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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowe zastosowanie perampanelu (wzér ogoélny 1) oraz zawiera-
jaca go kompozycja farmaceutyczna, do zapobiegania powstawaniu lub leczenia czerniaka i jego
przerzutow.

Wzor 1

Czerniak jest nowotworem wywodzgcym sie z komorek barwnikowych, melanocytow. Najcze-
$ciej powstaje w skorze, ale moze wystepowac w btonie sluzowej i w gatce ocznej. Jest to nowotwor
ztosliwy, ktéry tworzy przerzuty do wezidw chtonnych oraz przerzuty odlegte, najczesciej do ptuc
i mézgu. Leczenie czerniaka we wczesnym stadium rozwoju polega na usunieciu zmiany nowotwo-
rowej. Leczenie uzupetniajace tj. chemioterapia, immunoterapia, radioterapia nie daje zadawalaja-
cych wynikow terapeutycznych. Jednym z zalecen profilaktycznych jest unikanie ekspozycji na
Swiatto stoneczne i stosowanie filtréw chroniacych przed promieniowaniem UVA i UVB.

Perampanel znany jest z opisu patentowego US6949571 wykazuje doskonate dziatanie ha-
mujace receptor AMPA i/lub dziatanie hamujace kainian. Znany jest z opisu W02015013520A1
sposob otrzymywania perampanelu. Z opisu patentowego US7759367 zwigzek ten znany jest przy
stosowaniu w zapobieganiu i leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, m.in. choréb demielinizacyj-
nych. Perampanel jest lekiem przeciwpadaczkowym zalecanym do stosowania w leczeniu napadow
czesciowych z uogodlnionymi napadami wtérnymi lub bez, oraz napadoéw toniczno-klonicznych pier-
wotnych uogdlnionych. Jego mechanizm dziatania polega na niekompetycyjnym blokowaniu gluta-
minianergicznych receptorow jonotropowych AMPA (kwas alfa-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izok-
sazolepropionowy) w mozgu.

Znana jest takze z opisu WO2015153263 metoda leczenia uzaleznien z zastosowaniem pe-
rampanelu lub telampanelu. W tym opisie wskazano sposoby podania substancji w celu uzyskania
ich ogdlnoustrojowego dziatania. W szczegdlnoéci wskazano state postacie leku do podania doust-
nego, postacie o kontrolowanym uwalnianiu substancji dziatajacej do podawania doustnego, posta-
cie do podawania w formie iniekcji, wlewu lub implantacji, postacie o kontrolowanym uwalnianiu
substanciji dziatajgacej do podawania w formie iniekcji, wlewu lub implantac;ji.

Perampanel jest produkowany przez przemyst farmaceutyczny w postaci tabletek i zawiesiny
doustnej (Zestawienie 1).

Zestawienie 1. Postacie lekéw, w ktorych wystepuje perampanel

Nazwa handlowa Postaé leku llo$¢ perampanelu
Fycompa tabletka 2 mg, 4 mg, 6 mg, 8 mg, 10 mg, 12 mg
Fycompa zawiesina doustna 0,5 mg/ml

Na podstawie: European Medicines Agency, EMA/521229/2016; EMA/H/C/002434
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Ponizej przedstawiono sktad tabletki w zaleznosci od zawartosci perampanelu (Zestawienie 2).
Zestawienie 2. Sktad tabletek perampanelu.

Czesc Tabletka [mg perampanelu]
Sktadnik
tabletki 2 4 6 8 10 12
Laktoza jednowodna + + + + + +
Hydroksypropyloceluloza . N N . . .
niskopodstawiona
Rdzenn | powidon K-29/32 + + + + + +
Magnezu stearynian (E470b) + + + + + +
Celuloza mikrokrystaliczna + + + +
Hypromeloza 2910 + + + + + +
Otoczka | T2k + + + + + +
Makrogol 8000 + + + + + +
Tytanu dwutlenek (E171) + + + + + +
Zelaza tlenek, 26tty (E172) + +
Zelaza tlenek, czerwony (E172) + + + +
Zelaza tlenek, czarny (E172) +
Indygokarmin, lak (E132) N .
(FD&C Blue #2)

Na podstawie: Charakterystyka produktu leczniczego Fycompa.
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Ponizej przedstawiono sktad perampanelu w postaci zawiesiny (Zestawienie 3).
Zestawienie 3. Sktad zawiesiny perampanelu.

Sktadnik

Perampanel 0,5 mg/ml

Sorbitol (E420) ptynny (krystalizujacy)

Celuloza mikrokrystaliczna (E460)

Sodu karmeloza (E466)

Poloksamer 188

Emulsja symetykonu 30% zawierajaca wode oczyszczona, olej silikonowy, polisorbat 65,
metyloceluloze, zel krzemionkowy, makrogolu stearynian, kwas sorbowy, kwas

benzoesowy oraz kwas siarkowy

Kwas cytrynowy, bezwodny (E330)

Sodu beznoesan (E211)

Woda oczyszczona

Na podstawie: Charakterystyka produktu leczniczego Fycompa.

Nieoczekiwanie, w wyniku przeprowadzonych badan stwierdzono, ze perampanel zmniejsza me-
tabolizm komarek czerniaka, dzieki czemu moze on znalez¢ zastosowanie w medycynie.

Wynalazek dotyczy zastosowania perampanelu w zapobieganiu powstawaniu lub leczeniu czer-
niaka, przy podawaniu na powierzchnie skory.

Korzystne jest zastosowanie perampanelu w zapobieganiu powstawaniu lub leczeniu przerzutéw
czerniaka.

Przedmiotem wynalazku jest takze kompozycja farmaceutyczna, zawierajaca jako substancje
czynna perampanel w potgczeniu z co najmniej jednym nosnikiem lub rozcienczalnikiem do zastosowa-
nia w zapobieganiu powstawaniu lub leczeniu czerniaka, przy podawaniu na powierzchnie skéry, przy
czym perampanel wystepuje w ilosci od 0,5% — 10,0% wagowych.

Korzystnie perampanel wystepuje w ilosci 0,5% — 2,0% wagowych.

Korzystnie kompozycja jest w postaci preparatéw potstatych, korzystnie zelu, kremu.

Korzystnie kompozycja zawiera jako nosnik wode, DMSO (dimetylosulfotlenek), glicerol, waze-
line, parafine, karbomer.

Korzystnie kompozycja jako konserwanty zawiera parabeny.

Okazato sie, ze perampanel jako substancja aktywna moze znalez¢ zastosowanie do zapobiega-
nia, powstawania lub do leczenia czerniaka i jego przerzutow. Substancja ta moze by¢ stosowana do
wytwarzania preparatoéw farmaceutycznych.

Aktywno$¢ zostata potwierdzona nastepujacymi wynikami badan.

Przyktad 1.

Badania przeprowadzono na ludzkiej linii komorkowej melanoma A375 oraz SKMEL3 (ATCC).
Linie komoérkowe reprezentujg kolejne stadia choroby nowotworowe;j: linia A375 zostata wyizolowana
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z guza pierwotnego, natomiast linia SKMEL3, wyizolowana z przerzutu czerniaka do weziéw chtonnych,
reprezentuje stadium przerzutujacego czerniaka. Okreslono wptyw perampanelu na proliferacje i aktyw-
nos$¢ metaboliczng komoérek melanoma A375 oraz SKMEL3.

W badaniach zastosowano 2 modele eksperymentalne:

1. Komdrki poddano dziataniu perampanelu w podtozu hodowlanym z dodatkiem surowicy.

2. Komorki poddano dziataniu perampanelu w ptynie Hanksa (HBSS) przez 1 godzine, a na-

stepnie komorki inkubowano z wybranymi stezeniami perampanelu w medium hodowlanym
z dodatkiem surowicy.

Metoda

Perampanel (Selleckchem.com) rozpuszczono w DMSO (Merk, Sigma Aldrich) poprzez zawie-
szenie i worteksowanie przez 1-5 minut osiggajgc stezenie wyjsciowe 50 mM. Nastepnie przygotowano
stezenia perampanelu 100 uM oraz 100 nM w DMSO poprzez dodawanie odpowiedniej ilosci wyjscio-
wego roztworu perampanelu do DMSO i worteksowanie przez 1-5 min. Komorki byty poddane dziataniu
nastepujacych stezen perampanelu: 100 pM, 100 nM, 50 uM i 100 uM. Rozciehczenia korcowe przy-
gotowywano w HBSS lub podtozu hodowlanym z surowica w zaleznosci od zastosowanego modelu
eksperymentalnego poprzez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu perampanelu do HBSS lub podtoza
hodowlanego z FBS i worteksowanie przez 1-5 min. Catkowite stezenie DMSO w probkach korncowych
byto nizsze niz 0,2%.

Naswietlanie promieniowaniem UVB

Komorki linii A375 i SKMEL3 w wybranych modelach eksperymentu byty poddane dziataniu pro-
mieniowaniu UVB o dtugosci fali 312 nm w dawce 25 mJ/cm? za pomoca systemu do naswietlania
Bio-SUN firmy Vilber. Czas naswietlania nie przekraczat 1 min.

Hodowle komorkowe

Komorki linii melanoma A375 byty hodowane w medium hodowlanym Dulbecco's Modified Eagle
Medium DMEM (Merk, Sigma Aldrich) z 10% dodatkiem ptodowej surowicy bydlecej (FBS) (Merk, Sigma
Aldrich) i antybiotykow (penicylina 100 U/ml, streptomycyna 100 nug/ml (Merk, Sigma Aldrich)) w 37°C
w wilgotnej atmosferze 95% powietrza i 5% CO2. Komorki linii melanoma SKMEL3 byty hodowane
w medium hodowlanym McCoy's 5A (Merk, Sigma Aldrich) z 15% dodatkiem ptodowej surowicy bydle-
cej (FBS) i antybiotykow (penicylina 100 U/ml, streptomycyna 100 ng/ml) w 37°C w wilgotnej atmosferze
95% powietrza i 5% CO2. Warunki hodowli byty zgodne z zaleceniami dystrybutora linii komoérkowych
(ATCC). Komorki byty pasazowane z czestotliwoscig zalecang przez dystrybutora linii komorkowej.

Zawiesina melanoma A375 o gestosci 2 x 10* komorek/ml i zawiesina komérek SKMEL3 o ge-
stosci 3 x 10* komorek/ml byta wylewana na ptytki 96-dotkowe. Nastepnego dnia medium hodowlane
byto zbierane a komérki poddawane dziataniu $wiezego medium hodowlanego (odpowiednio DMEM
z 10% dodatkiem FBS dla A375 i McCoy's 5A z 15% dodatkiem FBS dla SKMEL3) jako kontrola lub
odpowiednim rozciericzeniom perampanelu w medium hodowlanym odpowiednim dla dane;j linii komor-
kowej z dodatkiem FBS (100 pM, 100 nM, 50 uM, 100 uM). Komérki inkubowano w warunkach standar-
dowych (37°C w wilgotnej atmosferze 95% powietrza i 5% CO.) przez 24, 48 lub 96 godzin. Jednocze-
$nie przeprowadzono eksperyment, w ktérym po dodaniu $wiezego medium hodowlanego lub medium
z odpowiednimi rozcienczeniami perampanelu, komorki byty naswietlane promieniowaniem UVB
w dawce 25 mJ/cm?, a nastepnie inkubowane w warunkach standardowych przez 24, 48 lub 96 godzin.

W drugim etapie badan komarki linii melanoma A375 oraz SKMEL3 byty poddawane dziataniu
perampanelu w roztworze buforujgcym HBSS zawierajacym m.in. glukoze oraz jony wapnia i magnezu.
Zawiesina melanoma A375 o gestosci 2 x 10* komorek/ml i zawiesina komorek SKMEL3 o gestosci
3 x 10* komdrek/ml byta wylewana na ptytki 96-dotkowe. Nastepnego dnia medium hodowlane byto
zbierane a komérki poddawane dziataniu HBSS (kontrola) lub odpowiednich rozciehczeh perampanelu
w buforze HBSS przez 1 godzine w warunkach standardowych. Jednoczes$nie przeprowadzono ekspe-
ryment, w ktérym po dodaniu buforu HBSS Iub odpowiednich rozcienczeh perampanelu w HBSS, ko-
morki byty naswietlane promieniowaniem UVB w dawce 25 mJ/cm?, a nastepnie inkubowane w warun-
kach standardowych przez 1 godzine. W obu modelach po godzinie inkubacji bufor HBSS oraz rozcien-
czenia perampanelu w HBSS byty usuwane a komoérki poddawane dziataniu $wiezego medium hodow-
lanego (odpowiednio DMEM z 10% dodatkiem FBS dla A375 i McCoy's 5A z 15% dodatkiem FBS dla
SKMEL3) jako kontrola lub odpowiednim rozcienczeniom perampanelu w $wiezym medium hodowla-
nym z dodatkiem FBS i inkubowano w warunkach standardowych przez 24, 48 lub 96 godzin.


Selleckchem.com

6 PL 243152 B1

Po inkubacji okreslano wptyw substancji na metabolizm komérkowy przy pomocy testu MTT. Test
MTT opiera sie na reakcji barwnej i okresla aktywnos$¢ metaboliczng komérek, a posrednio proliferacje
komorek. Po uptywie czasu inkubacji do kazdego dotka dodawano 15 ul roztworu MTT (5 mg/mi
w buforze PBS z jonami wapnia i magnezu). Po 3 godzinach inkubacji w warunkach standardowych,
komorki poddawano lizie za pomoca 10% roztworu SDS w 10 mM HCI. Nastepnego dnia dokonywano
odczytu absorbancji przy uzyciu czytnika do mikroptytek przy dtugosci fali 570 nm.

Wptyw perampanelu na indukcje smierci komoérkowe;

Zawiesina melanoma A375 o gestosci 2 x 10* komorek/ml byta wylewana na ptytki 96-dotkowe.
Nastepnego dnia medium hodowlane byto zbierane a komdrki poddawane dziataniu swiezego medium
hodowlanego (MEM z 10% dodatkiem FBS) jako kontrola lub perampanelu w stezeniu 100 uM w me-
dium hodowlanym. Komérki inkubowano w warunkach standardowych (37°C w wilgotnej atmosferze
95% powietrza i 5% COz) przez 24 godziny. Jednoczesnie przeprowadzono eksperyment, w ktérym po
dodaniu $wiezego medium hodowlanego lub medium z perampanelem w stezeniu 100 uM, komdérki byty
naswietlane promieniowaniem UVB w dawce 25 mJ/cm?, a nastepnie inkubowane w warunkach stan-
dardowych przez 24 godziny. Po tym czasie badano wptyw substancji na indukcje apoptozy i nekrozy
okreslono przy uzyciu komercyjnie dostepnego zestawu ELISA Cell Death Detection ELISAplus (Roche
Diagnostics). Test wykonano zgodnie ze wskazéwkami producenta.

Wyniki

Tabela 1. Wplyw perampanelu na metabolizm i proliferacje komérek melanoma A375 w medium hodowlanym
DMEM z 10% dodatkiem FBS

Stezenie Czas trwania inkubac;ji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 98,19 95,26 97,99
100 nM 95,00 83,16 * 99,97
50 pM 86,88 * 62,05 * 62,84 *
100 pM 55,78 * 26,52 * 9,62 *

Wyniki podano jako % kontroli (N=8) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel w sposéb zalezny od stezenia zmniejsza metabolizm i proliferacje
ludzkich komorek melanoma linii A375 po 24 i 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 50 uM i 100 uM
(Tabela 1) oraz po 48 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 nM — 100 uM (Tabela 1).

Tabela 2. Wplyw perampanelu na metabolizm i proliferacje komérek melanoma A375 w HBSS

Stezenie Czas trwania inkubac;ji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 86,19 * 74,76 * 99,34
100 nM 66,50 * 55,19 * 82,34 *
50 uMm 49,66 * 35,13 * 38,06 *
100 pM 42,04 * 17,57 * 6,07 *

Wyniki podano jako % kontroli (N=8) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem

post-hoc Tukey'a).
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Stwierdzono, ze perampanel w sposéb zalezny od stezenia zmniejsza metabolizm i proliferacje
ludzkich komdérek melanoma linii A375 po 24 i 48 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 pM — 100 uM
(Tabela 2) oraz po 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 nM — 100 uM (Tabela 2).

Tabela 3. Wplyw perampanelu i $wiatta UV na metabolizm i proliferacje komérek melanoma A375 w medium ho-
dowlanym DMEM z 10% dodatkiem FBS.

Stezenie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 102,51 97,55 96,59 *
100 nM 99,21 99,29 93,03 *
50 uM 96,84 62,56 * 38,77 *
100 uM 64,42 * 22,61* 7,11 *

Wyniki podano jako % kontroli (N=8) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem post-
hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel zmniejsza metabolizm i proliferacje ludzkich komérek melanoma linii
A375 naswietlanych promieniami UVB po 24 godzinnej inkubacji w stezeniu 100 uM (Tabela 3); po 48
godzinnej inkubacji w stezeniach 50 i 100 uM (Tabela 3); po 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 100
nM — 100 uM (Tabela 3). Wptyw naswietlania promieniami UVB na zmniejszenie metabolizmu i prolife-
racji ludzkich komdérek melanoma przez perampanel nie jest jednoznaczny. Naswietlanie promieniami
UVB komoérek melanoma ostabia dziatanie perampanelu przy krotszej ekspozycji na perampanel (24 i 48
godzin) natomiast nasila dziatanie perampanelu przy dtugiej ekspozycji (96 godzin) (Tabela 1i 3).

Wptyw perampanelu i $wiatta UV na metabolizm i proliferacje komoérek melanoma A375 w HBSS

Tabela 4. Wplyw perampanelu i $wiatta UV na metabolizm i proliferacje komérek melanoma A375 w HBSS

Stezenie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 80,39 * 81,56 71,75 *
100 nM 74,62 * 59,90 * 48,67 *
50 uM 66,18 * 37,62 * 67,65 *
100 uM 61,17 * 17,74 * 10,19 *

Wyniki podano jako % kontroli (N=8) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel zmniejsza metabolizm i proliferacje ludzkich komérek melanoma linii
A375 naswietlanych promieniami UVB po 24 i 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 pM — 100 uM
(Tabela 4) oraz po 48 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 nM — 100 uM (Tabela 4). Wptyw naswietla-
nia promieniami UVB na zmniejszenie metabolizmu i proliferacji ludzkich komérek melanoma przez pe-
rampanel nie jest jednoznaczny. Naswietlanie promieniami UVB komoérek melanoma nie wptywa na
dziatanie perampanelu przy krétszej ekspozycji na perampanel (24 i 48 godzin) natomiast nasila dzia-
tanie perampanelu przy dtugiej ekspozycji (96 godzin) (Tabela 2 i 4).
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Tabela 5. Wplyw perampanelu na metabolizm i proliferacje komérek melanoma SKMEL3 (model przerzutu
czerniaka) w medium hodowlanym McCoy's 5A z 15% dodatkiem FBS

Steienie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 100,5 105,0 100,2
100 nM 101,9 95,92 100,4
S0 uM 90,75* 68,38* 108,3
100 puM 84,93* 37,65* 19,60*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 7) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel w sposéb zalezny od stezenia zmniejsza metabolizm i proliferacje
ludzkich komoérek melanoma linii SKMEL3 reprezentujacej model przerzutu czerniaka po 24 i 48 go-
dzinnej inkubacji w stezeniach 50 uM i 100 uM (Tabela 5) oraz po 96 godzinnej inkubacji w stezeniu
100 uM (Tabela 5).

Tabela 6. Wplyw perampanelu na metabolizm i proliferacje komérek melanoma SKMEL3
(model przerzutu czerniaka) w HBSS

Stezenie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 87,68 105,0 78,06*
100 nM 106,5 95,92 87,71*
50 uM 81,47* 68,38* 69,97*
100 uM 59,03* 37,65* 14,89*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 6) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel w sposéb zalezny od stezenia zmniejsza metabolizm i proliferacje
ludzkich komoérek melanoma linii SKMEL3 reprezentujacej model przerzutu czerniaka po 24 i 48 go-
dzinnej inkubacji w stezeniach 50 i 100 uM (Tabela 6) oraz po 96 godzinnej inkubacji w stezeniach
100 pM — 100 uM (Tabela 6).

Tabela 7. Wplyw perampanelu i $wiatta UV na metabolizm i proliferacje komérek melanoma SKMEL3 (model
przerzutu czerniaka) w medium hodowlanym McCoy's 5A z 15% dodatkiem FBS

Stezenie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 98,03 100,7 91,07*
100 nM 97,64 101,8 91,95*
50 uM 90,20* 88,88* 92,20*
100 uM 81,24* 66,81* 17,45*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 6) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).
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Stwierdzono, ze perampanel zmniejsza metabolizm i proliferacje ludzkich komérek melanoma linii
SKMELS reprezentujacej model przerzutu czerniaka naswietlanych promieniami UVB po 24 i 48 godzin-
nej inkubacji w stezeniach 50 i 100 uM (Tabela 7); po 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 pM —
100 uM (Tabela 7). Wptyw naswietlania promieniami UVB na zmniejszenie metabolizmu i proliferacji
ludzkich komdérek melanoma linii SKMEL3 reprezentujacej model przerzutu czerniaka przez perampanel
nie jest jednoznaczny. Naswietlanie promieniami UVB komorek melanoma linii SKMEL3 nie ma wptywu
na dziatanie substancji po 24 i 48 godzinnej inkubacji, natomiast nasila dziatanie substancji po 96-go-
dzinnej inkubacji (Tabela 5 7).

Tabela 8. Wplyw perampanelu i $wiatta UV na metabolizm i proliferacje komérek melanoma SKMEL3
(model przerzutu czerniaka) w HBSS

Stezenie Czas trwania inkubacji
perampanelu 24 godz. 48 godz. 96 godz.
100 pM 76,20* 98,91 68,80*
100 nM 106,30 101,90 70,97*
50 uM 96,70 81.68* 62,47 *
100 pM 70,73* 43,49* 12,28*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 6) *poziom istotnosci p < 0,05 (jednoczynnikowa analiza wariancji z testem
post-hoc Tukey'a).

Stwierdzono, ze perampanel zmniejsza metabolizm i proliferacje ludzkich komérek melanoma linii
SKMELS3 reprezentujacej model przerzutu czerniaka naswietlanych promieniami UVB po 24 godzinne;
inkubacji w stezeniach 100 pM i 100 uM (Tabela 8), po 48 godzinnej inkubacji w stezeniach 50 i 100 uM
(Tabela 8) oraz po 96 godzinnej inkubacji w stezeniach 100 pM — 100 uM (Tabela 8). Naswietlanie
promieniami UVB komoérek melanoma linii SKMEL3 nie ma wptywu na dziatanie substancji po 24, 48
i 96godzinnej inkubacji (Tabela 6 i 8).

Tabela 9. Wplyw perampanelu na indukcje apoptozy w komdérkach melanoma A375 w warunkach podstawowych
i w warunkach promieniowania UVB

Apoptoza Warunki podstawowe Promieniowanie UVB
Kontrola 0,047 0,050
Perampanel 100 uM 0,117* 0,188*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 5) *poziom istotnosci p < 0,05 (test t-Studenta dla préb niezaleznych).

Stwierdzono, ze perampanel w dawce 100 uM indukuje apoptoze, programowana $mier¢ komor-
kowa, w komdrkach melanoma A375 zaréwno w warunkach podstawowych, jak réwniez po naswietleniu

promieniowaniem UVB w dawce 25 mJ/cm? (Tabela 9).

Tabela 10. Wplyw perampanelu na indukcje nekrozy w komaérkach melanoma A375 w warunkach podstawowych

i w warunkach promieniowania UVB

Nekroza Warunki podstawowe Promieniowanie UVB
Kontrola 0,053 0,041
Perampanel 100 pM 0,214* 0,325*

Wyniki podano jako % kontroli (N > 5) *poziom istotnosci p < 0,05 (test t-Studenta dla préb niezaleznych).
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Stwierdzono, ze perampanel w dawce 100 uM indukuje nekroze w komérkach melanoma A375
zaréwno w warunkach podstawowych, jak réowniez po naswietieniu promieniowaniem UVB w dawce
25 md/cm? (Tabela 10).

Porownanie stezen efektywnych perampanelu ze stezeniem perampanelu w ludzkiej krwi

Tabela 11. Stezenie perampanelu we krwi zdrowych ochotnikéw po jednorazowym podaniu perampanelu
droga doustna

Podanie jednorazowe Stezenie perampanelu
Dawka perampanelu Pismiennictwo
[ng/ml] [nM]
[mg]
1 36,8 105
2 60,7 174
Badanie CPMS-2007-
4 123 352
2011-002
8 222 636
12 336 963

Pismiennictwo do tabeli 11: Badanie CPMS-2007-2011-002: wyniki w Clinical Pharmacology Review, NDA 202834;
(https://www.fda.gov/downloads/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentResources/UCM332052.pdf)

Jak wskazuja wyniki dostepne w pismiennictwie (Tabela 11) stezenie perampanelu uzyskiwane
we krwi po podaniu doustnym tej substancji sg porownywalne do najmniejszych stezen efektywnie
zmniejszajacych metabolizm i proliferacje ludzkich komoérek melanoma w warunkach in vitro (Tabela
1-8). To poréwnanie wskazuje na mozliwos¢ zastosowania perampanelu podawanego doustnie w daw-
kach stosowanych w leczeniu padaczki w profilaktyce i leczeniu czerniaka i jego przerzutow.

Ponadto istnieje mozliwo$¢ podania perampanelu w iniekcji, np. dozylnie we wlewie 30-minuto-
wym (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03754582). W terapii przeciwnowotworowej podanie leku
dozylnie jest jedna z podstawowych drég podania poniewaz umozliwia uzyskanie odpowiednio duzego
stezenia leku i osiggniecie optymalnego efektu terapeutycznego.

Istotnie statystyczne zmniejszenie proliferacji komérek melanoma uzyskiwane jest w warunkach
in vitro w stezeniach nieznacznie wyzszych niz stezenia stosowane w leczeniu padaczki, ale mozliwych
do uzyskania po podaniu doustnym lub innym ogdlnoustrojowym. Poréwnanie stezen efektywnych pe-
rampanelu ze stezeniem perampanelu w zawiesinie. PoniewaZz perampanel jest stabo rozpuszczalny
w wodzie 0,0056 mg/mL (https://www.drugbank.ca/drugs/DB08883) do wytworzenia postaci do stoso-
wania zewnetrznego nalezy uzy¢ odpowiedniego nosnika.

Analiza sktadu zawiesiny do stosowania doustnego (Zestawienie 3) wskazuje, ze mozliwe jest
uzyskanie zawiesiny perampanelu przez uzycie odpowiednich sktadnikow. Stezenie perampanelu w za-
wiesinie wynosi 0,5 mg/ml, co odpowiada stezeniu 1,4 mM. Stezenie perampanelu w zawiesinie jest
ponad 10-krotnie wyzsze niz najwyzsze stosowane w Przyktadzie 1, ktére powodowaty duze zmniejsze-
nie metabolizmu i proliferacji komorek melanoma in vitro. Wyniki wskazuja, ze mimo iz perampanel jest
praktycznie nierozpuszczalny w wodzie, jest mozliwe uzyskanie zawiesiny perampanelu w stezeniach
znacznie przewyzszajacych stezenia efektywne w warunkach in vitro.

W przeprowadzonych badaniach perampanel zawieszano w DMSO i worteksowano przez 5 min.
Najwyzsze stezenie perampanelu osiagniete w eksperymencie wynosito 50 mM. Poprzez dodanie od-
powiedniej ilosci roztworu wyjsciowego perampanelu do DMSO i worteksowanie przez 1-5 min uzy-
skano kolejne stezenia: 100 nM oraz 100 uM. Rozcienczenia koncowe (100 pM, 100 nM, 50 uM, 100
uM) przygotowywano w HBSS lub podiozu hodowlanym z surowica w zaleznosci od zastosowanego
modelu eksperymentalnego poprzez dodanie odpowiedniej ilosci roztworu wyjsciowego perampanelu
do HBSS lub podtoza hodowlanego z FBS i worteksowaniu przez 1-5 min, a catkowite stezenie DMSO
w probkach koncowych byto nizsze niz 0,2%.


https://www.fda.gov/downloads/Drugs/DevelopmentApprovalProcess/DevelopmentResources/UCM332052.pdf
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT03754582
https://www.drugbank.ca/drugs/DB08883
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W farmakoterapii, zewnetrzne zastosowanie leku bezposrednio na powierzchnie skoéry pozwala
na uzyskanie wysokich miejscowych stezen leku. Mozna wnioskowac, 2e zewnetrzne zastosowanie
perampanelu na powierzchnie skéry pozwoli na uzyskanie wysokich miejscowych stezen perampanelu,
takich, ktore zmniejszaja metabolizm i proliferacje komorek czerniaka in vitro, co wykazano w Przykia-
dzie 1 (Tabela 1-8).

Przedmiotem wynalazku jest takze kompozycja farmaceutyczna w postaci potstatych preparatow
zawierajgca perampanel lub jego pochodne w potaczeniu z co najmniej jednym nosnikiem lub rozcien-
czalnikiem farmaceutycznym, gdzie stezenie terapeutyczne perampanelu wynosi od 0,5% — 10,0% wa-
gowych, korzystnie od 0,5% — 2,0%.

Jako nieograniczajacy przykiad dopuszczalnym nosnikiem moze by¢ woda, DMSO, glicerol, glikol
propylenowy, wazelina, karbomer.

Kompozycja farmaceutyczna w postaci preparatow poétstatych moze zawiera¢ emulgatory, pro-
motory wchtaniania (substancje poprawiajgce wchtanianie substancji aktywnej), substancje zwieksza-
jace rozpuszczalnosc, srodki nawilzajace, witaminy, konserwanty, p/utleniacze i inne sktadniki.

Przyktady dopuszczalnych substancji pomocniczych, ale nie sa do nich ograniczone, np.:

Do promotoréw wchtaniania moga nalezec¢ sulfotlenki (np. DMSO), glikole (np. glikol propyle-
nowy), alkohole ttuszczowe (np. alkohol laurylowy), alkohol (np. etanol), kwas oleinowy.

Do emulgatoréw moga naleze¢ monostearynian glicerolu, poloksamer, alkohol laurylowy, steary-
nian glicerolu, polisorbaty (np. Tween 20, 40, 60, 80), mirystynian metylu, mirystynian izopropylu, kar-
bomer, alkohol laurylowy.

Do sktadnikéw fazy wodnej moga naleze¢ woda, pochodne celulozy (np. metyloceluloza, hydrok-
syetyloceluloza), glikol polietylenowy (np., PEG 200-PEG 6000) i ich mieszaniny.

Do srodkéw nawilzajacych moga naleze¢ glicerol, sorbitol, glikol propylenowy.

Do przeciwutleniaczy moga naleze¢ wit E, betahydroksytoluen (BHT), betahydroksyanizol (BHA),
pirosiarczyn sodu, kwas askorbowy.

Do srodkow konserwujacych moga nalezec gliceryna (20%), sorbinian potasu, parabeny (Nipa-
gina M, Nipagina P), kwas benzoesowy, kwas sorbowy, fenoksyetanol, alkohol benzylowy, chlorek ben-
zalkoniowy, cetrimid.

Do srodkéw regulujacych pH moga naleze¢ dopuszczalne kwasy (np. HCI, kwas mlekowy, fosfo-
rowy), zasady (np. trietanoloamina, NaOH), bufory (np. bufor fosforanowy, cytrynianowy).

Do srodkow chelatujgcych mozna zaliczy¢ wersenian disodowy (EDTA), kwas cytrynowy, cytry-
nian sodu.

W farmakoterapii, zewnetrzne zastosowanie leku bezposrednio na powierzchnie skéry pozwala na
uzyskanie wysokich miejscowych stezenh leku. Miejscowe podanie leku bywa stosowane w leczeniu czer-
niaka (Erickson C, Miller SJ. Treatment options in melanoma in situ: topical and radiation therapy, excision
and Mohs surgery. Int J Dermatol. 2010;49(5):482-91. doi: 10.1111/j.1365-4632.2010.04423 .x).

Przeprowadzona analiza pozwala wnioskowac, ze zewnetrzne zastosowanie perampanelu na
powierzchnie skéry pozwoli na uzyskanie wysokich miejscowych stezen perampanelu, takich, ktére
zmniejszaja metabolizm i proliferacje komérek melanoma in vitro, co wykazano w badaniach Przy-
ktad 1 (Tabela 1- 8).

Przyktady, ktére objasniajg wynalazek nie ograniczajac jego zakresu.

Przykiad 2. Zel zawierajgcy perampanel

Skfadniki % (w/w)

Perampanel 0,5%
DMSO 30,0%
Propylenoglikol 10,0%
PEG 400 15,0%
Carbopol 934 1,5%
Wodorotlenek sodu do pH 6,5 85%
Glicerol do 100,0%
Wykonanie

Kompozycje farmaceutyczng wedtug niniejszego przyktadu otrzymano w nastepujacy sposob.
Propylenoglikol potaczono z glikolem polietylenowym 400 i mieszano za pomoca mieszadta ma-
gnetycznego. Do mieszaniny dodano czes¢ glicerolu, Carbopol 934 i dalej mieszano do catkowitego
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rozproszenia. Mieszanine zneutralizowano za pomocg roztworu wodorotlenku sodu do pH ok. 6,5 po-
wodujgc zelowanie kompozycji. Nastepnie dodano perampanel uprzednio rozpuszczony w DMSO i po-
zostatg czescig glicerolu uzupetniono do 100 g.

Przyktad 3. Mas¢ zawierajgca perampanel

Skiadniki % (w/w)

Perampanel 0,5%
Alkohol cetylostearylowy 18,0 %
Parafina ciekta 21,0%
Wazelina biata 21,0%
DMSO 30,0%
Hydroksybenzoesan metylu 0,1%
Woda oczyszczona do 100,0 %

Kompozycje farmaceutyczng wedtug niniejszego przyktadu otrzymano w nastepujacy sposob.

Alkohol cetylostearylowy, parafine ciektg oraz wazeline biata stopiono w parownicy na tazni wod-
nej. Perampanel i hydroksybenzoesan metylu rozpuszczono w DMSO, powoli dodano do fazy olejowe;,
nastepnie dodano przy ciagtym mieszaniu na mieszadle magnetycznym wode oczyszczona.

Przedstawione przyktady wskazuja, ze perampanel moze by¢ uzyty do wytworzenia leku stoso-
wanego do zapobiegania powstawaniu lub leczenia choréb skory polegajacych na nadmiernym tusz-
czeniu sie naskorka, poniewaz zmniejsza metabolizm i proliferacje komoérek czerniaka. Zmniejszenie
zdolnosci proliferacyjnej komoérek czerniaka jest jednym z celéw terapeutycznych w leczeniu czerniaka
lub zapobieganiu przerzutom czerniaka.

Przedstawione przyktady wskazuja, ze perampanel moze by¢é wytworzony w postaci lekéw do
podawania wszystkimi dostepnymi drogami podawania lekow, w tym: droga parenteralng (dozylnie,
podskoérnie, domiesniowo, do jam ciata), drogg alimentarng (doustnie, dozotadkowo, dojelitowo, dood-
bytniczo), droga wziewna, droga przezskorng oraz zewnetrznie. Postaé leku sporzadza sie znanymi
w przemysle farmaceutycznym sposobami. Posta¢ farmaceutycznie dopuszczalng kompozycji w rozu-
mieniu niniejszego opisu stanowi dowolna jej postaci nie powodujgca dziatah niepozadanych.

Przedstawione przyktady wskazuja, ze perampanel moga by¢ uzyte do wytworzenia leku stoso-
wanego do zapobiegania powstawaniu lub leczenia czerniaka i jego przerzutéw, poniewaz zmniejsza
metabolizm i proliferacje komoérek czerniaka zaréwno wyizolowanych z guza pierwotnego, jak tez prze-
rzutéow czerniaka. Zmniejszenie zdolnosci proliferacyjnej komoérek nowotworowych jest jednym z celow
terapeutycznych w leczeniu choréb nowotworowych. Ponadto, przyktady pokazuja, ze perampanel in-
dukuje $mier¢ komoérkowa: apoptoze i nekroze w komérkach czerniaka zaréwno w warunkach podsta-
wowych, jak rowniez w warunkach promieniowania UVB.

Zaleta perampanelu jest mozliwo$¢ jego stosowania doustnie przez diugi okres czasu, co umoz-
liwia jego bezpieczne stosowanie w profilaktyce nawrotu czerniaka np. po jego usunieciu i zapobieganiu
tworzenia przerzutow. Perampanel jest stosowany jako lek przeciwpadaczkowy. Istotg farmakologicz-
nego leczenia padaczki jest stosowanie lekdw w sposob ciagly, niekiedy przez cate zycie chorego.
Z tego powodu leki przeciwpadaczkowe muszg cechowac sie niskg toksycznoscia i wywotywaniem tylko
umiarkowanych dziatah niepozadanych, ktére sa dobrze tolerowane przez chorych nawet przy regular-
nym diugotrwatym ich stosowaniu. Perampanel spetnia te wymogi, a w przyktadach wykazano, ze sto-
sujac dawki zalecane w leczeniu padaczki we krwi jest osiagane stezenie perampanelu, ktére zmniejsza
metabolizm i proliferacje komorek czerniaka.

Dodatkowa zaleta perampanelu jest brak interakcji ze $wiattem UVB. Swiatto jest czynnikiem
sprzyjajacym rozwojowi czerniaka i dlatego chorym jest zalecane unikanie nastonecznienia. Wykazana
w przykfadach interakcja perampanelu ze $wiattem umozliwia jego stosowanie bez znacznego ograni-
czania codziennej aktywnosci chorego na czerniaka zwigzanej z przebywaniem w miejscach nastonecz-
nionych.

Przedstawione przyktady wskazuja, ze perampanel moze by¢ podawany wszystkimi dostepnymi
drogami podawania lekow, w tym: drogg parenteralng (dozylnie, podskérnie, domie$niowo, do jam
ciata), droga alimentarng (doustnie, dozotadkowo, dojelitowo, doodbytniczo), droga wziewna, droga
przezskorng oraz zewnetrznie. Postac¢ leku sporzadza sie znanymi w przemysle farmaceutycznym spo-
sobami. Preparat zawiera perampanel oraz co najmniej jeden nos$nik lub rozcienczalnik farmaceutyczny.
W rozumieniu niniejszego opisu posta¢ farmaceutycznie dopuszczalng stanowi dowolna z jej postaci
nie powodujgca dziatah niepozadanych.
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Proponowane zastosowanie perampanelu w zapobieganiu i leczeniu czerniaka i jego przerzutow
stanowi nowa opcje terapeutyczna. Obecne leczenie czerniaka polega na postepowaniu chirurgicznym:
radykalnym usunieciu ogniska pierwotnego czerniaka z odpowiednim marginesem zdrowej tkanki,
a w razie koniecznosci na usunieciu regionalnych weztéw chtonnych, wznowy miejscowej i przerzutéw.
W przypadku wystapienia zmian mnogich, nieresekcyjnych moze by¢ zastosowane leczenie miejscowe
(metody ablacyjne, radioterapia, krioterapia), immunoterapia doguzowa lub miejscowa, elektrochemio-
terapia lub leczenie systemowe. Obecne leczenie farmakologiczne opiera sie na stosowaniu lekow
wptywajacych na uktad immunologiczny (immunoterapia), stosowaniu chemioterapeutykéw gtownie
0 dziataniu cytotoksycznym i stosowaniu lekdw o dziataniu ukierunkowanym molekularnie (Rutkowski P,
Wysocki PJ, Nasierowska-Guttmejer A i wsp. Cutaneous melanomas. Oncol Clin Pract 2017;
13: 241-258. DOI: 10.5603/0CP.2017.0038). Ujawnione dziatanie perampanelu nie zawiera sie w zad-
nej z wymienionych kategorii lekdw stosowanych w leczeniu czerniaka i jego przerzutéw. Ponadto,
obecnie nie ma metody farmakologicznej profilaktyki czerniaka i jego przerzutéow. Ze wzgledu na uni-
kalny mechanizm dziatania perampanelu i akceptowalne potencjalne dziatania niepozadane zwigzane
z jego dtugotrwatym stosowaniem, stosowanie ogdlnoustrojowe lub miejscowe perampanelu i innych
antagonistow AMPA moze znalez¢ zastosowanie w profilaktyce czerniaka i profilaktyce powstawania
przerzutéw czerniaka.

Zastrzezenia patentowe

1. Perampanel do zastosowania w zapobieganiu powstawaniu lub leczeniu czerniaka przy po-
dawaniu na powierzchnie skory.

2. Perampanel do zastosowania wedtug zastrz. 1, znamienny tym, ze jest stosowany u oséb
narazonych na ekspozycje na $wiatto stoneczne.

3. Perampanel do zastosowania wedtug zastrz. 1 znamienny tym, ze jest stosowany w zapo-
bieganiu powstawaniu lub leczeniu przerzutéw czerniaka.

4. Kompozycja farmaceutyczna zawierajaca jako substancje czynng perampanel w potgczeniu
z co najmniej jednym nosnikiem lub rozcienczalnikiem farmaceutycznym do zastosowania
w zapobieganiu powstawaniu lub leczeniu czerniaka, przy podawaniu na powierzchnie skory,
przy czym perampanel wystepuje w ilosci od 0,5% — 10,0% wagowych, korzystnie od
0,5% —2,0% wagowych.

5. Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 znamienna tym, ze jest w postaci preparatow
potstatych, korzystnie Zelu, kremu.

6. Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 znamienna tym, ze zawiera jako nosnik wode
i/lub DMSOQ i/lub glicerol i/lub wazeline i/lub parafine i/lub karbomer.

7. Kompozycja do zastosowania wedtug zastrz. 4 znamienna tym, ze zawiera konserwanty, ko-
rzystnie parabeny.
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