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(57) Abstract:
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SUBSTANCE: invention relates to use of a

combined agent containing an amino nitroxyl complex
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Изобретение относится к высокоэффективным противоопухолевым композициям
на основе аминонитроксильного комплекса платиныидоксорубицина и способу лечения
опухолей с использованием этой композиции.

Злокачественныеновообразования входят в группу социально значимых заболеваний.
Общее число онкологических больных в России приближается к 3 млн. человек
[Социально значимые заболевания 2011]. В развитых странах смертность от опухолей
приближается или даже превышает смертность от заболеваний сердечно-сосудистой
системы [World health statistics 2012]. В этой связи очевидна актуальность проблемы
разработки средств терапии онкологических заболеваний.

Известно применение цисплатина и его аналогов почти в половине режимов лечения
опухолей [Wheate et al. 2010].

Одной из наиболее острых проблем противоопухолевой химиотерапии является
побочное действие препаратов, что особо актуально для комплексов платины. Другой
проблемой для применяемых в клинике цисплатина, карбоплатина и оксалиплатина
является присущая некоторым опухолям или приобретенная ими резистентность [Wang
2010, Galansky, 2006].

Известна модификация противоопухолевых соединений антиоксидантными
группировками, которая позволила бы обеспечить одновременное действие двух
фармакофоров в одной целевой ткани. В качестве антиоксидантного фармакофора
предлагаются нитроксильные радикалы, обладающие уникальными окислительно-
восстановительными свойствами. Нитроксильные радикалы - низкомолекулярные,
неиммуногенные, стабильные соединения, способные вызывать гибель опухолевых
клеток и улучшать химиотерапевтические свойства различных классов соединений
[Hahn et al. 1992, Mitchell et al. 1991, Suy et al. 2005, Emanuel & Konovalova 1992,
2011]. Это дает основания полагать, что внесение нитроксильных радикалов в состав
платиновых комплексов позволит добиться, с одной стороны, снижения токсичности
и, в то же время, сохранения противоопухолевых свойств родительского платинового
соединения.

Препарат Доксорубицин относится к семейству антациклиновых антибиотиков.
Представители этой группы соединений подавляют активность топоизомеразы II и
способны взаимодействовать с ДНК, что представляет дополнительный
противоопухолевый механизм. В настоящее время доксорубицин и подобные
антрациклины широко применяются для химиотрапии рака молочной железы, рака
легкого, сарком и лимфом, острых лейкемий. Но основным побочным эффектом
доксорубицина и его аналогов является кардиотоксичность [Cheung-Ong et al. 2013].

Задачей заявляемого изобретения является разработка высокоэффективной
противоопухолевый композиции, позволяющей снизить токсическую нагрузку на
организм и выраженность побочных эффектов.

Также задачей изобретения является разработка способа лечения опухолей с
использованием противоопухолевой композиции на основе аминонитроксильного
комплекса платины и доксорубицина.

Поставленная задача решается предлагаемой композицией на основе
аминонитроксильного комплекса платины и доксорубицина в качестве
противоопухолевого лекарственного средства.

Так же задача решается способом лечения опухолей путем воздействия
комбинированным средством, в котором в качестве комбинированного средства берут
композицию на основе аминонитроксильного комплекса платины и доксорубицина с
учетом комбинационного индекса согласно формуле:
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где (D)1 и (D)2 - дозы соединений 1 и 2 в комбинации, вызывающей эффект х, a (Dx)1
и (Dх)2 - дозы соединений 1 и 2, вызывающих эффект х при раздельном введении.

Способ лечения характеризуется тем, что аминонитроксильный комплекс платины
и доксорубицин вводят последовательно или одновременно.

Известно применение комбинированной химиотерапии в практике лечения
злокачественных новообразований примерно с 70-х годов прошлого века. Основные
преимущества комбинированной химиотерапии заключаются в том, что подобные
подходы учитывают гетерогенность опухоли, позволяют направлять терапевтический
эффект на несколько мишеней одновременно, снижать вероятность возникновения
лекарственной устойчивости опухолей, что в целом приводит к повышению
эффективности терапии [Zimmermann et al. 2007, DeVita & Chua 2008].

Наиболее важным результатом применения комбинации лекарственных веществ
является возможность достижения эффекта синергизма в их терапевтическом действии.
Синергизм в терапевтическом действии позволяет не только повысить эффективность
терапии, но также за счет повышения селективности действия против целевой мишени
существенно снижает терапевтические дозы, что позволяет снизить токсическую
нагрузку на организм и выраженность побочных эффектов [Chou 2006].

Нами обнаружена комбинация аминонитроксильного комплекса платины и
доксорубицина, в которой проявляются эффекты синергизма при действии на клетки
опухолей. Благодаря эффекту синергизма, применение данной комбинации позволяет
снижать терапевтические дозы противоопухолевых лекарственных веществ. Данная
комбинация может быть использована для противоопухолевой химиотерапии.

Для сравнения аналогичные исследования были проведены с Таксол (Tax),
Винкристин-Тева (Vin), Циклофосфан (ЦФ) и Цисплатин-Тева (ЦП).

Аминонитроксильный комплекс платины е-Аммин-d-(4-амино-2,2,6,6-
тетрметилпиперидин-1-оксил)-а,ƒ-бис(ацетато)-b,c-дихлороплатина(IV) (далее комплекс
ВС118) синтезировали по ранее описанномуметоду [Сень с соавт. 2006]. Доксорубицин-
ТЕВА (Dox), Таксол (Tax), Винкристин-Тева (Vin), Циклофосфан (ЦФ) и Цисплатин-
Тева (ЦП) приобретались в аптеке. Перед внесением в клетки комплекс ВС118, Таксол,
Винкристин, Циклофосфан и Цисплатин разводили в среде для инкубации клеток до
необходимой концентрации, а Доксорубицин, представленный лиофилизированным
порошком, растворяли в спирте, а затем разводили в среде для инкубации клеток.

Культивирование клеток. Все клеточные линии получены из Коллекции культур
клеток позвоночных (Институт цитологии РАН, г. Санкт-Петербург). Клетки
выращивались при температуре 37°С в атмосфере 5% СО2 в соответствии с
рекомендациями Коллекции культур клеток позвоночных: клетки глиобластомы
человека А-172 выращивались в среде DMEM («ПанЭко», Россия), клетки
гормонозависимого ракамолочнойжелезы человекаMCF7 - в среде ЕМЕМ(«ПанЭко»,
Россия) с добавлением инсулина (Sigma, США) в концентрации 1мкг/мл. Во всех случаях
инкубационная среда содержала 10% эмбриональную телячью сыворотку («Biowest»,
Франция).

Исследование цитотоксичности методом МТТ-окрашивания. Клетки рассеивали в
96-луночные культуральные планшеты в количестве 5×103 клеток на лунку в 100 мкл
(А-172) или 8×103 клеток на лунку в 100 мкл (MCF7). Через 24 ч после рассева
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инкубационную среду из лунок отбирали и заменяли на среду, содержащую комплекс
исследуемые соединения в разных концентрациях. Через 72 ч после внесения веществ
проводили процедуруМТТ-окрашивания с помощью красителя 3-(4,5-диметилтиазол-
2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромида (МТТ), который в жизнеспособных клетках
восстанавливается до нерастворимого в воде формазана фиолетового цвета. В каждую
лунку добавляли МТТ в конечной концентрации 0.5 мг/мл и планшеты инкубировали
в СO2-инкубаторе в течение 4 ч. После инкубации культуральную среду отбирали, для
растворения кристаллов формазана в каждую лунку добавили 100 мкл ДМСО и
встряхивали на шейкере в течение 10 мин при скорости 600-900 об/мин. Интенсивность
МТТ-окрашивания определяли фотометрически при длине волны 570 нм, фоновое
поглощение света определяли при длине волны 620 нм. Жизнеспособность клеток
определяли в процентах отМТТ-окрашивания контрольных (необработанных) клеток
[Blumenthal 2005].

Определение цитотоксического действия комплекса ВС118 и противоопухолевых
препаратов при комбинированном применении. Для изучения цитотоксичности
комбинаций комплекса ВС118 и противоопухолевых препаратов были использованы
комбинации комплекса ВС118 с Доксорубицином, Таксолом, Винкристином,
Цисплатином и Циклофосфаном. Соединения в комбинациях применялись в
соответствии с дозами IC50 и вводились в соотношении, равном:

IС50комплексаВС118/IC50второго соединения
Соединения в комбинациях или раздельно вносились в инкубационную среду клеток

через 24 ч после рассева в планшеты. После 72-часовой инкубации в присутствии
исследуемых соединений проводилосьМТТ-окрашивание пометоду, описанному выше.

Для определения характера фармакологического взаимодействия химических двух
соединений при совместном применении использовался алгоритм Чоу и Талалэя для
расчета комбинационного индекса [Chou & Talalay 1984, Chou 2006, Chou 2010].
Комбинационный индекс (CI) показывает, насколько действие соединений в комбинации
сильнее или слабее, чем при раздельном применении. Значение СI=1 (в комбинации и
раздельно соединения действуют одинаково) отражает аддитивный характер действия
соединений. При СI<1 (эффект соединений в комбинации выражен сильнее, чем при
раздельном применении) эффект комбинации оценивается как синергизм, а при СI>1 -
как антагонизм.

Комбинационный индекс рассчитывается согласно формуле:

где (D)1 и (D)2 - дозы соединений 1 и 2 в комбинации, вызывающей эффект х, a (Dx)1
и (Dx)2- дозы соединений 1 и 2, вызывающих эффект х при раздельном применении.
Параметры (D)1 и (D)2 рассчитываются из параметра (Dx)1,2 - суммарной дозы веществ
в комбинации, вызывающей эффект х, - путем разделения параметра (Dx)1,2 на части
соответственно соотношению доз соединений 1 и 2 в комбинации.

Результаты и их обсуждение.
В табл. 1 представлены дозы IC50 для исследуемых соединений для клеток А-172 и

MCF7. Исследуемые соединения проявляют разную токсичность для клеток, от
наномолярных домикромолярных концентраций. Клетки рака молочнойжелезыменее
чувствительны к цисплатину и доксорубицину, но в случае комплекса ВС118 клетки А-
172 и MCF7 проявляют близкую чувствительность. Определение токсичности клеток
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MCF7 кТаксолу и Винкристину затруднительно в связи со слабой воспроизводимостью
результатов.

Исследование комбинированного действия комплекса ВС118 и противоопухолевых
препаратов позволило выявить несколько синергичных комбинаций. Результаты
исследования представлены на фиг. 1 и фиг. 2.

- на фиг. 1 представлены математические модели комбинационного индекса (CI) для
комбинаций ВС118 с Цисплатином (А), с Циклофосфаном (Б), с Доксорубицином (В),
с Таксолом (Г) и Винкристином (Д) для клеток А-172;

- на фиг. 2 представлены математические модели комбинационного индекса (CI) для
комбинаций ВС118 с Цисплатином (А), с Циклофосфаном (Б), и Доксорубицином (В)
на клетках MCF7.

В случае клеток А-172 (фиг. 1) показан переходный характер действия комбинации
ВС118:ЦП - от антагонизма при низком фракционном эффекте до синергизма при
высоком фракционном эффекте. Комбинации ВС118:Тах и BC118:Vin проявляют
антагонизм практически во всем диапазоне фракционного эффекта. Для комбинаций
ВС118 с циклофосфаном и доксорубицином обнаружено синергичное действие, причем
по классификации Чо [Chou 2006] данный эффект относится к сильному синергизму.

В случае клеток MCF7 (фиг. 2) комбинации ВС118 с цисплатином и доксорубицином
проявляют переходный характер антагонизм-синергизм, в то время как в комбинации
ВС118 с циклофосфаном проявляется антагонизм.

Ранее было показано, что комбинации комплекса ВС118 с цисплатином или
циклофосфаномпроявляют высокую эффективность при терапии экспериментального
лейкоза Р388 [Сень с соавт. 2011]. Мы показали, что при использовании комбинации
комплекса ВС118 и доксорубицина проявляется эффект синергизма при действии на
опухолевые клетки разных типов. В отличие от других комбинаций, сочетание комплекса
ВС118 и доксорубицина приводит к синергичному действию, сравнимому или
превышающему подобный синергизм для комбинации с цисплатином или с
циклофосфаном.

Таким образом, заявленная копозиция аминонитроксильного комплекса платины
ВС118 и противоопухолевого антибиотика Доксорубицина обладает высоким
противоопухолевым потенциалом. При использовании копозиции космлекс ВС118:
Доксорубицин в соотношениях, соответствующих их токсическим дозам, в действии
данной комбинации на опухолевые клетки проявляется эффект синергизма. Подобный
эффект позволяет существенно повышать эффективность химиотерапии, снижать
применяемые терапевтические дозы и токсическую нагрузку на организм.
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(57) Формула изобретения
Применение комбинированного средства, содержащего аминонитроксильный

комплекс платины ВС118, представляющий собой e-Аммин-d-(4-амино-2,2,6,6-
тетраметилпиперидин-1-оксил)-а,f-бис(ацетато)-b,с-дихлорплатины(IV), и доксорубицин,
в качестве противоопухолевого средства на модели опухолевых клеток линий А-172 и
MCF7.
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