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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna o wiasciwosciach przeciwnowotworo-
wych zawierajgca co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol jako substancje wzmacniajacg dziatanie
izotiocyjanianu, w ktérej co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol umieszczone sg w noéniku lipido-
wym wybranym z liposoméw, miceli lipidowych, korzystniej miceli lecytynowych oraz formulacja farma-
ceutyczna do zastosowania jako lek do leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu, szczegdlnie wo-
bec nowotworu piersi.

STAN TECHNIKI

Wspodiczesnie w terapii nowotwordw przede wszystkim stosowana jest chemioterapia. Jednak
cytostatyki stosowane w chemioterapii charakteryzujg sie wysokg toksycznoécig uktadowg. Poszuki-
wane sg zwigzki pochodzenia naturalnego, ktére charakteryzowatyby sie wysokg selektywnoscig
w dziataniu wobec komérek nowotworowych i prawidtowych, dzieki czemu mozliwe by byto zmniejsze-
nie ucigzliwych dla pacjenta skutkéw ubocznych.

Poszukiwane sg mieszaniny zwigzkow, ktére wykazujg efekt synergistyczny, co oznacza, ze ich
wspélne dziatanie przeciwnowotworowe jest silniejsze niz dziatanie poszczegdlnych sktadnikéw mie-
szaniny. Jednocze$nie korzystne jest jesli takie kombinacje zwigzkéw wykazujg nizszg toksycznosé wo-
bec komoérek prawidtowych niz dziatanie poszczegéinych sktadnikow mieszaniny.

W stanie techniki znane sg wlasnosci detoksykacyjne i przeciwnowotworowe izotiocyjaniandw.
Jest to grupa zwigzkéw wystepujgcych gtéwnie w warzywach krzyzowych. Zaréwno naturalne izotiocy-
janiany takie jak sulforafan, izotiocyjanian fenyloetylowy oraz izotiocyjanian benzylu jak i ich pochodne
syntetyczne takie jak allysin, izotiocyjanian 2-oksoheptylu, izotiocyjanian 2-oksoheksylu wykazaty ak-
tywnos$¢ przeciwnowotworowg [Xu K., Xiang W., Qing-hua Z. Are isothiocyanates potential anti-cancer
drugs? Acta Pharmacologica Sinica 2009(30): 501-512].

Organiczne zwigzki selenu wykazujg takze wtasnosci przeciwnowotworowe takie jak miedzy in-
nymi selol [Patent PL176530], ktdry swojg aktywno$é zawdziecza prooksydacyjnym wiasciwosciom se-
lenu na +4 stopniu utlenienia. Selol jest organicznym zwigzkiem selenu, ktéry ma lepszg przyswajalnosc
i jest mniej toksyczny niz zwigzki nieorganiczne selenu. Badania na zwierzetach — myszach i szczurach
— wykazaly, ze selol jest odpowiednio 56 i 30 razy mniej toksyczny niz zwigzek nieorganiczny selenu —
selenin sodu [Flis A., Suchocki P., Krélikowska M., Suchocka Z., Remiszewska M., Sliwka L., Ksigzek |.,
Sitarz K., Sochacka M., Hoser G., Anuszewska E., Wroczyniski P., Jastrzebski Z. Selenite triglycerides
— Redox-active agents; Pharmacological Reports 2015(67): 1-8].

W stanie techniki znane jest wykorzystanie liposoméw i miceli, jako no$nikéw lekéw, w tym lekow
przeciwnowotworowych. Celem dziatania no$nikow lekéw jest zwiekszenie efektywnosci leku, czyli
zwiekszenie jego akumulacji w tkance nowotworowej przy jednoczesnym zmniejszeniu toksycznosci
wobec tkanki zdrowej. Publikacja US4927571A1 ujawnia metode przygotowania kompozyciji liposomal-
nej zawierajgcej doksorubicyne do podania dozylnego.

Opisano przypadek wzmocnienia dziatania selolu przez dodanie do hodowli komérkowych raka
jelita grubego sulforafanu i jego pochodnych [Sliwka L, Wiktorska K, Suchocki P, Milczarek M, Mielcza-
rek S, Lubelska K, et al. (2016) The Comparison of MTT and CVS Assays for the Assessment of Anti-
cancer Agent Interactions. PLoS ONE 11(5): e0155772].

Dokumenty ze stanu techniki nie podajg przyktadéw wykorzystania kombinacji selolu ze zwigz-
kami z grupy izotiocyjanianéw zamknietych w no$nikach lipidowych, jako kompozycji charakteryzujgcej
sie selektywno$cig dziatania przeciwnowotworowego, szczegdlnie wobec nowotworéw piersi — w stanie
techniki brak jest informac;ji o efekcie synergistycznym takich mieszanin w postaci kompozycji w no$niku
lipidowym wobec komérek nowotworowych, a takze efekcie antagonistycznym wobec komérek prawi-
dtowych.

STRESZCZENIE WYNALAZKU

Celem niniejszego wynalazku jest dostarczenie kompozycji 0 wiasciwosciach przeciwnowotwo-
rowych i jednocze$nie o wysokiej selektywnos$ci dziatania. Nieoczekiwanie okazato sie, ze nos$niki lipi-
dowe zawierajgce mieszanine selolu i izotiocyjanianu, szczegdlnie selolu z sulforafanem oraz selolu
z izotiocyjanianem 2-oksoheptylu charakteryzujg sie podwyzszong aktywnos$cig przeciwnowotworows.
W szczegdlnosci zaobserwowano ich silne dziatanie wzgledem komérek nowotworu piersi MCF-7
i MDA-MB-231w badaniach in vitro. Korzystnie ponadto badane kombinacje charakteryzujg sie obni-
zong toksycznoscig wobec komérek prawidiowych CRL-1790. Badania przeprowadzono za pomocg
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dwoch testow cytotoksycznosci: MTT i CVDE mierzacymi zdolno$¢ zwigzku do obnizania zywotnosci
komoérek. W obu testach kombinacje zwigzkéw w noénikach lipidowych wykazywaty silny synergizm
dziatania selolu i izotiocyjaniandéw. Twércy wykazali, ze selol podany w nosniku lipidowym zwieksza
cytotoksyczno$é podanych w tym samym no$niku lipidowym izotiocyjanianéw w komérkach nowotwo-
rowych, a wiec wykazali, ze kombinacja tych zwigzkéw wykazuje dziatanie synergiczne w komoérkach
nowotworowych, szczeg6lnie nowotworu piersi a zarazem wykazuje bardzo korzystne dziatanie anta-
gonistyczne w komoérkach prawidtowych. Szczegdlnie korzystnie formulacja farmaceutyczna do zasto-
sowania w leczeniu nowotworéw zawierajgca mieszanine selolu i izotiocyjanianu w nos$niku lipidowym
jest do zastosowania w leczeniu agresywnej formy raka piersi opornej na inng terapie charakteryzujgcg
sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

Przedmiotem wynalazku jest kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach przeciwnowotworo-
wych zawierajgca co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol jako substancje wzmacniajacg dziatanie
izotiocyjanianu, przy czym co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol umieszczone sg w no$niku lipido-
wym wybranym z liposoméw, miceli lipidowych, korzystniej miceli lecytynowych kompozyc;ji.

Selol ma dziatanie ochronne wobec komoérek prawidtowych, co powoduje korzystne zmniejszenie
toksycznosci niniejszej kompozycji do zastosowania w leczeniu nowotworéw wobec prawidtowej tkanki.

W korzystnej kompozycji farmaceutycznej o wtasciwosciach przeciwnowotworowych do zastoso-
wania w leczeniu nowotwordw izotiocyjanian wybrany jest z grupy obejmujgcej sulforafan, izotiocyjanian
fenetylu, izotiocyjanian benzylu i izotiocyjanian allilu i ich analogi obejmujace izotiocyjanian 2-oksohep-
tylu, alyssin, izotiocyjanian 2-oksoheksylu, lub ich mieszanine. W korzystnej kompozycji farmaceutycz-
nej o wtasciwosciach przeciwnowotworowych bedgce nosnikami liposomy i micele lecytynowe wytwo-
rzone zostaty ze zwigzkdw lub ich mieszanin wybranych z grup lipidéw naturalnych, obejmujgcych lecy-
tyne z zéttka jaja kurzego, lecytyne sojowg i lipidow syntetycznych, zaréwno niedeuterowanych jak
i deuterowanych obejmujgcych fosfatydylocholiny, korzystnie 1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocho-
ling, cholesterol, lub distearoilo-fosfatydyloetanolamino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszanine.

Kompozycja farmaceutyczna o wiasciwosciach przeciwnowotworowych stosowana w leczeniu
nowotworu wybranego z: nowotworu piersi, raka piersi, nowotworu jajnika, nowotworu btony $luzowej
macicy, drobnokomérkowego raka ptuca, nowotworu pecherza moczowego, nowotworu tarczycy, no-
wotworu zotadka, nowotworu gruczotu krokowego, nowotworu watroby, chfoniaka Hodgkina, chtoniaka
nieziarniczego, ostrej biataczki limfoblastycznej, ostrej biataczki mieloblastycznej, szpiczaka mnogiego,
guza Wiliamsa, nerwiaka zarodkowego wspotczulnego, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowo-
tworu litego, nowotworu litego tkanek miekkich, miesaka kosciopochodnego, guza Ewinga, miesaka,
miesaka Kaposiego, nowotworu jadra, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty, nowotworu ukfadu po-
karmowego, nowotworu zotgdka, nowotworu tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu wa-
troby, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, chtoniaka, szpiczaka mnogiego oraz choroby Hodgkina.

W korzystnej kompozycji farmaceutycznej o wiasciwosciach przeciwnowotworowych stosowane;j
w leczeniu nowotworu izotiocyjanianem jest izotiocyjanian 2-oksoheptylu, no$nikiem lipidowym s3 lipo-
somy lub micele lipidowe, korzystnie micele lecytynowe, i przy czym nowotwor jest wybrany z nowo-
tworu piersi, raka piersi.

Korzystna kompozycja o wtasciwosciach przeciwnowotworowych stosowana jest w leczeniu no-
wotworu piersi, ktéry charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-
-2/Neu.

Wynalazek dotyczy réwniez formulacji farmaceutycznej o wtasciwosciach przeciwnowotworo-
wych zawierajgcej co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol jako substancje wzmacniajgca dziatanie
izotiocyjanianu, przy czym co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol umieszczone sg w no$niku lipido-
wym wybranym z liposoméw, miceli lipidowych, korzystniej miceli lecytynowych, do zastosowania jako
lek do leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu.

W korzystnej formulacji o wtasciwosciach przeciwnowotworowych, do zastosowania jako lek do
leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu izotiocyjanian wybrany jest z grupy obejmujgcej sulfora-
fan, izotiocyjanian fenetylu, izotiocyjanian benzylu i izotiocyjanian allilu i ich analogi obejmujgce izotio-
cyjanian 2-oksoheptylu, alyssin, izotiocyjanian 2-oksoheksylu, lub ich mieszaniny.

W korzystnej formulacji o wiasciwosciach przeciwnowotworowych, do zastosowania jako lek do
leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu bedgce no$nikami liposomy i micele lecytynowe wytwo-
rzone zostaty ze zwigzkdw lub ich mieszanin wybranych z grup lipidéw naturalnych, obejmujgcych lecy-
tyne z zéttka jaja kurzego, lecytyne sojowg i lipidow syntetycznych, zaréwno niedeuterowanych jak
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i deuterowanych obejmujgcych fosfatydylocholiny, korzystnie 1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocho-
ling, cholesterol, lub distearoilo-fosfatydyloetanolamino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszaniny. Korzyst-
nie formulacja o wiasciwosciach przeciwnowotworowych, do zastosowania jako lek do leczenia i zapo-
biegania rozwojowi nowotworu stosowana jest w leczeniu nowotworu wybranego z: nowotworu piersi,
raka piersi, nowotworu jajnika, nowotworu btony $luzowej macicy, drobnokomérkowego raka ptuca, no-
wotworu pecherza moczowego, nowotworu tarczycy, nowotworu zotgdka, nowotworu gruczotu kroko-
wego, nowotworu watroby, chtoniaka Hodgkina, chtoniaka nieziarniczego, ostrej biataczki limfoblastycz-
nej, ostrej biataczki mieloblastycznej, szpiczaka mnogiego, guza Wiliamsa, nerwiaka zarodkowego
wspétczulnego, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu litego, nowotworu litego tkanek miek-
kich, miesaka kosciopochodnego, guza Ewinga, miesaka, miesaka Kaposiego, nowotworu jgdra, nowo-
tworu jajnika, nowotworu prostaty, nowotworu uktadu pokarmowego, nowotworu zotagdka, nowotworu
tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi,
chtoniaka, szpiczaka mnogiego oraz choroby Hodgkina.

W korzystnej formulacji o wtasciwosciach przeciwnowotworowych, do zastosowania jako lek do
leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu izotiocyjanianem jest izotiocyjanian 2-oksoheptylu, no$ni-
kiem lipidowym sg liposomy lub micele lipidowe, korzystnie micele lecytynowe, i przy czym nowotwér
jest wybrany z nowotworu piersi, raka piersi.

Korzystna formulacja do zastosowania w leczeniu nowotworu, w ktérej izotiocyjanianem jest sul-
forafan, i przy czym nowotwér jest wybrany z nowotworu piersi, raka piersi.

Korzystnie formulacja o wiasciwosciach przeciwnowotworowych, do zastosowania jako lek do
leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu, ktéry charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogeno-
wych, progesteronowych i HER-2/Neu.

W celu wytworzenia kompozycji liposomalnej w pierwszym etapie wodna zawiesina zawierajgca
lipid, wybrany izotiocyjanian i selol poddawana jest dziataniu ultradzwiekéw. Nastepnie otrzymany roz-
twor jest naprzemiennie mrozony za pomocg ciektego azotu i rozmrazany w 50°C w celu kontrakgc;ji
objetosci wytworzonych liposomoéw. Na koniec roztwo6r jest przepuszczany przez filtr, korzystnie strzy-
kawkowy o $rednicy od kilkudziesieciu do kilkuset nanometréw. Po przecisnieciu probki przez filtr, ko-
rzystnie strzykawkowy, mieszanina poddawana jest dializie w celu usuniecia izotiocyjanianéw nieza-
mknietych w liposomach. Natomiast w celu wytworzenia kompozycji micelarnej w pierwszym etapie le-
cytyna, selol oraz izotiocyjanian, ktéry jest zwigzkiem nierozpuszczalnym w wodzie ulegajg ucieraniu
w mozdzierzu, a nastepnie po dodaniu wody sonifikacji i analogicznie roztwor jest przepuszczany przez
filtr strzykawkowy. W stanie techniki znane sg inne sposoby wytwarzania no$nikéw lipidowych, ktére
mogq byé wykorzystane do wytworzenia kompozycji zawierajgcej co najmniej jeden izotiocyjanian oraz
selol w no$niku lipidowym do zastosowania w leczeniu nowotworu wedtug wynalazku.

Opisane jest rowniez zastosowanie kompozyciji zawierajgcej co najmniej jeden izotiocyjanian oraz
selol w no$niku lipidowym w sposobach leczenia choréb nowotworowych, w tym przede wszystkim no-
wotworéw piersi. Ujawnione zostalo zastosowanie kompozycji zawierajgcej co najmniej jeden izotiocy-
janian oraz selol w no$niku lipidowym do wytwarzania leku przeznaczonego do leczenia nowotworu.

Problem terapii nowotworéw w Polsce i na $wiecie pozostaje wcigz nierozwigzany, wcigz szuka
sie bardziej skutecznych metod terapii 0 zmniejszonej toksycznos$ci uktadowej. Nieoczekiwanie okazato
sie, ze potgczenia selolu i izotiocyjanianu, szczegdlnie selolu i sulforafanu oraz selolu i izotiocyjanianu
2-oksoheptylu umieszczone w no$niku lipidowym w badaniach in vitro wykazaty lepsze wiasnosci cyto-
toksyczne wzgledem komérek nowotworu piersi niz sam sulforafan oraz sam izotiocyjanian 2-oksohep-
tylu czy sam selol, czy gdy sg podawane tgcznie nie w nos$niku, szczeg6inie wobec nowotworu piersi
charakteryzujgcego sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.

Formulacja / kompozycja zawierajgca mieszanine selolu i izotiocyjanianu w no$niku lipidowym do
zastosowania w leczeniu nowotwordéw wedtug wynalazku cechuje sie znaczgco zmniejszong toksycz-
noscig wzgledem komorek prawidtowych, co zostato potwierdzone na podstawie pomiaréw przezywal-
nosci komérek prawidtowych CRL-1790 w badaniach in vitro. Formulacje / kompozycje farmaceutyczng
zawierajgca mieszanine selolu i izotiocyjanianu w noéniku lipidowym do zastosowania w leczeniu no-
wotworéw podaje sie na ogét w postaci odpowiednich form farmaceutycznych, gdzie substancje czynne
umieszczane w nosnikach lipidowych mogg by¢ potaczone z terapeutycznie dopuszczalnym nos$nikiem.

Wybor terapeutycznie dopuszczalnego nos$nika bedzie zalezat od drogi podania kompozyciji / for-
mulacji farmaceutycznej zawierajgca mieszanine selolu i izotiocyjanianu w no$niku lipidowym do zasto-
sowania w leczeniu nowotworéw jak réwniez od koniecznos$ci zabezpieczenia go przed inaktywacjg lub
degradacjg, przed wprowadzeniem do komérek, tkanek lub organizmu. Terapeutycznie dopuszczalne
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no$niki obejmujg rozpuszczalniki, Srodowiska dyspersyjne i Srodki pomocnicze (powlekajgce, po-
wierzchniowo czynne, smakowo-zapachowe, antyoksydanty i inne).

Kompozycje / formulacje farmaceutyczng zawierajgcg mieszanine selolu i izotiocyjanianu w no-
$niku lipidowym do zastosowania w leczeniu nowotworéw wedtug wynalazku mozna podawacé réznymi
drogami, w tym na drodze iniekcji, doustnie, miejscowo i rektalnie.

Dawke kompozycji / formulacji farmaceutycznej zawierajgcg mieszanine selolu i izotiocyjanianu
w nos$niku lipidowym do zastosowania w leczeniu nowotwordw ustala sie uwzgledniajgc droge podania,
stan wymagajacy leczenia lub profilaktyki, a takze inne specyficzne okoliczno$ci.

KROTKI OPIS FIGUR

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

Fig. 1 pokazuje zdjecie TEM (A) micel wypetnionych selolem i izotiocyjanianem 2-oksoheptylu
(200 nm); (B) liposomoéw wypetnionych selolem i sulforafanem (100 nm).

Fig. 2 przedstawia zalezno$é wartosci wspotczynnika Cl (okreslajgcego rodzaj obserwowanej
interakciji) od frakcji komérek martwych (okreslajacej ilo§¢ martwych komérek) dla kombinacii (A) izotio-
cyjanianu 2-oksoheptylu (HPT) i selolu w micelach lecytynowych wobec linii komérkowej MCF-7; (B)
izotiocyjanianu 2-oksoheptylu (HPT) i selolu w micelach lecytynowych wobec linii komérkowej MDA-
MB-231.

Fig. 3 przedstawia zalezno$é wartosci wspétczynnika Cl (okreslajgcego rodzaj obserwowanej
interakciji) od frakcji komérek martwych (okre$lajacej ilo$¢ martwych komérek) dla kombinac;ji (A) sulfo-
rafanu (SFN) i selolu w liposomach wobec linii komérkowej MCF-7; (B) sulforafanu (SFN) i selolu w li-
posomach wobec linii komérkowej MDA-MB-231.

Fig. 4 przedstawia poréwnanie typu interakcji podania () fgcznego izotiocyjanianu 2-oksohep-
tylu i selolu z (e) formulacjg zawierajgca selol i izotiocyjanian 2-oksoheptylu umieszczone razem w mi-
celach lecytynowych wobec linii komérkowej (A) MCF-7 oraz (B) MDA-MB-231.

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 okre$lonych mate-
riatbw i metod.

Przyktad 1. Przygotowanie liposoméw DMPC zawierajacych selol i izotiocyjaniany (na
przyktadzie sulforafanu)

A. Do 2,4 mg DMPC (1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocholina) dodano 600 pL roztworu selolu

(3 mg/600 uL) w chloroformie i nastepnie odparowano catkowicie chloroform z fiolki za po-
mocg argonu z butli, po czym dodano 150 uL roztworu sulforafanu 24 mg/ 10 mL w PBS.
Nastepnie probke sonifikowano przez 3 minuty, po czym prébke mrozono czterokrotnie za
pomocy ciektego azotu i rozmrazano w 50°C w celu kontrakcji objetosci liposomoéw. Nastep-
nie roztwor zostat przeci$niety przez filtr strzykawkowy o $rednicy poréw 0,45 um, po czym
roztwor dializowano przez 24 h w temperaturze 4°C za pomocg probéwek do dializy zanu-
rzonych w buforze PBS.

B. Wykorzystujagc zmodyfikowang procedure wytwarzania no$nikoéw liposomowych opisang
w pkt. A otrzymano:

liposomy zawierajgce jedynie izotiocyjanian (w trakcie wytwarzania nie dodawano selolu);

- liposomy zawierajgce jedynie selol (w trakcie wytwarzania nie dodawano izotiocyjanianu);

- puste noéniki liposomowe (w trakcie wytwarzania nie dodawano selolu ani izotiocyjanianu).

Przyktad 2. Przygotowanie micel lecytynowych zawierajgcych selol i izotiocyjaniany
(na przyktadzie izotiocyjanianu 2-oksoheptylu)

A. Do mozdzierza dodano 80 mg lecytyny, 100 mg selolu oraz 0,6 mg izotiocyjanianu 2-okso-
heptylu, po czym starannie ucierano do uzyskania jednolitej konsystencji, po czym porcjami
dodawano 5 mL PBS za kazdym razem ponownie ucierajac, aby uzyskac jednolity roztwoér,
po czym sonifikowano przez 5 minut i przeci$nieto przez filtr strzykawkowy 0,45 pum.

B. Wykorzystujgc zmodyfikowang procedure wytwarzania nosnikéw w postaci miceli, korzystnie
lecytynowych opisang w pkt. A otrzymano:
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- micele lecytynowe zawierajgce jedynie izotiocyjanian (w trakcie wytwarzania nie dodawano
selolu);
- micele lecytynowe zawierajgce jedynie selol (w trakcie wytwarzania nie dodawano izotiocy-
janianu);
- puste nosniki w postaci miceli lecytynowych (w trakcie wytwarzania nie dodawano selolu
ani izotiocyjanianu).
Przyktad 3. Okreslenie rozmiaré6w otrzymanych liposoméw na podstawie pomiaréw
mikroskopowych
W celu przygotowania prébek do badan za pomocg transmisyjnego mikroskopu elektronowego
(TEM) rozcienczono dwudziestokrotnie probki otrzymane w przyktadzie 1 i 2 za pomocg roztworu PBS.
Nastepnie dodano jedng krople przygotowanej probki na siateczke TEM i pozostawiono do wyschniecia
przez 24 godziny. Na fig. 1A oraz fig. 1B przedstawiono reprezentatywne zdjecia mikroskopowe odpo-
wiednio micel lecytynowych zawierajgcych selol i izotiocyjanian 2-oksoheptylu oraz liposomoéw zawie-
rajgcych selol i sulforafan. Otrzymane micele lecytynowe charakteryzowaty sie $rednicg okoto 50 nm,
natomiast otrzymane liposomy charakteryzowaty sie Srednicg okoto 200 nm.
Przyktad 4. Okreslanie wydajno$ci enkapsulacji izotiocyjanianéw
W celu okres$lenia wydajnos$ci enkapsulacji izotiocyjanianéw w liposomach otrzymanych w przy-
ktadzie 1 zarejestrowano widmo UV-VIS dla roztworu wzorcowego w THF (tetrahydrofuran) oraz widmo
dla probki liposomoéw zawierajgcych izotiocyjaniany, po uprzednim odparowaniu wody z prébki i roz-
puszczeniu w THF. Pomiar absorbancji majgcy na celu wyznaczenie zawartosci sulforafanu prowa-
dzony byt przy dtugosci fali 332 nm.
Przyktadowo, w przypadku liposomoéw zawierajgcych selol i sulforafan wytworzonych zgodnie
z przyktadem 1, wydajno$¢ enkapsulacji selolu wynosita 100% (poniewaz selol jest substancjg hydro-
fobowg i w catosci znajduje sie wewnatrz dwuwarstwy lipidowej). Natomiast wydajno$é enkapsulacji
sulforafanu wynosita 6,5%.
Przyktad 5. Badania interakcji selolu z izotiocyjanianami
Przeprowadzono badanie cytotoksycznosci badanych zwigzkéw podanych w nosnikach lipido-
jgce sam izotiocyjanian, sam selol oraz puste no$niki otrzymano jak opisano w przyktadzie 1 i przykta-
dzie 2.
Badania przeprowadzono wobec dwdch linii komérkowych raka piersi: MCF-7 i MDA-MB-231
oraz kontrolnie wobec komérek prawidtowych CRL-1790. Badania cytotoksycznos$ci zwigzkéw czyli ich
wptyw na liczbe zywych komérek okreslano przy uzyciu dwéch testow cytotoksycznosci (MTT i CVS).

Wykorzystane linie komérkowe:

Linia komérkowa MCF-7

Linia komdrkowa MCF-7 to linia komérkowa raka piersi wywodzgca sie od 69-letniej kobiety rasy
kaukaskiej. Komorki MCF-7 wytwarzajg receptory estrogenowe i progesteronowe. Linie komérkowg
MCF-7 zakupiono z ATTC (American TypeCulture Collection).

Linia komérkowa MDA-MB-231

Linia komoérkowa MDA-MB-231 to linia komérkowa raka piersi wywodzgca sie od 51-letniej ko-
biety rasy kaukaskiej. Komoérki MDA-MB-231 nie wykazujg ekspresiji receptorow estrogenowych i pro-
gesteronowych oraz HER-2/Neu. Linie komdrkowg MDA-MB-231 zakupiono z ATTC.

Komérki CRL-1790

Komorki CRL 1790 to prawidtowe komorki pobrane z jelita 21 tygodniowego ptodu pici zenskiej.
Morfologicznie przypominajg one komérki nabtonka, jednak nie zawierajg keratyny i brakuje jedno-
znacznych danych potwierdzajgcych ich pochodzenie. Linie komdrkowg CRL-1790 zakupiono z ATTC.

Prowadzenie hodowli komorkowej:

Linie komérkowe MCF-7, MDA-MB-231 oraz CRL-1790 byty przechowywane zamrozone w zbior-
niku z cieklym azotem w temperaturze -196°C. W celu rozpoczecia hodowli ogrzano fiolke zawierajgcg
komorki strumieniem cieptego powierza z suszarki, a nastepnie przeniesiono zawiesine komérek do
butelki hodowlanej. Hodowla byta prowadzona w inkubatorze w atmosferze 5% CO- i 37°C. Komorki
inkubowano do osiggniecia konfluencji 80%, a nastepne pasazowano. Komérki odklejano za pomocg
0,25% roztworu trypsyny w EDTA. W przypadku hodowli komérek linii CRL-1790 komérki byty dodat-
kowo skrobane z dna butelki, poniewaz nie ulegaty catkowitemu odklejeniu od podtoza podczas trypsy-
nizacji. Komorki nowotworowe rozcieficzano w $wiezej pozywce w stosunku 1:4, komérki prawidtowe
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w stosunku 1:2. Do do$wiadczenia zawiesine komérek linii MCF-7 lub MDA-MB-231 o gestosci 40 000
tysiecy komérek na 1 ml pozywki wysiewano na plytki hodowlane 96-dotkowe. W przypadku linii
CRL-1790 uzyta byta zawiesina komdrek o gestosci 80 000 tysiecy komdrek na 1 mL. Nastepnie do
nych stezeniach, sam selol w réznych stezeniach oraz mieszanine tych zwigzkéw w odpowiednich ste-
zeniach. Zostata takze wykonana prébka kontrolna, polegajgca na dodaniu pustych no$nikéw lipido-
wych do ptytek 96-dotkowych.

Test zywotnosci CVS (ang. Crystal Violet Staining)

Po przeptukaniu dotkéw zawierajgcych komorki dodawano do kazdego dotka po 50 L 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 uL laurylosiarczanu sodowego 1% (SDS). Absorbancje
roztworu odczytywano przy X = 595 nm uzywajgc spektrofotometru POWER WAVE XS.

Test zywotnosci MTT (ang. methylthiazoltetrazolium salt)

Po przeptukaniu do kazdego dotka z komdrkami dodano po 50 L MTT (250 pg/mL) i wstawiono
na 3 godziny do inkubatora. Po tym czasie ptytki zalano izopropanolem (po 200 uL na kazdy dotek).
Absorbancje roztworu odczytywano przy A = 570 nm uzywajgc spektrofotometru POWER WAVE XS.

W celu okres$lenia typu interakcji selolu oraz izotiocyjanianéw zostata zastosowana metoda Chou-
Talalay. Rodzaj interakcji oceniano za pomocg indeksu Cl (ang. Combination Index), ktéry w przypadku
gdy jest mniejszy od 0,9 oznacza wystepowanie synergizmu, gdy zawiera sie miedzy 0,9 a 1,1 — ozna-
cza oddziatywania addytywne. Oddziatywanie synergistyczne oznacza, ze efekt dziatania mieszaniny
jest silniejszy niz efekty dziatania kazdej z substancji osobno. Dzieki temu w podaniu tgcznym mozliwe
jest stosowanie obnizonych dawek lekéw niz przy podaniu osobnym.

Na fig. 2A i fig. 3A przedstawiono reprezentatywne przyktady badania interakcji selolu i odpo-
wiednio izotiocyjanianu 2-oksoheptylu (HPT) oraz sulforafanu (SFN) w badaniach in vitro wobec komo-
rek raka piersi MCF-7. Natomiast na fig. 2B i fig. 3B przedstawiono badanie in vitro wobec komdérek
raka piersi MDA-MB-231. Wykazano, ze liposomy zawierajgce mieszanine selolu i izotiocyjanianu ce-
chujg sie silniejszym dziataniem przeciwnowotworowym niz substancje aktywne podane osobno. Wy-
znaczone indeksy redukcji dawki (DRI) wskazujg, ze mozliwe jest znaczgce obnizenie dawki selolu oraz
izotiocyjanianu (Tabela 1 oraz Tabela 2).

Tabela 1. Wartosci wspéfczynnikéw Cli DRI dla selolu oraz HPT w no$niku lipidowym w postaci micel lecyty-
nowych uzyskane przy uzyciu testu MTT wobec komérek MCF-7 oraz MDA-MB-231

Selol+HPT (MCF-7) Selol+HPT (MDA-MB-231)
Punkt Frakcja Frakcja
. komérek | CI DRI DRI |  komérek Cl | DRI | DRI
pomiarowy martwych (selol) (HPT) martwych (selol) | (HPT)
1 0,30 0,128 19006,8 7,82 0.20 0,323 | 33,77 | 3,42
2 041 0,228 101827 4,39 0,36 0.689 | 14,97 | 1.6]
3 0,44 0.346 98546,0 2,89 0.52 0,788 | 12,82 | 1,40
4 0,56 0,320 911096 3,12 0,70 0.605 | 16,31 1,84
5 0,64 0.285 4402305 3,51 0.80 0511 | 1897 | 2.18
6 0,78 0,226 | 117400000 | 4,42 0.89 0438 | 21,69 | 2,55
7 0,88 0,097 | 6383000000 | 10.28 0,91 0486 | 1940 | 2,30

Nieoczekiwanie okazato sie, ze formulacja farmaceutyczna zawierajgca mieszanine selolu i izo-
tiocyjanianu 2-oksoheptylu w lipidowym no$niku posiada duzo lepsze wiasnosci przeciwnowotworowe
niz sam izotiocyjanian 2-oksoheptylu,co nie byto w literaturze opisane ani sugerowane. Wartosci Cl sg
mniejsze od wartosci 0,35 dla catego zakresu frakcji komérek martwych w przypadku badania wobec
komérek MCF-7, co oznacza, ze interakcja przybiera charakter silnego synergizmu. Réwniez podczas
badania wobec komérek MDA-MB-231 zaobserwowano synergizm, a wartosci wspotczynnika Cl sg niz-
sze niz 0,8 dla catego zakresu frakcji komoérek martwych. Dzieki temu w podaniu tgcznym w no$niku
lipidowym mozliwe jest stosowanie mniejszych dawek lekéw niz przy podaniu osobnym. Podanie
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wspélne zwigzkéw umozliwia okoto dziesieciokrotne oraz ponad dwukrotne obnizenie stezenia izotio-
cyjanianu 2-oksoheptylu dla najwiekszych frakcji komérek martwych odpowiednio MCF-7 oraz MDA-
MB-231.

Tabela 2. Wartoci wspdfczynnikéw Cl i DRI dla selolu oraz SFN w no$niku lipidowym w postaci liposoméw
uzyskane przy uzyciu testu MTT wobec komérek MCF-7 oraz MDA-MB-231

Selol+SFN (MCF-7) Selol+SFN (MDA-MB-231)
Frakcja Frakcja
Punkit
. komérck ClI DRI DRI komorck Cl DRI DRI
pomiarowy _
martwych (sclol) (SFN) | martwych (scloD) | (HPT)
] 0.21 0,539 | 12,67 2,18 0.37 0,355 | 46,38 | 3.00
2 0,33 0,679 | 14,31 1.64 0.60 0.674 | 31.24 | 1.56
3 0.46 0.775 17.18 1,40 0,73 0.814 | 30.44 | 1,28
4 0.55 0,639 | 26,03 1,67 0,84 0,988 | 29,71 1,05
5 0.70 0319 77.02 3,27 0.86 1.087 | 28,56 | 0,95
6 0.78 0.284 | 113,66 3.64 0,93 0.899 | 42,11 1,14

Formulacja farmaceutyczna zawierajgca mieszanine selolu i sulforafanu w no$niku lipidowym
réwniez wykazata sie bardzo dobrg charakterystykg. Warto$ci wspétczynnika Cl sg mniejsze niz 0,8 dla
catego zakresu frakcji komérek martwych w przypadku badania wobec komérek MCF-7, co oznacza,
ze jest to interakcja synergistyczna. Natomiast w przypadku interakcji selolu i sulforafanu wobec komoé-
rek raka piersi MDA-MB-231 zaobserwowano synergizm dla nizszych frakcji komérek martwych
(Cl<0,9), a dla wyzszych frakcji komérek martwych zaobserwowano addytywizm (Cl<1,1). Wykazany
synergizm dziatania badanych substancji jest efektem bardzo korzystnym, poniewaz pozwala obnizy¢
stezenie efektywne leku. Podanie wspélne zwigzkdéw w nos$niku lipidowym umozliwia prawie cztero-
krotng redukcje dawki sulforafanu dla najwiekszych frakcji komérek martwych MCF-7.

Tabela 3. Warto$ci wspdfczynnikéw Cl dla selolu oraz SFN i HPT w no$niku lipidowym w postaci liposomow i
micel lecytynowych uzyskane przy uzyciu testu MTT wobec komérek CRL-1790

Selol+SFN Selol+HPT
Punkt Frakcja komarek Frakcja komorek
ClI Cl
pomiarowy martwych martwych

] 0.02 79897.2 0.02 29
2 0.03 41163.5 0.02 5.4
3 0,01 746700000 0,03 5.6
4 0.03 131861.0 0.07 4.1
5 0.05 17264.7 0.13 3.0
6 0,08 1112.3 0.51 L1
7 0.13 54.9 0,67 0.8

Podanie faczne selolu i sulforafanu w no$niku lipidowym w postaci liposoméw charakteryzuje sie
bardzo silnym antagonizmem w komaérkach prawidtowych CRL-1790, co powoduje obnizenie cytotok-
sycznosci formulacji wobec zdrowej tkanki. Warto$ci wspétczynnika Cl sg bardzo wysokie, a frakcja
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komoérek martwych dla najwyzszego stezenia substancji wynosi jedynie 0,13, co oznacza, ze badana
formulacja jest praktycznie nie toksyczna dla komérek prawidtowych CRL-1790 (Tabela 3). Réwniez
formulacja selolu i izotiocyjanianu 2-oksoheptylu w micelach lecytynowych charakteryzuje sie interakcjg
antagonistyczng, a dla wyzszych frakcji komérek martwych addytywizmem wobec komérek prawidto-
wych (Tabela 3).

Otrzymane preparaty selolu i izotiocyjanianu w no$niku lipidowym charakteryzujg sie duzg selek-
tywnoscig dziatania cytotoksycznego, szczegdlnie wobec nowotworu piersi w tym agresywnej formy
raka piersi charakteryzujgcej sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesteronowych i HER-2/Neu.
Ich zastosowanie powoduje obnizenie toksycznos$ci uktadowej, a zarazem silniejsze dziatanie przeciw-
nowotworowe niz przy podaniu osobnym substancji aktywnych. Leki przeciwnowotworowe powinny ce-
chowac sie takimi wtasciwosciami, dlatego formulacja farmaceutyczna wedtug wynalazku bedzie bardzo
uzyteczna w leczeniu nowotwordw.

Przyktad 6. Porébwnanie typu interakcji formulacji zawierajacej selol i izotiocyjanian
umieszczonych razem w micelach lecytynowych oraz tacznego podania selolu i izotiocyjanianu
(na przyktadzie izotiocyjanianu 2-oksoheptylu)

W celu okre$lenia zasadnos$ci tworzenia formulacji przeprowadzono badanie cytotoksycznosci
badanych zwigzkéw podanych w no$nikach lipidowych poprzez podanie zaréwno w przypadku podania
tacznego (podanych tgcznie nie w nosniku lipidowym) jak i w postaci formulacji zawierajgcej selol i izo-
tiocyjanian 2-oksoheptylu umieszczonych razem micelach lecytynowych (podanych tgcznie w nosniku
lipidowym). Noéniki lipidowe zawierajgce izotiocyjanian 2-oksoheptylu oraz selol otrzymano jak opisano
w Przykiadzie 2.

Na fig. 4A i fig. 4B przedstawiono poréwnanie typu interakcji podania tgcznego selolu i izotiocy-
janianu 2-oksoheptylu (selol+HPT) oraz formulacji zawierajacg selol i izotiocyjanian 2-oksoheptylu,
ktére sg umieszczone razem w micelach lecytynowych (formulacja selol+HPT). Badania przeprowa-
dzono za pomocg testu MTT wobec komérek nowotworowych piersi MCF-7 oraz MDA-MB-231. Wyniki
zostaty takze przedstawione w Tabeli 4.

Tabela 4. WartoSci wspéfczynnikéw Cl dla selolu oraz HPT uzyskane przy uzyciu testu MTT wobec komérek

MCF-7 oraz MDA-MB-231 po czasie inkubacji rownym 72 h dla podania tgcznego oraz w przypadku formulacji,
gdzie skfadniki sg umieszczone razem w micelach lecytynowych.

Selol+HPT (MCF-7) Selol+HPT (MDA -MB-231)
podanic taczne formulacja w podanic taczne formulacja w
micelach micelach
Frakcja Frakcja Frakcja Frakcja
komorek komérek komorek komorek
martwych |y |martwych| ¢ [martwych| 1 |martwych Cl
0.37 0.580 0.30 0,128 0.29 1,274 0.20 0,323
0,41 0,994 0,41 0,228 0,50 1,199 0,36 0,689

0.52 1.013 0.44 0,346 0.60 1,195 0.52 0,788
0,72 0.671 0.56 0,320 0.79 1.023 0,70 0,605
0,78 0,647 0,64 0,285 0,88 0,991 0,80 0,511
0.84 0.562 0.78 0,226 0,94 0.963 0.89 0,438
0.87 0.517 (.88 0,097 0.95 0.970 0.91 (0,486

Badania wykazaly, ze formulacja zawierajgca selol i izotiocyjanian 2-oksoheptylu, ktére sg
umieszczone razem w micelach lecytynowych charakteryzuje sie znacznie silniejszym efektem syner-
gistycznym wobec komdrek nowotworowych MCF-7 niz podanie tgczne jej sktadnikow aktywnych. War-
toSci wspotczynnika Cl dla podania tgcznego wynosity 0,52—1,01 w zaleznos$ci od punktu pomiarowego,
czyli takie potgcznie ma charakter addytywno-synergistyczny. Natomiast, formulacja zawierajgca selol
i izotiocyjanian 2-oksoheptylu w micelach lecytynowych charakteryzowata sie silnym synergizmem (war-
tosci Cl: 0,01-0,35). Takze w przypadku komérek nowotworowych MDA-MB-231 charakter interakciji
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ulegt zmianie po wsp6inym zamknieciu selolu i izotiocyjanianu 2-oksoheptylu w formulacje. Po podaniu
facznym badanych zwigzkéw wartosci wspétczynnika Cl byty w zakresie 0,96—1,28, czyli typ interakciji
mozna opisaé jako addytywo-antagonistyczny. Formulacja zawierajgca selol i izotiocyjanian 2-oksohep-
tylu ktére sg umieszczone razem w micelach lecytynowych charakteryzowata sie natomiast synergi-
zmem wobec komérek MDA-MB-231 (wartosci Cl: 0,32-0,79).

Podsumowujgc, dziatanie przeciwnowotworowe jest silnie wzmocnione dzieki wspdélnego za-
mkniecia badanych zwigzkéw w micelach lecytynowych w posta¢ opisywanej formulacji. Dzieki za-
mkniecia selolu i izotiocyjanianu 2-oksoheptylu mozliwe jest uzyskanie znacznie silniejszego dziatania
przeciwnowotworowego niz w przypadku prostego podania tgcznego tych zwigzkéw wobec komoérek
nowotworu piersi.

Zastrzezenia patentowe

1. Kompozycja farmaceutyczna o wtasciwosciach przeciwnowotworowych znamienna tym, ze
zawiera co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol jako substancje wzmacniajgcg dziatanie
izotiocyjanianu, przy czym co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol umieszczone sg w no-
$niku lipidowym wybranym z liposomow, miceli lipidowych, korzystniej miceli lecytynowych.

2. Kompozycja wedtug zastrz. 1 znamienna tym, ze izotiocyjanian wybrany jest z grupy obej-
mujgcej sulforafan, izotiocyjanian fenetylu, izotiocyjanian benzylu i izotiocyjanian allilu i ich
analogi obejmujgce izotiocyjanian 2-oksoheptylu, alyssin, izotiocyjanian 2-oksoheksylu, lub
ich mieszanine.

3. Kompozycja wedtug zastrz. 1-2, znamienna tym, ze bedgce no$nikami liposomy i micele
lecytynowe wytworzone zostaty ze zwigzkow lub ich mieszanin wybranych z grup lipidéw na-
turalnych, obejmujgcych lecytyne z z6ttka jaja kurzego, lecytyne sojows i lipidéw syntetycz-
nych, zarébwno niedeuterowanych jak i deuterowanych obejmujgcych fosfatydylocholiny, ko-
rzystnie 1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocholine, cholesterol, lub distearoilo-fosfatydyloeta-
nolamino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszanine.

4. Kompozycja wedtug zastrz. 1-3, znamienna tym, ze stosowana jest w leczeniu nowotworu
wybranego z: nowotworu piersi, raka piersi, nowotworu jajnika, nowotworu btony $luzowej ma-
cicy, drobnokomoérkowego raka ptuca, nowotworu pecherza moczowego, nowotworu tarczycy,
nowotworu zotgdka, nowotworu gruczotu krokowego, nowotworu watroby, chioniaka
Hodgkina, chtoniaka nieziarniczego, ostrej biataczki limfoblastycznej, ostrej biataczki mielo-
blastycznej, szpiczaka mnogiego, guza Wiliamsa, nerwiaka zarodkowego wspétczulnego, pta-
skonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu litego, nowotworu litego tkanek miekkich, mie-
saka kosciopochodnego, guza Ewinga, miesaka, miesaka Kaposiego, nowotworu jadra, no-
wotworu jajnika, nowotworu prostaty, nowotworu uktadu pokarmowego, nowotworu zotgdka,
nowotworu tarczycy, drobnokomérkowego raka ptuc, nowotworu watroby, ptaskonabtonko-
wego raka gtowy i szyi, chtoniaka, szpiczaka mnogiego oraz choroby Hodgkina.

5. Kompozycja wedtug zastrz. 1-4, znamienna tym, ze stosowana jest w leczeniu nowotworu,
przy czym izotiocyjanianem jest izotiocyjanian 2-oksoheptylu, no$nikiem lipidowym sg lipo-
somy lub micele lipidowe, korzystnie micele lecytynowe, i przy czym nowotwér jest wybrany
z nowotworu piersi, raka piersi.

6. Kompozycja wedtug zastrz. 5, znamienna tym, ze stosowana jest w leczeniu nowotworu, przy
czym nowotwor piersi charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesterono-
wych i HER-2/Neu.

7. Kompozycja wedtug zastrz. 1-4, znamienna tym, ze stosowana jest w leczeniu nowotworu,
przy czym izotiocyjanianem jest sulforafan, i przy czym nowotwér jest wybrany z nowotworu
piersi, raka piersi.

8. Kompozycja wedtug zastrz. 7, znamienna tym, ze stosowana jest w leczeniu nowotworu, przy
czym nowotwor piersi charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogenowych, progesterono-
wych i HER-2/Neu.

9. Formulacja farmaceutyczna o witasciwosciach przeciwnowotworowych zawierajgca co naj-
mniej jeden izotiocyjanian oraz selol jako substancje wzmacniajgcg dziatanie izotiocyjanianu,
przy czym co najmniej jeden izotiocyjanian oraz selol umieszczone sg w noéniku lipidowym
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wybranym z liposoméw, miceli lipidowych, korzystniej miceli lecytynowych, do zastosowania
jako lek do leczenia i zapobiegania rozwojowi nowotworu.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9 znamienna tym, ze izotiocyjanian wybrany jest
Z grupy obejmujgcej sulforafan, izotiocyjanian fenetylu, izotiocyjanian benzylu i izotiocyjanian
allilu i ich analogi obejmujgce izotiocyjanian 2-oksoheptylu, alyssin, izotiocyjanian 2-oksohek-
sylu, lub ich mieszanine.

Formulacja do zastosowania wediug zastrz. 9-10, znamienna tym, ze bedgce no$nikami
liposomy i micele lecytynowe wytworzone zostaty ze zwigzkéw lub ich mieszanin wybranych
z grup lipidow naturalnych, obejmujgcych lecytyne z z6#tka jaja kurzego, lecytyne sojowq i li-
pidéw syntetycznych, zaréwno niedeuterowanych jak i deuterowanych obejmujgcych fosfaty-
dylocholiny, korzystnie 1,2-dwumirystol-rac-glicero-3-fosfocholine, cholesterol, lub distearoilo-
fosfatydyloetanolamino-poli(tlenek etylenu) lub ich mieszanine.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9-11, znamienna tym, ze stosowana jest w le-
czeniu nowotworu wybranego z: nowotworu piersi, raka piersi, nowotworu jajnika, nowotworu
btony $luzowej macicy, drobnokomérkowego raka ptuca, nowotworu pecherza moczowego,
nowotworu tarczycy, nowotworu zotadka, nowotworu gruczotu krokowego, nowotworu wag-
troby, chtoniaka Hodgkina, chfoniaka nieziarniczego, ostrej biataczki limfoblastycznej, ostrej
biataczki mieloblastycznej, szpiczaka mnogiego, guza Wiliamsa, nerwiaka zarodkowego
wspotczulnego, ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, nowotworu litego, nowotworu litego
tkanek miekkich, miesaka kosciopochodnego, guza Ewinga, miesaka, miesaka Kaposiego,
nowotworu jgdra, nowotworu jajnika, nowotworu prostaty, nowotworu uktadu pokarmowego,
nowotworu zotadka, nowotworu tarczycy, drobnokomdérkowego raka ptuc, nowotworu watroby,
ptaskonabtonkowego raka gtowy i szyi, chtoniaka, szpiczaka mnogiego oraz choroby
Hodgkina.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9-12, do zastosowania w leczeniu nowotworu,
przy czym izotiocyjanianem jest izotiocyjanian 2-oksoheptylu, no$nikiem lipidowym sg lipo-
somy lub micele lipidowe, korzystnie micele lecytynowe, i przy czym nowotwor jest wybrany
z nowotworu piersi, raka piersi.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9-13, do zastosowania w leczeniu nowotworu,
przy czym nowotwor piersi charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogenowych, progeste-
ronowych i HER-2/Neu.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9-14, do zastosowania w leczeniu nowotworu,
przy czym izotiocyjanianem jest sulforafan, i przy czym nowotwér jest wybrany z nowotworu
piersi, raka piersi.

Formulacja do zastosowania wedtug zastrz. 9-15, do zastosowania w leczeniu nowotworu,
przy czym nowotwor piersi charakteryzuje sie brakiem receptoréw estrogenowych, progeste-
ronowych i HER-2/Neu.
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