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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku sg koniugaty nanoczastek selenu i izotiocyjanianéw, wykazujgce zwiek-
szone synergistyczne witasnosci przeciwnowotworowe w poréwnaniu z witasnosciami poszczegdéinych
skfadnikéw koniugatu do zastosowania w leczeniu nowotworéw.

STAN TECHNIKI

Selen jest waznym mikroelementem, ktéry wykazuje dziatanie zaréwno przeciwnowotworowe, jak
i chemoprewencyjne na wielu etapach kancerogenezy. Jednakze selen charakteryzuje sie takze duzg
toksycznoscig uktadowg, co ogranicza jego zastosowanie kliniczne.

Zaproponowano wiele mechanizméw jego dziatania, miedzy innymi dziatanie antyoksydacyjne
i detoksykacyjne, regulujgce proliferacje komoérek, wzmacniajgce nadzér immunologiczny oraz hamu-
jgce przerzutowanie komérek nowotworowych i angiogeneze [H. Zeng et al.; Selenium as an anticancer
nutrient: roles in cell proliferation and tumor cell invasion; International Journal of Nutritional Biochemi-
stry, 2008, (19): 1-71].

Toksyczno$é selenu zalezy od jego formy chemicznej — zwigzki organiczne selenu charakteryzujg
sie nizsza toksycznos$cig niz zwigzki nieorganiczne selenu. Selen elementarny o stopniu utlenienia row-
nym 0 jest nierozpuszczalny, co powoduje jego bardzo niskg aktywno$¢ biologiczng. Natomiast wyko-
rzystanie nanotechnologii daje mozliwo$é znacznego zwickszenia aktywnosci biologicznej elementar-
nego selenu przy jednoczesnym zachowaniu jego niewielkiej toksycznosci. Badania toksycznoéci na-
noczastek selenu [J. Zhang et al.; Elemental Selenium at Nano Size (Nano-Se) as a Potential Chemo-
preventive Agent with Reduced Risk of Selenium Toxicity: Comparison with Se-methylselenocysteine
in Mice; Toxicol. Sci. 2008, (101): 22—-31] wykazaly ich nizszg toksycznos$¢ niz organicznego zwigzku
selenu — se-metyloselenocysteiny, dzieki czemu mogtyby mie¢ zastosowanie w terapii nowotworéow.

W stanie techniki znane sg takze kombinacje zwigzkéw zawierajgcych selen oraz innych o wia-
Sciwosciach przeciwnowotworowych, ktére wykazujg tzw. efekt synergistyczny, czyli rezultat ich wspél-
nego dziatania jest silniejszy niz wynikatoby z sumy dziatania poszczegélnych skfadnikéw.

Publikacja [W. Liu et al.; Selenium nanoparticles as a carrier of 5-fluorouracil to achieve antican-
cer synergism; ACS Nano. 2012, 6(8): 6578-6591] podaje przyktad zastosowania nanoczastek selenu
modyfikowanych 5-fluorouracylem. W przypadku tego koniugatu zaobserwowano silny synergizm dzia-
tania pomiedzy nanoczgstkami selenu i 5-fluorouracylu wobec komérek czerniaka zto$liwego A375.

Silne wilasnosci antyoksydacyjne i detoksykacyjne wykazujg rowniez izotiocyjaniany, w tym po-
chodzenia naturalnego, np. sulforafan (SFN). Sulforafan wykazuje ztozone dziatanie przeciwnowotwo-
rowe na wielu etapach kancerogenezy. Dziatanie sulforafanu na etapie inicjacji kancerogenezy polega
na usuwaniu czynnikéw mutagennych i genotoksycznych. Podczas procesu nowotworzenia sulforafan
wykazuje aktywno$¢ antyproliferacyjng oraz indukuje apoptoze. Natomiast w fazie progresji nowotworu
sulforafan ogranicza angiogeneze i przerzutowanie. Wykazuje takze dziatania przeciwbakteryjne i prze-
ciwzapalne [J. Tomczyk et al.; Sulforaphane- a possible agent in prevention and therapy of cancer;
PostepyHig. Med. Dosw. 2010, (64): 590-603].

Sulforafan wraz selenem w postaci selenianu sodu wykazuje synergizm dziatania antyoksydacyj-
nego wobec komoérek prawidtowych okreznicy CCD841 [Y. Wang et al.; Synergy between sulforaphane
and selenium in protection against oxidative damage in colonic CCD841 cells; Nutr. Res. 2015, 35(7):
610-617] oraz wobec komérek raka watroby HepG2 [D. Li et al.; Synergy between sulforaphane and
selenium in the up-regulation of thioredoxin reductase and protection against hydrogenperoxide-indu-
cedcelldeath in human hepatocytes; Food Chem. 2012, 133(2): 300-307]. Brak jest natomiast informaciji
w stanie techniki o oddziatywaniu sulforafanu i selenu w postaci nanoczgstek selenu.

W stanie techniki brak jest informac;ji, czy sulforafan mégtby zmienia¢ aktywno$é nanoczastek
selenu w komoérkach nowotworowych i prawidtowych, zwickszajgc w ten sposéb selektywnos$¢ ich dzia-
fania.

W stanie techniki znane jest réwniez wykorzystanie nanoczgstek jako no$nikéw lekéw. Nosniki
lekédw majg za zadanie zwickszyé efektywnosé dziatania leku — zwiekszy¢ jego akumulacje w tkance
nowotworowej, a zmniejszyé toksycznos¢ wobec tkanki zdrowej. Publikacja US20110262564 ujawnia
metode przygotowania nanoczastek selenu oraz badania ich cytotoksycznosci in vitro.
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Dokumenty ze stanu techniki nie podajg przyktadéw wykorzystania koniugatéw nanoczgstek se-
lenu ze zwigzkami z grupy izotiocyjaniandéw w celu wzmocnienia ich dziatania wobec komérek nowo-
tworowych. W stanie techniki nie ma takze doniesien o efekcie antagonistycznym dziatania nanoczgstek
selenu modyfikowanych izotiocyjanianami wobec komoérek prawidtowych.

UJAWNIENIE WYNALAZKU

Przedmiotem niniejszego wynalazku jest koniugat nanoczgstek selenu z izotiocyjanianami o wia-
Sciwoséciach przeciwnowotworowych. Nieoczekiwanie okazato sie, ze koniugaty sktadajgce sie z nano-
czgstek selenu i izotiocyjanianéw, korzystnie sulforafanu, charakteryzujg sie zwiekszong aktywnoscig
przeciwnowotworowg, szczeg6lnie wzgledem komérek nowotworu piersi MCF-7 i MDA-MB-231 w ba-
daniach in vitro. Jednoczes$nie niniejszy koniugat wykazuje obnizong cytotoksyczno$é wobec komérek
prawidtowych okreznicy CRL-1790 oraz piersi MCF-10A. Badania przeprowadzono testami cytotoksycz-
nosci MTT i CVS mierzacymi zdolno$¢ zwigzku do odpowiednio obnizania zywotnoéci i liczby komérek.
Twércy wykazali, ze w obu testach koniugat wykazywat synergizm dziatania nanoczastek selenu i sul-
forafanu wobec komérek nowotworowych i antagonizm dziatania wobec komérek prawidtowych. Otrzy-
many koniugat charakteryzowat sie takze bardzo duzg selektywnos$cig dziatania wobec komérek nowo-
tworowych raka okreznicy Caco-2, HT-2 oraz raka prostaty PC-3.

Przedmiotem rozwigzania wedtug wynalazku jest koniugat o wtasciwos$ciach przeciwnowotworo-
wych zawierajgcy nanoczastki selenu modyfikowane co najmniej jednym izotiocyjanianem jako substan-
cjg wzmacniajgcg dziatanie nanoczgstek selenu do zastosowania w leczeniu nowotworéw, przy czym
€0 najmniej jeden izotiocyjanian jest immobilizowany na powierzchni nanoczastek selenu. W takim ko-
niugacie nanoczastki selenu pokryte sg zwigzkiem wzmacniajgcym ich dziatanie, wybranym z grupy
izotiocyjanianéw, lub ich mieszanin. Korzystnie nowotwory, do ktérych leczenia stosowany jest powyz-
szy koniugat sg nowotworami wybranymi z nowotworu piersi, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty,
nowotworu zofadka, nowotworu tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, ptasko-
nabtonkowego raka gtowy i szyi, chtoniakéw, szpiczaka mnogiego, choroby Hodgkina, szczegélnie ko-
rzystnie jest nim nowotwor piersi. Szczegoblnie korzystnie koniugat nanoczgstek selenu pokryty izotio-
cyjanianem/ami jest do zastosowania w leczeniu agresywnej formy raka piersi opornej na inng terapie
charakteryzujgcej sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

Korzystnie w koniugacie w jego zastosowaniu do leczenia substancje wzmacniajgce dziatanie
nanoczgstek selenu bedgce immobilizowanymi na powierzchni nanoczgstek selenu izotiocyjanianami
wybrane sg z grupy obejmujgcej sulforafan, izotiocyjanian fenetylu, izotiocyjanian benzylu, izotiocyja-
nian allilu, izotiocyjanian 3-metyloindolu i ich analogi i produkty rozktadu np.: izotiocyjanian 2-oksohep-
tylu, alyssin, izotiocyjanian 2-oksoheksylu, indolo-3-karbinol, lub ich mieszaniny. Korzystnie w koniuga-
cie w jego zastosowaniu do leczenia wedtug wynalazku izotiocyjanianem jest sulforafan.

Korzystnie koniugat w jego zastosowaniu do leczenia charakteryzuje sie tym, ze na powierzchni
nanoczastek selenu immobilizowany jest jeden lub kilka zwigzkéw z grupy izotiocyjanian6w.

Korzystnie koniugat w jego zastosowaniu do leczenia ma rozmiar $rednicy nanoczastek koniu-
gatu w zakresie 60-120 nm, korzystniej $rednica nanoczastek koniugatu wynosi okoto 80+20 nm, ko-
rzystniej okoto 80 nm, najkorzystniej okoto 100 nm.

W celu wytworzenia koniugatu nanoczgstek selenu pokrytych zwigzkiem izotiocyjanianu (z im-
mobilizowanym zwigzkiem izotiocyjanianu na powierzchni nanoczgstek selenu) w pierwszym etapie do
wodnego roztworu zawierajgcego selenian sodu i wybrany izotiocyjanian (lub mieszanine réznych izo-
tiocyjanianow) wkraplany jest $wiezo przygotowany roztwér kwasu askorbinowego. Nastepnie zachodzi
reakcja redukciji selenianu sodu do elementarnego selenu w postaci nanoczgstek i adsorpcja izotiocy-
janianu na powierzchni nanoczastek. Po czym roztwér poddawany jest dializie w celu usuniecia nad-
miaru selenianu sodu i izotiocyjanianéw. W ten spos6b uzyskuje sie stabilne koniugaty nanoczgstek
selenu pokryte zwigzkiem izotiocyjanianu do zastosowania w leczeniu choréb nowotworowych, w tym
nowotworéw piersi. Problem terapii nowotworéw w Polsce i na Swiecie pozostaje wcigz nierozwigzany,
wcigz szuka sie bardziej skutecznych metod terapii. Przedstawiony wynalazek — koniugat nanoczgstek
selenu i izotiocyjanianéw w badaniach in vitro wykazat lepsze wtasnosci cytotoksyczne wzgledem ko-
morek nowotworu piersi niz same nanoczgstki selenu oraz sam izotiocyjanian.

Korzystnie otrzymany koniugat charakteryzuje sie szczegélnie wysokg toksycznoscig wobec
opornych na terapie hormonalng nowotwordw. Rak gruczotu piersiowego jest najczestszym nowotwo-
rem zto$liwym i stanowi 22% zachorowan wsrod kobiet [J.P. Janssens et al.; Rak piersi: bezposrednie
i poSrednie czynniki ryzyka zwigzane z wiekiem i stylem zycia; Nowotwory 2009, 59(3): 159-167].



4 PL 234 708 B1

W szczeg6lnosci nowotwory piersi oporne na terapie hormonalng sg bardzo agresywne i trudne w le-
czeniu. Jest to potréjnie receptorowo ujemny rak piersi charakteryzujgcy sie brakiem receptoréw estro-
genowych, progesteronowych i HER-2/Neu [W. D. Foulkes et al.; Potrojnie receptorowo ujemny rak
piersi; N. Engl. J. Med. 2010, 363: 1938-1948].

Koniugat wedtug wynalazku cechuje sie zmniejszong toksycznoécig wzgledem komoérek prawi-
dtowych, co potwierdzone zostato na podstawie pomiaréw przezywalnosci komoérek prawidtowych
okreznicy CRL-1790 oraz piersi MCF-10A w badaniach in vitro.

Koniugat wedtug wynalazku mozna podawaé ré6znymi drogami, w tym na drodze iniekgcji, doust-
nie, miejscowo i rektalnie.

Dawke koniugatu ustala sie uwzgledniajgc droge podania, stan wymagajgcy leczenia lub profi-
laktyki, a takze inne specyficzne okoliczno$ci.

KROTKI OPIS FIGUR RYSUNKU

Dla lepszego zrozumienia wynalazku, zostat on zilustrowany w przyktadach wykonania oraz na
zatgczonych figurach rysunku, na ktérych:

Fig. 1 pokazuje zdjecie TEM (A) koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu (B) nanoczgstek
selenu (skala 200 nm).

Fig. 2 przedstawia (A) zdjecie SEM koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu o $rednicy
100 nm oraz (B) ich sktad elementarny uzyskany za pomocg analizy EDS.

Fig. 3 przedstawia widma XPS koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu: (A) widmo przegla-
dowe, (B) widmo szczego6towe 3d selenu, (C) widmo szczego6towe 2p siarki oraz 3p selenu, (D) widmo
szczego6towe 1s azotu.

Fig. 4 przedstawia dziatanie cytotoksyczne nanoczgstek selenu podanych tacznie z sulforafanem
(SeNPs+SFN) oraz koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu (SFN-SeNPs) wobec linii komérkowe;j
MDA-MB-231.

Fig. 5 pokazuje wartosci parametru ICso koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu wobec linii
komoérkowych: MDA-MB-231, MCF-7, PC-3, HT-29, Caco-2, MCF-10A oraz CRL-1790 uzyskanych za
pomoca dwoch testéw cytotoksycznosci: MTT i CVS.

Fig. 6 przedstawia dziatanie cytotoksyczne nanoczgstek selenu (SeNPs), sulforafanu (SFN), oraz
koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu (SFN-SeNPs) wobec linii komérkowych: MDA-MB-231,
MCF-7, PC-3, HT-29, Caco-2, MCF-10A oraz CRL-1790 uzyskanych za pomocg dwoch testow cytotok-
sycznosci: MTT i CVS.

Fig. 7 przedstawia zalezno$¢ wartosci wspotczynnika Cl (okres$lajgcego rodzaj obserwowanej
interakciji) od frakcji komérek martwych (okreslajgcej liczbe martwych komoérek) dla koniugatu nanocza-
stek selenu i sulforafanu wobec linii komérkowej (A) MDA-MB-231, (B) MCF-7, (C) CRL-1790 oraz (D)
MCF-10A.

Fig. 8 przedstawia stezenie selenu w narzgdach szczura po podaniu dawki 100 mg/kg koniugatu
nanoczastek selenu i sulforafanu po czasie 24 godzin.

Wynalazek przedstawiono blizej w ponizszych przyktadach wykonania, ktére nie ograniczajg 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-
riatbw i metod.

Przyktad 1 Przygotowanie koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu

Do 20 mL 5 mM roztworu selenianu sodu dodano 20 mL 40 mM roztworu sulforafanu. Nastepnie
intensywnie mieszajac wkraplano powoli 10 mL $wiezo przygotowanego roztworu kwasu askorbino-
wego (40 mM). Po czym dodano 50 mL wody dejonizowane;j i reakcja zachodzita przez pét godziny. Po
reakcji prébka poddawana byla dializie przez 24 h w temperaturze pokojowej. Stezenie selenu zostato
okreslone za pomocg metody ICP-MS (ang. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry).

Przyktad 2 Okreslenie rozmiaréw otrzymanych nanoczastek na podstawie pomiaréw
mikroskopowych

W celu przygotowania probek do badan za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM, ang. transmission electron microscopy) dodano jedng krople przygotowanej prébki na siateczke
TEM i pozostawiono do wyschniecia przez 24 h. Na Fig. 1A przedstawiono reprezentatywne zdjecie
mikroskopowe koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu. Otrzymane nanoczastki byty homogeniczne,
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stabilne, zdyspergowane oraz charakteryzowaly sie rozmiarem o $rednicy 80,2+18,6 nm. Stabilnosé
i wielko$¢ czgsteczek jest waznym parametrem ze wzgledu na ich mozliwosé zastosowania medycz-
nego. Czasteczki o rozmiarze w zakresie 60-120 nm ze wzgledu na wydtuzony czas cyrkulacji sg do-
brze dystrybuowane w krwioobiegu. Natomiast na Fig. 1B przedstawiono zdjecie niemodyfikowanych
nanoczastek selenu. Nanoczgstki selenu tworzg agregaty o ksztatcie okrggtych wielo$cianéw, co znacz-
nie ograniczytoby ich zastosowanie medyczne. Sulforafan wykazuje dziatanie stabilizujgce i dyspergu-
jace, dzieki czemu otrzymane koniugaty nanoczastek selenu i sulforafanu majg odpowiednie wtasciwo-
$ci umozliwiajgce dobrg biodystrybucje koniugatu w krwioobiegu.

Przyktad 3 Okreslanie zawartosci selenu w prébce za pomoca metody ICP-MS

W celu okreslenia catkowitej zawartosci selenu w prébce 1 mL roztworu zostat pobrany i poddany
wspomaganej mikrofalowo mineralizacji w uktadzie zamknietym. Do tego celu uzyto 3 mL mieszaniny
kwasu azotowego (V) i perhydrolu w stosunku 3:1. W wyniku mineralizacji otrzymano klarowny roztwor.
Po odpowiednim rozcienczeniu roztworu okre$lono catkowitg zawartos¢ Se technikg ICP-MS. Stezenie
wyznaczono metodg krzywej kalibracyjnej, ktérej doktadnosci zweryfikowano poprzez analize materiatu
odniesienia o certyfikowanym stezeniu selenu (SPS SW1, Spectrapure Standards, Oslo, Norway).
Otrzymany wynik byt zgodny, w zakresie niepewnosci, z wartoscig certyfikowang. W badanym materiale
okres$lono stezenie selenu na 111,7 mg/L.

Przyktad 4 Okres$lanie skladu pierwiastkowego otrzymanego koniugatu na podstawie
analizy EDS

W celu przygotowania probki do badan zwirowano 2 mL prébki i otrzymany osad naniesiono na
tasme weglowg umieszczong na metalowym stoliku. Na Fig. 2A przedstawiono zdjecie koniugatu na-
noczastek selenu i sulforafanu otrzymane za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego (SEM,
ang. scanning electron microscopy). Przeprowadzono analize EDS (ang. energy-dispersive X-ray spec-
troscopy) otrzymanych koniugatéw w celu okreslenia sktadu elementarnego prébki — Fig. 2B. Prébka
skfadata sie z selenu Se (87,45%) oraz pierwiastkéw pochodzacych od sulforafanu takich jak siarka S
(0,81%), wegiel C (7,44%), tlen O (2,79%) i azot N (1,52%). Obecnos¢ siarki wskazuje na przytaczenie
sulforafanu do powierzchni nanoczastek selenu. Stosunek zawartosci sulforafanu do selenu w koniuga-
cie jest rowny 26 mg: 1 g.

Przyktad 5 Okres$lanie skladu pierwiastkowego powierzchni otrzymanego koniugatu
na podstawie analizy XPS

Przeprowadzono analize powierzchni koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu za pomocg me-
tody XPS (ang. X-ray photoelectron spectroscopy). Na Fig. 3A zamieszczono widmo przegladowe
w szerokim zakresie energii wigzania. Analiza widma potwierdza obecno$¢ w probce selenu, siarki,
azotu i tlenu. Wysoko rozdzielcze widmo sygnatu Se3d (dublet Se3ds»/Se3ds, Fig. 3B) potwierdza
obecnos¢ elementarnego selenu w prébce (sygnat Se3dse przy 55,1 eV) [J. F. Moulder et al.; Handbook
of X-ray Photoelectron Spectroscopy; Perkin-Elmer Corporation 1979: 92-93]. Widmo pasma S2p
(Fig. 3C) wykazuje obecnosé dwébch nieréwnocennych atoméw siarki (dwa dublety) pochodzgcych od
przytgczonego do powierzchni nanoczastek sulforafanu. Pik 2ps2 zawiera dwie sktadowe o energii wia-
zania odpowiednio 162,5 eV i 164,9 eV. Pierwsza sktadowa odpowiada atomowi siarki pochodzacemu
od grupy izotiocyjanianowej sulforafanu [B. Folkesson et al.; An ESCA investigation of some thiocya-
nato complexes; J. Electron Spectrosc. Relat. Phenom. 1982: (26): 157-166], natomiast sktadowa
0 wyzszej energii odpowiada atomowi siarki od grupy sulfotlenkowej sulforafanu [S. R. Kelemen et
al.; Direct determination and quantification of sulphur forms in heavy petroleum and coals: 1. The
X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) approach; Fuel 1990: (69): 939-944]. Przesuniecie che-
miczne sygnatu wzgledem wartoéci literaturowej rownej 165,8 eV moze $wiadczy¢ o oddziatywaniu
sulforafanu z nanoczastkami selenu poprzez atom tlenu grupy sulfotlenkowej. W prébce obecny jest
takze azot (pasmo N1s przy energii wigzania rownej 400,3 eV) pochodzgcy z grupy izotiocyjanianowe;j
sulforafanu (Fig. 3D). Analiza XPS potwierdza obecnos$¢ sulforafanu na powierzchni nanoczgstek
selenu. Wyznaczony stosunek masowy zawartosci sulforafanu do selenu (0,355:1) jest wyzszy niz
w przypadku analizy EDS, poniewaz widmo XPS jest zbierane z maksymalnie w warstwy 10 nm
w gfagb materiatu.

Przyktad 6 Badanie cytotoksycznosci koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu

Przeprowadzono badanie wstepne w celu okres$lenia zasadnosci wykorzystania koniugatu nano-
czgstek selenu i sulforafanu wobec komérek nowotworowych raka piersi MDA-MB-231. Na Fig. 4 znaj-
duje sie poréwnanie cytotoksycznosci kombinacji nanoczastek selenu i sulforafanu w postaci nie zwig-
zanej (SeNPs+SFN) z koniugatem nanoczgstek selenu i sulforafanu (SFN-SeNPs). Widoczne jest
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znacznie silniejsze dziatanie przeciwnowotworowe otrzymanego koniugatu nanoczgstek selenu i sulfo-
rafanu (SFN-SeNPs) w stosunku do jego komponentéw podanych facznie, spowodowane najprawdo-
podobniej lepszymi witasciwosciami fizykochemicznymi opisanymi w przyktadzie nr 2.

W celu doktadnego okre$lenia cytotoksycznos$ci otrzymanego koniugatu nanoczastek selenu
i sulforafanu przeprowadzono badania wobec komérek nowotworowych raka piersi (MDA-MB-231 oraz
MCF-7), raka okreznicy (Caco-2 oraz HT-29), raka prostaty (PC-3) oraz kontrolnie wobec komoérek
prawidtowych okreznicy (CRL-1790) oraz piersi (MCF-10A). Za pomocg programu GraphPadPrism
wyznaczono parametr ICso, ktdry okresla stezenie badanego zwigzku (tu: koniugatu) dla ktérego prze-
zywalnos¢ komorek jest rowna 50%. Na Fig. 5 znajduje sie wykres obrazujgcy wartos¢ parametru
ICso uzyskanego za pomocg dwoch testéw cytotoksycznodci: MTT oraz CVS. Uzyskane dane znajdujg
sie w Tabeli 1. Przedstawione stezenia sg wyrazone jako zawarto$é selenu [ppm] w prébce.

Tabela 1 Wartosci ICsy oraz odchylenie standardowe (SD) dla koniugatu
nanoczgstek selenu i sulforafanu uzyskane za pomocgq testu MTT oraz CVS.

Test MTT Test CVYS
Linia [Cso [ppm] SD[ppm] 1Cso [ppm] SD[ppm]
komorkowa
MDA-MB-231 0,18 0,01 0,19 0,01
MCF-7 0,25 0,03 0,24 0,03
PC-3 0,17 0,01 0,21 0,03
HT-29 0,21 0,02 0,27 0,02
Caco-2 0,38 0,04 0,42 0,01
CRL-1790 6,31 0,69 6,22 0,19
MCF-10A 4,02 0,13 4,84 0,68

Otrzymane koniugaty nanoczgstek selenu i sulforafanu charakteryzujg sie bardzo duzg selektyw-
noscig wobec komoérek nowotworowych, dzieki czemu mogtyby mieé¢ zastosowanie w terapii nowotwo-
row. Parametr ICso dla komérek prawidtowych okreznicy CRL-1790 oraz piersi MCF-10A jest ponad
dziesieciokrotnie wickszy niz dla komoérek nowotworowych raka piersi, raka okreznicy i prostaty. Ozna-
cza to, ze ponad dziesieciokrotnie mniejsze stezenie jest konieczne, aby osiggngé przezywalnos$é ko-
morek rowng 50% dla komoérek nowotworowych niz prawidtowych. W celu okre$lenia wptywu immobili-
zacji sulforafanu na powierzchni nanoczastek selenu przeprowadzono badanie cytotoksycznosci nano-
czastek selenu, sulforafanu oraz koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu. Na Fig. 6 znajduje sie
poréwnanie cytotoksycznosci komponentéw koniugatu osobno (nanoczgstki selenu oraz sulforafan),
a takze w postaci koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu. Modyfikacja nanoczgstek selenu poprzez
immobilizacje sulforafanu na ich powierzchni powoduje wzmocnienie ich dziatania przeciwnowotworo-
wego — stezenie selenu jest odpowiednio nizsze, aby uzyskacé taki sam efekt cytotoksyczny. Korzystnie,
dziatanie toksyczne otrzymanego koniugatu wobec komoérek prawidtowych jest obnizone w stosunku do
niemodyfikowych nanoczastek selenu. Wynika to z wzajemnej interakcji sulforafanu i nanoczgstek se-
lenu, co jest wyjasnione doktadnie w przykfadzie nr 7.
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Wykorzystane linie komérkowe:

Wszystkie badane linie komérkowe zakupiono z Amerykanskiej Kolekcji Kultur Komérkowych
ATTC (American Type Culture Collection).

Linia komérkowa MDA-MB-231

Linia komérkowa MDA-MB-231 to linia komérkowa raka piersi wywodzgca sie od 51-letniej ko-
biety rasy kaukaskiej. Komoérki MDA-MB-231 nie wykazujg ekspresji receptoréw estrogenowych, proge-
steronowych oraz HER-2/Neu.

Linia komérkowa MCF-7

Linia komérkowa MCF-7 to linia komérkowa raka piersi wywodzgca sie od 69-letniej kobiety rasy
kaukaskiej. Komérki MCF-7 wytwarzajg receptory estrogenowe, progesteronowe oraz HER-2/Neu.

Linia komérkowa PC-3

Linia komérkowa PC-3 to linia komérkowa raka prostaty wywodzgca sie od 62-letniego mezczy-
zny rasy kaukaskiej. Komorki tej linii pochodzg z przerzutéw do kosci i charakteryzujg sie duzg inwazyj-
noscia.

Linia komérkowa HT-29

Linia komorkowa HT-29 to linia komorkowa raka okreznicy wywodzgca sie od 44-letniej kobiety
rasy kaukaskiej. Duzg cze$¢ populacji komorek HT-29 stanowig komorki kubkowe wydzielajgce $luz
jelitowy.

Linia komérkowa Caco-2

Linia komérkowa Caco-2 to linia komérkowa raka okreznicy wywodzgca sie od 72-letniego mez-
czyzny rasy kaukaskiej. Sg to komoérki majgce zdolnosci absorpcyjne dzieki wytworzonemu systemu
mikrokosmkéw na ich powierzchni.

Linia komérkowa CRL-1790

Komérki CRL 1790 to prawidtowe komdrki pobrane z jelita 21 tygodniowego ptodu pici zenskie;.
Morfologicznie przypominajg one komorki nabtonka.

Linia komérkowa MCF-10A

Komérki MCF-10A to prawidtowe komorki piersi wywodzace sie od 36-letniej kobiety rasy kau-
kaskiej.

Prowadzenie hodowli komérkowej

Wszystkie linie komérkowe byly przechowywane zamrozone w zbiorniku z ciektym azotem w tem-
peraturze -196°C. W celu rozpoczecia hodowli ogrzano fiolke zawierajgcg komérki strumieniem cieptego
powierza z suszarki, a nastepnie przeniesiono zawiesine komoérek do butelki hodowlanej. Hodowla byta
prowadzona w inkubatorze w atmosferze 5% CO: i 37°C. Komorki inkubowano do osiggniecia konflu-
encji 80%, a nastepne pasazowano. Komérki odklejano za pomocg 0,25% roztworu trypsyny w EDTA.
W przypadku hodowli komérek linii CRL-1790 komorki byty dodatkowo skrobane z dna butelki, poniewaz
nie ulegaty catkowitemu odklejeniu od podtoza podczas trypsynizacji. Do do$wiadczenia zawiesine ko-
morek linii MCF-7, MDA-MB-231 lub PC-3 o gestosci 40 000 komoérek na 1 ml pozywki wysiewano na
plytki hodowlane 96-dotkowe. W przypadku linii CRL-1790 oraz MCF-10A uzyta byta zawiesina komoérek
o gestosci 80 000 komérek na 1 mL, a w przypadku linii komérkowej Caco-2 oraz HT-29 przygotowano
zawiesine o gestosci 60 000 komoérek na 1 mL. Nastepnie do dotkéw dodano koniugat nanoczastek
selenu i sulforafanu w odpowiednich stezeniach.

Test CVS (ang. Crystal Violet Staining)

Po przeptukaniu dotkow zawierajgcych komérki dodawano do kazdego dotka po 50 uL 0,5% fio-
letu krystalicznego i inkubowano 10 min w temperaturze pokojowej. Po tym czasie roztwér fioletu odpi-
petowano i dodano do kazdego dotka po 100 pL laurylosiarczanu sodowego 1% (SDS). Absorbancije
roztworu odczytywano przy A2=595 nm uzywajgc spektrofotometru POWER WAVE XS.

Test zywotnosci MTT (ang. methylthiazol tetrazolium salt)

Po przeptukaniu do kazdego dotka z komorkami dodano po 50 uL MTT (250 pug/mL) i wstawiono
na 3 godziny do inkubatora. Po tym czasie dodano izopropanolu (po 200 puL na kazdy dotek). Absor-
bancje roztworu odczytywano przy A=570 nm uzywajac spektrofotometru POWER WAVE XS.

Przyktad 7 Badania interakcji nanoczastek selenu z sulforafanem

Przeprowadzono badanie cytotoksycznoséci koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu oraz ich
skfadnikbédw osobno — nanoczastek selenu i sulforafanu, po czasie inkubacji rbwnym 72 godziny. Koniu-
gaty nanoczgstek selenu i sulforafanu otrzymano jak opisano w przykfadzie 1. Badania przeprowadzono
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na dwdch liniach komoérkowych raka piersi: MCF-7 i MDA-MB-231. Kontrolnie przeprowadzono badania
wobec komérek prawidtowych okreznicy CRL-1790 oraz piersi MCF-10A. Toksycznos$¢ zwigzkoéw — ich
wptyw na liczbe zywych komérek okre$lano za pomocg dwéch testéw cytotoksycznosci (MTT i CVS).

W celu okreslenia typu interakgji izotiocyjanianéw i nanoczastek selenu zastosowano metode
Chou-Talalaya do okreslenia indeksu Cl (ang. Combination Index). W przypadku gdy indeks CI jest
mniejszy od 0,9 oznacza wystepowanie synergizmu, gdy zawiera sie miedzy 0,9 a 1,1 — oznacza efekty
addytywne, natomiast wartosci indeksu Cl powyzej 1,1 wskazujg na antagonizm. Dla oddziatywan sy-
nergistycznych efekt dziatania koniugatow jest silniejszy niz efekty dziatania kazdej z substancji osobno.
Dodatkowo w podaniu tgcznym mozliwe jest stosowanie mniejszych dawek lekéw niz przy podaniu
osobnym.

Na Fig. 7 przedstawiono reprezentatywne przyktady badania interakcji nanoczgstek selenu i sul-
forafanu w badaniach in vitro wobec linii komoérkowej raka piersi MDA-MB-231 (A) oraz wobec linii ko-
morkowej MCF-7 (B). Wykazano, iz koniugaty nanoczastek selenu i sulforafanu cechujg sie silniejszym
dziataniem przeciwnowotworowym niz same nanoczgstki selenu i sam sulforafan, gdyz wartosci Cl sg
mniejsze od wartosci 0,9 dla catego zakresu frakcji komérek martwych. Dodatkowo w podaniu koniugatu
mozliwe jest stosowanie mniejszych dawek lekéw niz przy podaniu osobnym. Wyznaczone indeksy re-
dukcji dawki (DRI) wskazuja, ze mozliwe jest znaczgce obnizenie dawki poszczegdinych sktadnikow
koniugatu (Tabela 2).

Tabela 2 Warto$ci wspdfczynnikéw Cl i DRI dla koniugatu nanoczgstek selenu
i sulforafanu wobec komérek MDA-MB-231 oraz MCF-7.

MDA-MB-231 MCF-7
Frakcija DRI DRI Frakcja DRI DRI
Punkt komérek o1 (stezenie (stezenie komérek o1 (stezenic (stezenie
pomiarowy | martwych selenu z sulforafanu | martwych selenu z sulforafanu
koniugat) koniugatu)
z z
koniugatu) koniugalu)
1 0,30 0,40 4,38 5,83 0,23 0,45 3,57 5,77
2 0,45 0,42 3,04 11,31 0,31 0,70 2,09 4,57
3 0,47 0,46 2,69 11,44 0,37 0,84 1,63 4,48
4 0,56 0,45 2,48 20,15 0,53 0,70 1,75 7,94
5 0,58 0,51 2,15 20,30 0,59 0,71 1,66 9,01
6 0,66 0,54 1,97 32,13 0,79 0,66 1,65 18,01
7 0,77 0,51 2,00 80,80 0,85 0,76 1,41 21,29

W celu okre$lenia typu interakcji wobec komérek prawidtowych okreznicy CRL-1790 (Fig. 7C)
oraz piersi MCF-10A (Fig. 7D) przeprowadzono badanie dla takich samych stezen badanych substancji
jak w przypadku komérek raka piersi. Wszystkie punkty do$wiadczalne charakteryzowaty sie wartoscig
wspotczynnika Cl wiekszg niz 1,1, czyli antagonizmem. Dla oddziatywan antagonistycznych efekt dzia-
fania koniugatu jest stabszy niz efekt dziatania jego sktadnikéw stosowanych osobno. Dzieki zastoso-
waniu koniugatu nanoczgstek selenu z sulforafanem mozliwe jest obnizenie cytotoksycznosci wobec
komoérek prawidtowych (Tabela 3).
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Tabela 3. Warto$ci wspdfczynnikéw Cl dla koniugatu nanoczgstek selenu
i sulforafanu wobec komérek CRL-1790 oraz MCF-10A.

CRL-1790 MCF-10A
Punkt Frakcja komorek Frakcja komorek C1
pomiarowy martwych Cl martwych
1 0.01 2.02 0,01 2.99
2 0,02 2,29 0,08 1,26
3 0,04 1,90 0,15 121
4 0,05 2.12 0,21 1,18
5 0,07 1,88 0,21 1.81
6 0,10 2,17 0,20 2,14
7 0,16 2.07 0,20 247

Zgodnie ze stanem techniki znane jest przeciwnowotworowe dziatanie nanoczgstek selenu. Nie-
oczekiwanie okazato sie, ze koniugat zawierajgcy nanoczastki selenu i izotiocyjanian posiada lepsze
wiasnosci przeciwnowotworowe niz same nanoczgstki selenu, co nie byto do tej pory opisane ani suge-
rowane. Nanoczgstki selenu modyfikowane sulforafanem charakteryzujg sie antagonizmem w komér-
kach prawidtowych, co powoduje obnizenie cytotoksycznosci koniugatu wzgledem zdrowej tkanki, ale
jednoczes$nie w komérkach nowotworowych charakteryzuje sie on synergizmem co zwicksza efekt cy-
totoksyczny w tkance nowotworowej. Wykazany synergizm dziatania substancji czynnych jest efektem
bardzo korzystnym, poniewaz pozwala obnizy¢ stezenie efektywne leku. Podanie koniugatu nanocza-
stek selenu i sulforafanu umozliwia dwukrotne obnizenie stezenia nanoczgstek selenu oraz osiemdzie-
sieciokrotne obnizenie stezenia sulforafanu dla najwiekszych frakcji komérek martwych MDA-MB-231.
Natomiast w przypadku linii komérkowej MCF-7 mozliwe jest obnizenie dawki nanoczastek selenu
o potowe, a dla sulforafanu mozliwe jest ponad dwudziestokrotne obnizenie stezenia dla najwiekszych
frakcji komérek martwych. Jest to szczegoblnie wazne, poniewaz komoérki MDA-MB-231 charakteryzujg
sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu, co powoduje, ze sg bardziej
oporne na terapie. Tymczasem koniugaty nanoczgstek selenu i sulforafanu charakteryzujg sie duzg
cytotoksycznoscig wobec tych komoérek. Otrzymany koniugat jest zatem selektywny pod wzgledem dzia-
fania cytotoksycznego — cechuje sie mniejszg toksycznoécig uktadowa, a silniejszym dziataniem prze-
ciwnowotworowym — wykazuje lepsze wtasciwosci niz same nanoczastki selenu. Leki przeciwnowotwo-
rowe powinny cechowac sie takimi wtasciwosciami, dlatego koniugat wedtug wynalazku bedzie uzy-
teczny w leczeniu nowotworéw.

Przyktad 8 Badania toksycznoséci koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu in vivo

Procedury doswiadczalne zostaty przeprowadzone na podstawie zgody nr 43/2014, wydanej
przez IV Lokalng Komisje Etyczng ds. Do$wiadczen na Zwierzetach w Warszawie. Badania toksyczno-
Sci koniugatu nanoczastek selenu i sulforafanu przeprowadzono na dorostych samcach szczuréw stada
Cmd: (WDHWU Wistar o masie 200 g. Wykonano iniekcje roztworu koniugatu oraz fizjologicznego roz-
tworu soli (NaCl) jako kontroli do zyty ogonowej szczura. Nastepnie po okresie czasu rownym 24 h
wykonano badania krwi (gazometria, elektrolity, morfologia i biochemia) i badanie og6lne moczu w celu
okreslenia toksycznosci koniugatu. Wyniki zostaty przedstawione w Tabeli 4.
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T a b el a 4. Wyniki gazometrii, hematologii, biochemii i badania ogélnego moczu szczura
kontrolnego oraz szczura po podaniu dawki 100 mg koniugatu na 1 kg masy ciafa.

| Kontrola | Dawka 100mg/kg
Gazometria
pH 731 736
Cisnienie parcjalne dwutlenku wegla pCO, 45 48
[mmHg]
Stezenie wodoroweglanow HCO3 [mmol/L] 21,0 25,3
Cisnienie parcjalne tlenu pO;[mmHg] 57 63
Sod Na* [mmol/L] 136 141
Potas K™ [mmol/L] 6,7 5,4
Chlor C17 [mmol/L] 107 108
Hematologia
Erytrocyty [1/1] 7,1 7,4
Hemoglobina [g/dl] 14,7 15,4
Hematokryt [%0] 42,8 45,0
MCV [f1] 60,2 60,6
MCH [pg] 20,7 20,7
MCHC [g/dL] 34,3 34,2
Pytki krwi [GA] 834 987
RDW-CV [%] 13,30 14,10
Leukocyty Razem [G/1] 6,72 7,91
Neutrofile [%] 12,5 32.8
Limfocyty [%0] | 82,6 65,4
Monocyty [%] | 3.9 1,5
Eozynofile[®s] | 0,9 0,3
Bazofile [%0] 0,10 0,00
Biochemia
Kreatynina [mg/dl] 0,3 0,4
Mocznik [mg/dl] 50,0 49,0
Badanie ogélne moczu
Barwa zotty 70kty
Przejrzystosé przejrzysty przejrzysty
Glukoza ujemny ujemny
Bilirubina ujemny ujemny
Ciala ketonowe ujemny ujemny
Ciezar whasciwy [g/ml] 1,025 1,030
Erytrocyty ujemny ujemny
pH 75 6.5
Biatko[mg/dl] 30 30
Urobilinogen [mg/dl] 0,2 0,2
Azotyny ujemny ujemny
Leukocyty Sladowe $ladowe

Badanie gazometryczne krwi tetniczej wykazato brak znaczacych réznic pomiedzy szczurem kon-
trolnym, a szczurem po podaniu dawki 100 mg koniugatu na 1 kg masy ciata. Réwnowaga kwasowo-
zasadowa, wymiana gazowa organizmu oraz stezenie elektrolitéw nie ulegly zaburzeniu po podaniu
koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu.
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Zaréwno badanie hematologiczne jak i badanie ogélne moczu nie wykazato zmian fizjologicznych
u szczura po podaniu koniugatu. Wszystkie parametry znajdujg sie w granicach normy. Zawarto$¢ biatka
w moczu réwna 30 mg/dL oraz Sladowe iloSci leukocytow sg u szczurdéw zjawiskiem fizjologicznym [E.
J. Keeble, A Meredith; BSAVA manual of rodents and ferrets; Quedgeley: British Small Animal Veteri-
nary Association. 2009: 191-302]. Natomiast wyzsza zawarto$¢ plytek krwi u szczurdw niz u cztowieka
jest takze zjawiskiem normalnym [J. E. Harknesset al.; Harkness and Wagner’s Biology and Medicine
of Rabbits and Rodents; 5th ed. Ames: Wiley-Blackwell. 2010: 116—-131].

W celu okreslenia czynnos$ci nerek wykonano badanie biochemiczne — okre$lono zawarto$¢ kre-
atyniny i mocznika we krwi. Zaréwno w przypadku szczura kontrolnego jak i szczura badanego warto$ci
wskazujg na prawidtowg prace nerek.

Przeprowadzono takze badanie akumulacji selenu w narzadach szczura. Na Fig. 8 przedsta-
wiono stezenie selenu zakumulowanego w narzgdach szczura uzyskane za pomoca metody ICP-MS.
Najwieksze stezenie selenu znajdowato sie w Sledzionie, watrobie i nerkach, co jest spowodowane usu-
waniem koniugatu nanoczgstek selenu i sulforafanu z organizmu szczura przez uktad siateczkowo-
Srodbtonkowy.

Podsumowujac, koniugat nanoczgstek selenu i sulforafanu w stezeniu 100 mg na kilogram masy
ciata nie powoduje efektéw toksycznych w czasie 24 godzin od podania preparatu. Niska toksycznos¢
lekdéw przeciwnowotworowych jest bardzo waznym elementem, dzieki czemu mozliwe bytoby zastoso-
wanie przedstawionego koniugatu nanoczgstek selenu z izotiocyjanianami w terapii kliniczne;.

Zastrzezenia patentowe

1. Koniugat o wlasciwosciach przeciwnowotworowych zawierajgcy nanoczgstki selenu modyfi-
kowane co najmniej jednym izotiocyjanianem jako substancjg wzmacniajgcg dziatanie nano-
czgstek selenu do zastosowania w leczeniu nowotworu, przy czym co najmniej jeden izotio-
cyjanian jest immobilizowany na powierzchni nanoczgstek selenu.

2. Koniugat wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze izotiocyjanian wybrany jest z grupy obejmujg-
cej sulforafan, izotiocyjanian fenyloetylu, izotiocyjanian benzylu i izotiocyjanian allilu, izotio-
cyjanian 3-metyloindolu i ich analogi obejmujgce izotiocyjanian 2-oksoheptylu, alyssin, izo-
tiocyjanian 2-oksoheksylu oraz produkty ich rozktadu takie jak indolo-3-karbinol, lub ich mie-
szanine.

3. Koniugat wedtug zastrz. 1 lub 2, znamienny tym, ze izotiocyjanianem jest sulforafan.

4. Koniugat wedtug zastrz. 1 lub 3, znamienny tym, ze rozmiar $rednicy nanoczastek koniugatu
jest w zakresie 60-120 nm, korzystniej $rednica nanoczgstek koniugatu wynosi okoto
80120 nm, korzystniej okoto 80 nm, najkorzystniej okoto 100 nm.

5. Koniugat wedtug zastrz. 1—-4, znamienny tym, ze stosowany jest w leczeniu nowotworu wy-
branego z nowotworu piersi, raka piersi, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty, nowotworu
zotadka, nowotworu tarczycy, drobnokomoérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, ptaskona-
btonkowego raka gtowy i szyi, chtoniakéw, szpiczaka mnogiego, choroby Hodgkina, korzystnie
raka piersi.

6. Koniugat wedtug zastrz. 1-5, znamienny tym, ze stosowany jest w leczeniu nowotworu piersi
charakteryzujgcego sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.
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