanc;ji
Substancja (stezenie) Powtdrzenie 1 Powtérzenie 2 Powtdrzenie 3
Proba kontrolna 1,1176 1,0523 1,0849
Dokso (0,3 pM) 1,0538 1,0564 1,0859
Dokso (1,5 uM) 1,0346 1,0658 0,9970
Dokso (7,5 uM) 0,9923 1,0202 1,0211
Emetyna (0,004 yM) 1,0729 1,0560 1,0611
Emetyna (0,02 pM) 1,0158 0,9937 0,9592
Emetyna (0,1 pM} 0,9621 0,8604 0,9492
Dokso (0,3 pM) / Emet (0,004 M) 1,0667 1,0650 1,0734
Dokso (1,5 pM) / Emet (0,02 uM) 1,0229 0,9676 0,9634
Dokso (7,5 yM) / Emet (0,1 uM) 0,5783 0,5306 0,5487

Policzono $rednig z wynikéw uzyskanych dla 3 powtdrzen, a nastepnie obliczono odchylenie
standardowe. Na koncu obliczono stosunek przezywalnosci komérek poddanych dziataniu badanych
substancji lub ich kombinacji w odniesieniu do przezywalno$ci proby kontrolnej, a uzyskany wynik wy-
razono w procentach.

Tabela 3
Wyniki obliczen
Wynik pomiaru absorbancii

Powtdrzenie | Powtdrzenie | Powtdrzenie | Odchylenie | %
Substancija (steZzenie) 1 2 3 Srednia | standardowe [ préby
Préba kontrolna 1.1 1.1 1,1 11 0,03 100,0
Dokso (0,3 pM) 1,1 1,1 1.1 1,1 0,02 98,2
Dokso (1,5 pM) 1,0 1,1 1,0 1,0 0,03 95,2
Dokso (7.5 pM) 1.0 1,0 1,0 1,0 0,02 93,2
Emetyna (0,004 pM) 1,1 1,1 1,1 1,1 0,01 98,0
Emetyna (0,02 pM) 1.0 1.0 1,0 1,0 0,03 91,2
Emetyna (0,1 yM) 1,0 0,9 0,9 0,9 0,06 85,2
Dokso (0,3 uM) / Emet
(0,004 pM) 1,1 1,1 1,1 1,1 0,00 98,5
Dokso (1,5 pM) / Emet
(0,02 pM) 1,0 1,0 1,0 1,0 0,03 90,8
Dokso (7,5 uM) / Emet (0,1
M) 0,6 0,5 0,5 0,6 0,02 50,9

W badaniu wykazano, ze emetyna w potgczeniu z doksorubicyng jest w stanie zmniejszy¢ zywot-
nos¢ komoérek o prawie 50% w stosunku do préby kontrolnej, podczas gdy w podobnej dawce oba
zwigzki zastosowane pojedynczo nie wykazujg aktywnosci przeciwnowotworowej — proliferacja komoérek
na poziomie kontroli, co w konsekwencji dowodzi efektu synergizmu obu zwigzkéw. Przezywalno$¢ ko-
morek dla poszczegdlnych dawek zostata zilustrowana na wykresie — Fig. 1.

Przyktad 2. Wptyw emetyny i doksorubicyny podanych w postaci nanokapsuty na przezywal-
no$¢ komérek nowotworowych.

W celu oceny wptywu emetyny i doksorubicyny podanych w postaci nanokapsuty na przezywal-
nos$¢ komorek nowotworowych ponownie wykorzystano linie komérkowg MDA-MB-231 i zastosowano
metodologie opisang szczegdtowo w przyktadzie 1. W badaniu wykorzystane zostaty przyktadowe na-
noczasteczki oparte na koniugacie cyklodekstryny i kwasu foliowego (CDFA). Nanoczasteczki przygo-
towano w jatowym PBS o pH 7,4 z 10% DMSO jako 10 mM roztworem podstawowym. W badaniu, poza
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prébg kontrolng zastosowano CDFA, CDFA z doksorubicyng, CDFA z emetyng oraz CDFA z kombina-
cjg emetyny i doksorubicyny. Zestawienie zastosowanych stezen dla kazdej z substancji zostato ujete
w tabeli ponizej.

Tabela 4
Zestawienie zastosowanych stezen

Stezenie | | Stezenie Il | Stezenie I
No Oznaczenie Substancje uM uM uM
1. Préba kontrolna DMSO/PBS 0,20% 0,20% 0,20%
2. CDFA/Dokso CDFA 0,8 4 20
Doksorubicyna 0,8 4 20
3. CDFA/Emet CDFA 0,008 0,04 0,2
Emetyna 0,004 0,002 0,1
4. CDFA/Emet/Dokso | CDFA 0,808 4,04 20,2
Emetyna 0,004 0,02 0,1
Doksorubicyna 0,8 4 20
5. Emet/Dokso Emetyna 0,004 0,02 0,1
Doksorubicyna 0,8 4 20

Zywotno$¢ komorek ponownie oceniano za pomocg testu CCK8 po 72 godzinach od podania
substancji. Odczytano absorbancje przy dtugosci fali 450 nm uzyskujgc nastepujgce wyniki:

Tabela 5
Wyniki pomiaru absorbanciji

Wynik pomiaru absorbanc;ji
Substancja (stezenie) Powtorzenie 1 Powtorzenie 2 Powtorzenie 3
Proba kontrolna 1,1176 1,0523 1,0849
CDFA (0,3 uM) 1,1223 1,0863 1,0775
CDFA (1,5 yM) 1,0123 1,1305 1,0984
CDFA (7,5 yM) 1,1014 0,9463 1,1175
CDFA (0,3 pM} / Dokso (0,3 pM) 1,0597 1,1177 1,0486
CDFA (1,5 uM)/ Dokso (1,5 yM) 1,0746 1,0375 1,0355
CDFA (7,5 uM) / Dokso (7,5 pM) 1,0096 0,9928 1,0221
CDFA (0,008 pM) / Emet (0,004 pM)  [1,0826 1,0813 1,0718
CDFA (0,04 uyM) / Emet (0,02 uM) 1,0258 1,0092 0.765
CDFA (0,2 yM)/ Emet (0,1 pM) 1,3581 0,9344 0,9820
CDFA (0,3 uM)/ Dokso (0,3 uM) /
Emetyna (0,004 M) 1,1031 1,1090 1,0545
CDFA (1,5 yM}/ Dokso (1,5 uM) /
Emetyna (0,02 pM) 0,9944 0,9939 1,0188
CDFA (7,5 uM} / Dokso (7,5 uM) /
Emetyna (0,1 pyM) 0,8149 0,8077 0,8221

Nastepnie policzono $rednig z wynikéw uzyskanych dla 3 powtérzen i obliczono odchylenie stan-
dardowe. Na koncu obliczono stosunek przezywalnosci komérek poddanych dziataniu badanych sub-
stancji lub ich kombinacji w odniesieniu do przezywalnosci préby kontrolnej, a uzyskany wynik wyrazono
w procentach.
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Tabela 6

Wyniki obliczen

Wynik pomiaru absorbanciji
Powtérzenie [ Powtérzenie | Powtorzenie Odchylenie

Substancja (stezenie) 1 2 3 Srednia | standardowe | %
Proba kontrolna 1.1 1,1 1.1 1,1 0,03 100,0
CDFA (0,3 uM) 1,1 11 1,1 1,1 0,02 101,0
CDFA (1,5 uM) 1.0 1.1 1.1 1,1 0,06 99,6
CDFA (7,5 uM) 1,1 0,9 1,1 1,1 0,09 97,2
CDFA (0,3 uM)/ Dokso

(0,3 pM) 1.1 1,1 1.0 1,1 0,04 99,1
CDFA (1,5 uM}/ Dokso

(1,5 pyM) 1,1 1,0 1,0 1,0 0,02 96,7
CDFA (7,5 uM)/ Dokso

(7,5 yM) 1,0 1,0 1,0 1,0 0,01 92,9
CDFA (0,008 uM) / Emet

(0,004 pM) 1.1 11 1.1 1,1 0,01 99,4
CDFA (0,04 pM) / Emet

(0,02 uM) 1,0 1,0 0.7 1,0 0,01 93,8
CDFA (0,2 uM)/ Emet

(0,1 uyM) 14 0,9 1,0 1,1 0,23 100,6
CDFA (0,3 uM}/ Dokso

(0,3 uM) / Emetyna

(0,004 pM) 1.1 1.1 1.1 1,1 0,03 100.4
CDFA (1,5 uM}/ Dokso

(1,5 pM) / Emetyna (0,02

pM) 1.0 1,0 1.0 1,0 0,01 92,4
CDFA (7,5 uM) / Dokso

(7,5 yM) / Emetyna (0,1

pM) 0,8 0,8 0,8 0,8 0,01 75,1

W badaniu wykazano, ze sama nanoczgstka nie jest toksyczna dla komérek (zywotno$¢ podobna
do kontroli). Wykazano réwniez, ze kombinacja obu zwigzkéw w takiej formulacji ma lepszg aktywnos$¢
w poréwnaniu z nanoczastkg obcigzong tylko samg emetyng lub doksorubicyng, co potwierdzito istnie-
nie synergizmu. Przezywalno$é komérek dla poszczegdlnych dawek zostata zilustrowana na wykresie
— Fig. 2. W interpretacji wynikéw, nalezy wzigé pod uwage fakt, ze uwalnianie leku z nanoczgstek jest
wolniejsze niz w przypadku zastosowania standardowego preparatu.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna zawierajgca doksorubicyne w stezeniu nie mniejszym niz 0,1 uM
i emetyne w stezeniu nie mniejszym niz 0,001 uM do zastosowania w leczeniu raka piersi.

2. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 1 do zastosowania do podawania w formie lipo-
somu w leczeniu raka piersi.

3. Kompozycja farmaceutyczna wedtug zastrz. 2, znamienna tym, ze liposom oparty jest na
koniugacie cyklodekstryny i kwasu foliowego.
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