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Die vorliegende Erfindung beinhaltet
Zusammensetzungen und Verfahren zum Herstellen
einer Nanopartikel-Zusammensetzung, welche einen
polymeren Kern enthalt, der mindestens ein Polymer
und mindestens einen Wirkstoff und mindestens eine
Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberflache
des polymeren Kerns enthalt; insbesondere betrifft die
Erfindung die Verwendung von Curcumin in einer
solchen Lipid-Polymer-Nanopartikel-Formulierung zur
Minimierung der QT-Verléangerung in Verbindung mit
Curcumin bei der Behandlung von Krebs.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die vorliegende Erfindung beinhaltet Zusammensetzungen und Ver-
fahren zum Herstellen einer Nanopartikel-Zusammensetzung, welche
einen polymeren Kern enthdlt, der mindestens ein Polymer und
mindestens einen Wirkstoff und mindestens eine Schicht mindes-
tens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren Kerns ent-
halt; insbesondere betrifft die Erfindung die Verwendung von
Curcumin in einer solchen Lipid-Polymer-Nanopartikel-Formulie-
rung zur Minimierung der QT-Verl&ngerung in Verbindung mit Cur-

cumin bei der Behandlung von Krebs.
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GEBIET DER ERFINDUNG

Die vorliegende Erfindung betrifft allgemein Nanopartikel, die
einen polymeren Kern enthalten, der mindestens ein Polymer und
mindestens einen Wirkstoff und mindestens eine Schicht mindes-
tens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren Kerns ent-
hilt. Insbesondere betrifft die vorliegende Erfindung die
Verwendung von Curcumin in einer solchen Lipid-Polymer-Nanopar-
tikel-Formulierung zur Minimierung der QT-Verldngerung in Ver-

bindung mit Curcumin bei der Behandlung von Krebs.

ALLGEMEINER STAND DER TECHNTK

Der mit der Erfindung verbundene Stand der Technik wird in Ver-
bindung mit der Zufihrung pharmazeutischer Wirkstoffe beschrie-
ben, ohne den Geltungsumfang der Erfindung einzuschranken.

US-Patent 7,968,115 an Kurzrock (eingereicht am 7. September
2005) sieht eine Zusammensetzung und Verfahren zur Behandlung
von Krebs, einschlieBlich Bauchspeicheldriisenkrebs, Brustkrebs
und Melanom, bei einem menschlichen Patienten vor. Die Verfahren
und Zusammensetzungen der vorliegenden Erfindung verwenden Cur-
cumin oder ein Curcumin-Analog, das in einem kolloidalen Arznei-
mittelzufiihrungssystem, vorzugsweise in einem liposomalen
Arzneimittelzufihrungssystem, eingekapselt ist. Geeignete kol-
loidale Arzneimittelzufiihrungssysteme sind auch Nanopartikel,
Nanokapseln, Mikropartikel oder Block-Copolymer-Mizellen. Das
Curcumin oder ein Curcumin-Analog einkapselnde kolloidale Arz-
neimittelzufiihrungssystem wird parenteral in einem pharmazeu-
tisch geeigneten Tréager verabreicht.

US-Patent 8,202,839 an Sung (eingereicht am 7. Januar 2012)
offenbart eine aus Chitosan, Polyglutaminsdure und einem bioak-
tiven Mittel zusammengesetzte pharmazeutische Zusammensetzung
bioaktiver Nanopartikel zur oralen Zufihrung. Die chitosanba-
sierten Nanopartikel sind durch eine positive Oberfldchenladung
und verstidrkte Durchldssigkeit zur oralen Arzneimittelzufihrung
gekennzeichnet.

Die US-Patentanmeldung mit der Publikationsnummer
20120058208 von Jacob (Synergistische Zusammensetzung zur Ver-
stiarkung der Bioverfiigbarkeit von Curcumin) (eingereicht am 8.

Marz 2012) betrifft eine Zusammensetzung zur Verstédrkung der
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Bioverfiigbarkeit von Curcumin. In einer Ausfihrungsform ist eine
Zusammensetzung vorgesehen, welche Pflanzenextrakte von Curcu-
min, Vanille und Ingwer enthdlt, wobei die Extrakte von Ingwer
und Vanille reich an Gingercl bzw. Vanillin sind. In anderen
Ausfihrungsformen sind Curcumin und mindestens ein Element, das
aus der Gruppe Vanille, Ingwer und Capsaicin ausgewahlt ist,
vorgesehen.

Die US-Patentanmeldung mit der Publikationsnummer
20120003177 von Shen (Curcumin enthaltende Polymere und wasser-
18sliche Curcuminderivate als Propharmaka von Propharmaka-Tra-
gern) (eingereicht am 5. Januar 2012) beschreibt Curcumin, ein
aus dem Kurkuma-Rhizom extrahiertes Polyphenol, das polymeri-
siert worden ist, um ein Polymermaterial herzustellen, das ein
Geriist aus mindestens einer sich wiederholenden Struktureinheit
aufweist, von denen mindestens eine einen Curcuminmonomerrest
enthdlt. Diese Curcumin enthaltenden Polymere haben ein breites
Spektrum an pharmakologischen Aktivit&dten, einschlieBlich unter
anderem tumorhemmende, antioxidative, entziindungshemmende,
thrombosehemmende und antibakterielle Aktivit&ten. Bestimmte Ar-
ten dieser Polymere wiesen betrdchtliche tumorhemmende Aktivitat
auf. Es sind auch wasserldsliche Curcuminderivate und deren Ver-

wendung als Propharmaka und Propharmakatrédger offenbart.

KURZBESCHREIBUNG DER EREINDUNG

Niedrige Loslichkeit, niedrige Bioverfligbarkeit, QT-Verldngerung
und schnelle Beseitigung in vivo sind Probleme in Verbindung mit
Curcumin. Die Vorteile von liposomalem Nanocurcumin sind keine
QT-Verlangerung, hohe Bioverfigbarkeit und geringe Beseitigung
in vivo, aber der Nachteil ist die rasche Freisetzung. Die Vor-
teile von polymerem Nanocurcumin sind hohe Bioverfiligbarkeit, an-
haltende Freisetzung und geringe Beseitigung in vivo, aber der
Nachteil ist QT-Verldngerung. Die Vorteile von Hybrid-Nanocurcu-
min sind hohe Bioverfiligbarkeit, anhaltende Freisetzung, keine
QT-Verldngerung und geringe Beseitigung in vivo.

Die vorliegende Erfindung beinhaltet Verfahren und Zusammen-
setzungen, umfassend einen polymeren Nanopartikelkern, umfassend
mindestens ein Polymer und mindestens einen Wirkstoff; und min-
destens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberflédche
des polymeren Kerns. Das mindestens eine Polymer kann PLGA um-
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fassen; und/oder mindestens ein Polymer, das aus der Gruppe aus-
gewahlt ist, die aus Poly(milchsdure), Polylactid (PLA) und
Poly-L-lactid-co~-g-caprolacton (PLCL) besteht. In bestimmten Er-
scheinungsformen umfasst der mindestens eine Wirkstoff Curcumin
oder ein Curcuminoid. Der Wirkstoff kann mindestens ein krebs-
hemmendes Arzneimittel umfassen; und/oder aus mindestens einem
eines krebshemmenden Arzneimittels, einem Antibiotikum, einem
Virustatikum, einem Antimykotikum, einem Antihelmintikum, einem
Nahrstoff, einem kleinen Molekiil, einer siRNA, einem Antioxidans
und einem Antikdrper ausgewdhlt sein. In bestimmten Erschei-
nungsformen verursacht die Nanopartikel-Zusammensetzung keine
QT-Verléangerung. In bestimmten Erscheinungsformen hat die Nano-
partikel-Zusammensetzung hohe Bioverfligbarkeit. In bestimmten
Erscheinungsformen kann der Wirkstoff ein konventionelles Ra-
dioisotop umfassen. Der mindestens eine Wirkstoff umfasst einen
wasserunldslichen Farbstoff; und/oder ein Metall-Nanopartikel,
zur Verwendung als Kontrastmittel fir die MRT; und/oder zur Aus-—
wahl aus der Gruppe, die Nil-Rot, Eisen und Platin enth&lt. In
bestimmten Erscheinungsformen umfasst das mindestens eine Lipid
1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholin (DMPC); und/oder Di-
myristoylphosphatidylglycerol (DMPG); 1,2-Dioctadecanoyl-sn-gly-
cero-3-phosphoethanolamin (DSPE), 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N-[amino (polyethylenglycol) (DSPE-PEG), DMPE-
PEG-Maleimid, Lecithin, Cholesterin, 1,2-Dimyristoyl-sn—-glycero-
3-phosphoethanolamin-N- (lissaminrhodamin-B-sulfonyl) (Ammonium-
salz) und 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (Ammoniumsalz). In verschiedenen
Erscheinungsformen kann die Nanopartikel-Zusammensetzung DMPC
und DMPG in einem Molverh&ltnis von 9:1, 7:3, 8:2 oder 7,5:2,5
enthalten. In bestimmten Erscheinungsformen konnen die Nanopar-
tikel mindestens ein Targeting-Mittel umfassen, wobei das Targe-
ting-Mittel den Nanopartikel selektiv und gezielt zu erkranktem
Gewebe/erkrankten Zellen bringt, wodurch die Ganzkdrperdosis mi-
nimiert wird; und/oder wobei das Targeting-Mittel einen Antikdr-
per oder ein funktionelles Fragment davon enthdlt, der bzw. das
in der Lage ist, ein Zielantigen zu erkennen; und/oder ausge-
wahlt aus der Gruppe, die aus einem Antikdrper, einem kleinen
Molekil, einem Peptid, einem Kohlenhydrat, einer siRNA, einem
Protein, einer Nukleinsidure, einem Aptamer, einem zweiten Nano-

partikel, einem Zytokin, einem Chemokin, einem Lymphokin, einem
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Rezeptor, einem Lipid, einem Lectin, einem eisenhaltigen Metall,
einem Magnetpartikel, einem Linker, einem Isotop oder Kombina-
tionen davon besteht. In bestimmten Erscheinungsformen haben die
Nanopartikel eine GroRe von 90 bis 150 nm. Die Bioverfiigbarkeit
des Wirkstoffes kann erhoht werden, eine QT-Verldngerung ist re-
duziert und der Wirkstoff kann anhaltend freigesetzt werden.

Die Erfindung beinhaltet Ausfiihrungsformen von Verfahren zum
Bilden einer Nanopartikel-Zusammensetzung, welche das Bilden ei-
ner organischen Phase durch Kombinieren mindestens eines Poly-
mers, mindestens eines Losungsmittels und mindestens eines
Wirkstoffes; Bilden einer wdssrigen Lipidphase durch Mischen
mindestens eines Lipids mit Wasser; Mischen der organischen Pha-
se mit der wéssrigen Lipidphase, wodurch eine Emulsion gebildet
wird; und Inkubieren der Emulsion, wobei eine Selbstorganisation
von Nanopartikeln stattfindet. Das mindestens eine Polymer kann
PLGA umfassen; und/oder mindestens ein Polymer, das aus der
Gruppe ausgewdhlt ist, die aus Poly(milchs&dure), Polylactid
(PLA) und Poly-L-lactid-co-e-caprolacton (PLCL) besteht. Die or-
ganische Phase kann PLGA in einer Konzentration von 2-90 mg/ml;
und/oder Curcumin in einer Konzentration von 1-15 Gew./Vol.-%
enthalten. In verschiedenen Erscheinungsformen kann das mindes-
tens eine Losungsmittel ein organisches Losungsmittel; Acetoni-
tril; mindestens ein Losungsmittel, das aus der Gruppe
ausgewdhlt ist, die aus Aceton, tert-Butylalkohol, Dimethylfor-
mamid und Hexafluorisopropanol besteht, umfassen. Der mindestens
eine Wirkstoff umfasst Curcumin oder ein Curcuminoid; und/oder
mindestens ein krebshemmendes Arzneimittel; und/oder ein konven-
tionelles Radioisotop; und/oder mindestens einen Wirkstoff, der
aus der Gruppe ausgewahlt ist, die Nil-Rot, Eisen und Platin
enthdlt. In bestimmten Erscheinungsformen kann das mindestens
eine Lipid DMPC; und/oder DMPG und/oder mindestens ein Lipid um-
fassen, das aus der Gruppe ausgewdhlt ist, die aus 1,2-Dioctade-
canoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin (DSPE), 1,2-Distearoyl-
sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-[amino (polyethylenglycol)
(DSPE-PEG), DMPE-PEG-Maleimid, Lecithin, Cholesterol, 1,2-Dimy-
ristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N- (lissaminrhodamin-B-
sulfonyl) (Ammoniumsalz) und 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phos-
phoethanolamin-N- (7-nitro-2-1, 3-benzoxadiazol-4-yl) (Ammonium-
salz) besteht. In bestimmten Erscheinungsformen umfasst das

mindestens eine Lipid DMPC und DMPG in einem Molverh&ltnis von

5748



LY X ]
LY ¥
sese
[ AT X ]
Ld
LA XXX )
(XXX ]
L J
oseoe
[ XX X]
(L X X
[ 2 X X)
13
LEX 2 )
©

5 0 LX)

9:1, 7:3, 8:2, 7,5:2,5. In bestimmten Erscheinungsformen bein-
haltet das Mischen der organischen Phase mit der wdssrigen Li-
pidphase langsames Einrtihren der organischen Phase in die
wdssrige Lipidphase; und/oder das Mischen der organischen Phase
mit der wissrigen Lipidphase beinhaltet Vortexen; und/oder das
Mischen der organischen Phase mit der wdssrigen Lipidphase bein-
haltet ferner Beschallen. In bestimmten Erscheinungsformen bein-
haltet das Inkubieren der Emulsion das 2-stilindige Rihren der
Emulsion. In bestimmten Erscheinungsformen kann das Verfahren
ferner das Trennen der Nanopartikel nach Inkubieren der Emulsi-
on; und/oder Filtrieren der Nanopartikel nach dem Inkubieren der
Emulsion; und/oder Einfrieren der Nanopartikel; und/oder Lyophi-
lisieren der Nanopartikel; und/oder Anbringen eines Targeting-
Mittels an die Nanopartikel; und/oder Anbringen mindestens eines
Targeting-Mittels beinhalten, wobei das Targeting-Mittel den Na-
nopartikel selektiv und gezielt zu erkranktem Gewebe/erkrankten
Zellen bringt, wodurch eine Ganzkdrperdosis minimiert wird;
und/oder Anbringen mindestens eines Targeting-Mittels an die Na-
nopartikel, wobei das Targeting-Mittel einen Antikorper oder ein
funktionelles Fragment davon enthdlt, der bzw. das in der Lage
ist, ein Zielantigen zu erkennen. In bestimmten Erscheinungsfor-
men haben die Nanopartikel eine GroBe von 90 bis 150 nm.

Die Erfindung beinhaltet Ausfihrungsformen pharmazeutischer
Mittel, die einen Nanopartikel zur Arzneimittelzufihrung enthal-
ten, umfassend ein Polymer, einen Wirkstoff und mindestens eine
Schicht mindestens eines Lipids, welches das Polymer und den
Wirkstoff einkapselt.

Die Erfindung beinhaltet Ausfihrungsformen zum Behandeln ei-
nes Patienten, der vermutlich an einer Krankheit leidet, welche
das Verabreichen von Nanopartikeln beinhalten, wobel die Nano-
partikel einen polymeren Kern enthalten, der mindestens ein Po-
lymer und mindestens einen Wirkstoff und mindestens eine Schicht
mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren Kerns
enthidlt. In bestimmten Erscheinungsformen beinhaltet das Verab-
reichen von Nanopartikeln das Verabreichen des Nanopartikels
durch intramuskuldre, subkutane, intravaskuldre oder intraven&se
Verabreichung. Die Krankheit kann aus der Gruppe ausgewdhlt
sein, die aus neurologischen, onkologischen und metabolischen
Krankheiten besteht; und/oder aus der Gruppe, die aus Parkinson-

Krankheit, Alzheimer-Krankheit, multipler Sklerose, ALS, einer
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Folgeerscheinung, Verhaltens- und Kognitionsstdrungen, einer
Krankheit aus dem autistischen Spektrum, Depression und neo-
plastischer Krankheit besteht; und/oder Krebs. In bestimmten Er-
scheinungsformen wird der Wirkstoff anhaltend freigesetzt.

Die Erfindung beinhaltet Ausfihrungsformen einer Zusammen-
setzung, welche einen polymeren Nanopartikelkern enth&dlt, ent-
haltend mindestens ein Polymer und Curcumin und mindestens eine
Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren
Kerns.

Die Erfindung beinhaltet Ausfihrungsformen des Bildens einer
Nanopartikel-Zusammensetzung, enthaltend das Bilden einer orga-
nischen Phase durch Kombinieren mindestens eines Polymers, min-
destens eines Losungsmittels und Curcumin; Bilden einer
widssrigen Lipidphase durch Mischen mindestens eines Lipids mit
Wasser; Mischen der organischen Phase mit der wassrigen Lipid-
phase, wodurch eine Emulsion gebildet wird; und Inkubieren der
Emulsion, wobei eine Selbstorganisation von Nanopartikeln statt-
findet.

Die Erfindung beinhaltet Ausfiihrungsformen pharmazeutischer
Mittel, die einen Nanopartikel zur Arzneimittelzufthrung enthal-
ten, umfassend ein Polymer, Curcumin und mindestens eine Schicht
mindestens eines Lipids, welches das Polymer und den Wirkstoff
einkapselt.

Die Erfindung beinhaltet Ausfihrungsformen zum Behandeln ei-
nes Patienten, der vermutlich an einer Krankheit leidet, wobei
das Verfahren das Verabreichen von Nanopartikeln beinhaltet, wo-
bei die Nanopartikel einen polymeren Kern enthalten, der mindes-
tens ein Polymer, Curcumin und mindestens eine Schicht
mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren Kerns
enthalt.

Eine weitere Ausfihrungsform beinhaltet eine Zusammensetzung
zum Behandeln von Krebs, enthaltend: einen polymeren Nanoparti-
kelkern, der mindestens ein Polymer und mindestens eines aus
Curcumin oder Curcuminoiden; und mindestens eine Schicht mindes-
tens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren Kerns ent-
hdlt, wobei die Zusammensetzung keine QT-Verldngerung
verursacht, wenn ein Individuum mit ihr versehen wird. In einer
Erscheinungsform umfasst das mindestens eine Polymer mindestens
eines aus Poly(milchsdure-co-glycolsdure) (PLGA), Poly(milchsau-
re), Polylactid (PLA) oder Poly-L-lactid-co-g-caprolacton

7148
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Eine weitere Ausfihrungsform beinhaltet ein Verfahren zum
Bilden einer Nanopartikel-Zusammensetzung, enthaltend: Bilden
einer organischen Phase durch Kombinieren mindestens eines Poly-
mers, mindestens eines Losungsmittels und mindestens eines aus
Curcumin oder Curcuminoiden; Bilden einer wdssrigen Lipidphase
durch Mischen mindestens eines Lipids mit Wasser; Mischen der
organischen Phase mit der wé&ssrigen Lipidphase, wodurch eine
Emulsion gebildet wird; und Inkubieren der Emulsion, wobei eine
Selbstorganisation von Nanopartikeln stattfindet und wobei die
Curcumin oder Curcuminoid-Nanopartikel keine QT-Verl&dngerung
verursachen, wenn ein Individuum mit ihnen versehen wird.

Eine weitere Ausfihrungsform beinhaltet ein Verfahren zum
Behandeln eines Patienten, der vermutlich an einer Krankheit
leidet, wobei das Verfahren das Verabreichen von Nanopartikeln
beinhaltet, wobei die Nanopartikel einen polymeren Kern enthal-
ten, der mindestens ein Polymer und mindestens einen Wirkstoff
und mindestens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der
Oberfl&dche des polymeren Kerns enth&dlt, wobei der Wirkstoff im
Verdacht steht, eine QT-Verlangerung zu verursachen, wenn ein
Individuum damit versehen wird. In einer Erscheinungsform bein-
haltet das Verfahren auch den Schritt des Verabreichens des Na-
nopartikels durch intramuskulédre, subkutane, intravaskuldre oder
intravendse Verabreichung.

Eine weitere Ausfihrungsform beinhaltet ein Verfahren zum
Bilden einer Nanopartikel-Zusammensetzung, die verhindert, dass
der Wirkstoff eine QT-Verladngerung verursacht, enthaltend: Bil-
den einer organischen Phase durch Kombinieren mindestens eines
Polymers, mindestens eines Losungsmittels und des Wirkstoffs,
der eine QT-Verlangerung verursacht; Bilden einer wassrigen Li-
pidphase durch Mischen mindestens eines Lipids mit Wasser; Mi-
schen der organischen Phase mit der wéssrigen Lipidphase,
wodurch eine Emulsion gebildet wird; und Inkubieren der Emulsi-
on, wobeil eine Selbstorganisation von Nanopartikeln stattfindet.

Eine weitere Ausfithrungsform beinhaltet ein pharmazeutisches
Mittel, enthaltend: einen Nanopartikel fiir die Arzneimittelzu-
fihrung, umfassend ein Polymer, einen Wirkstoff, der QT-Verldn-
gerung verursacht und mindestens eine Schicht mindestens eines
das Polymer und den Wirkstoff einkapselnden Lipids, und das Mit-
tel verursacht keine QT-Verlédngerung.
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Eine weitere Ausfihrungsform beinhaltet ein Verfahren zum
Behandeln eines Patienten, der vermutlich an einer Krankheit
leidet, wobei das Verfahren das Verabreichen von Nanopartikeln
beinhaltet, wobei die Nanopartikel einen polymeren Kern enthal-
ten, der mindestens ein Polymer, Curcumin und mindestens eine
Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren
Kerns enthilt, wobei das Behandeln des Patienten keine QT-Ver-
langerung verursacht.

In einer anderen Ausfihrungsform beinhaltet das Verfahren
zum Behandeln eines Individuums, das vermutlich Krebs hat: Iden-
tifizieren, das ein Patient vermutlich Krebs hat; und Versehen
des Individuums mit einer Menge von mindestens einem aus Curcu-
min oder Curcuminoiden in einer zur Reduzierung des Krebses in
dem Individuum ausreichenden Menge, wobei das mindestens eine
aus Curcumin oder Curcuminoiden sich in einem polymeren Nanopar-
tikelkern befindet, der mindestens ein Polymer und mindestens
eines aus Curcumin oder Curcuminoiden und mindestens eine
Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des polymeren
Kerns enthidlt, wobeili das mindestens eine aus den Curcumin- oder
Curcuminoid-Nanopartikeln keine QT-Verldngerung verursacht, wenn
ein Individuum damit versehen wird. In einem Aspekt ist der

Krebs ein Bauchspeicheldriisen-, Prostata- oder Brustkrebs.

KURZE BESCHREIBUNG DER ZETCHNUNGEN

Fir ein umfassenderes Verstandnis der Merkmale und Vorteile
der vorliegenden Erfindung wird nun auf die ausfiihrliche Be-
schreibung der Erfindung zusammen mit den begleitenden Figuren
verwiesen, in denen Folgendes dargestellt ist:

Figur 1 stellt das Grundkonzept der Bildung von Hybridnano-
curcumin (HNC) dar; Lipid-DMPC und DMPG. Probleme in Verbindung
mit Curcumin sind geringe Loslichkeit, geringe Bioverfigbarkeit,
QT-Verldngerung und schnelle Beseitigung in vivo. Die Vorteile
von liposomalem Nanocurcumin sind keine QT-Verldngerung, hohe
Bioverfiigbarkeit und geringe Beseitigung in vivo, aber der Nach-
teil ist die rasche Freisetzung. Die Vorteile von polymerem Na-
nocurcumin sind hohe Bioverfigbarkeit, anhaltende Freisetzung
und geringe Beseitigung in vivo, aber der Nachteil ist QT-Ver-
langerung. Die Vorteile von Hybrid-Nanocurcumin sind hohe Bio-

verfigbarkeit, anhaltende Freisetzung, keine QT-Verldngerung und
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geringe Beseitigung in vivo.

Figur 2 zeigt die verbesserte Dispergierbarkeit von HNC in
Wasser.

Figur 3 gibt transmissionselektronenmikroskopische Bilder
von HNC wieder. Der TEM-Scan zeigt HNC als aufgekugelte glatte
Nanopartikel mit einheitlicher Grébe.

Figur 4A und 4B: Figur 4A zeigt Formulierungen von Hybridna-
nocurcumin (HNC). Es sind vier verschiedene Formulierungen von
HNC gezeigt, bei denen unterschiedliche Verhadltnisse von DMPC
und DMPG verwendet werden. Figur 4B zeigt die PartikelgrdBenver-
teilung in Charge 3.

Figur 5 zeigt die HNC-Charakterisierung, einschlieBRlich der
durchschnittlichen Partikelgrtle, der Wirkstoffbeladung und der
Einkapselungseffizienz.

Figur 6 zeigt die hERG-Stromdichteanalyse von Curcumin; 1li-
posomalem Curcumin; und von PLGA-Curcumin.

Figur 7 zeigt die hERG-Stromdichteanalyse von Liposomen +
Curcumin; und Liposomen.

Figur 8 zeigt die intrazelluldre Aufnahme von HNC in Mia-
PaCa-Zellen.

Figur 9 zeigt eine Western-Blot-Analyse von MiaPaCa-Zellen
nach Behandlung mit Hybridnanocurcumin (25 pM (mikromolar)).
Bahn 1: Unbehandelt; Bahn 2: Leerwert Nanopartikel; Bahn 3: Cur-
cumin (24 Std.); Bahn 4: HNC (24 Std.) und; Bahn 5 HNC (48
sStd.).

Figur 10 zeigt die Vitalitdt von MTT-Zellen unter Verwendung
von HNC und einer Bauchspeicheldriisenkrebszelllinie (MiaPaCa-
Zelllinie) nach 48 Stunden.

Figur 11 zeigt das Protokoll der Pulse oder das urspringli-
che Datenerfassungsdesign: Erfassungsrate(n): 1,0 kHz

Figur 12 zeigt die Wirkung von Charge A auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mv.

Figur 13 zeigt die Wirkung von Charge A auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 14 zeigt den Zusammenhang (I-V) der hERG-Stromamplitu-
de transfizierter HEK293-Zellen, die Charge A ausgesetzt waren.

Figur 15 zeigt die Wirkung von Charge B auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 16 zeigt die Wirkung von Charge B auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mvV.
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Figur 17 zeigt den Zusammenhang (I-V) der hERG-Stromamplitu-
de transfizierter HEK293-Zellen, die Charge B ausgesetzt waren.

Figur 18 zeigt die Wirkung von Charge C auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 19 zeigt die Wirkung von Charge C auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 20 zeigt den Zusammenhang (I-V) der hERG-Stromamplitu-
de transfizierter HEK293-Zellen, die Charge C ausgesetzt waren.

Figur 21 zeigt die Wirkung von Charge D auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 22 zeigt die Wirkung von Charge D auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 23 zeigt den Zusammenhang (I-V) der hERG-Stromamplitu-
de transfizierter HEK293-Zellen, die Charge D ausgesetzt waren.

Figur 24 zeigt die Wirkung von Charge E auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mvV.

Figur 25 zeigt die Wirkung von Charge E auf die hERG-Strom-
dichte transfizierter HEK293-Zellen bei 20 mV.

Figur 26 zeigt den Zusammenhang (I-V) der hERG-Stromamplitu-
de transfizierter HEK293-Zellen, die Charge E ausgesetzt waren.

Figur 27 zeigt die Wirkung getesteter Verbindungen auf die
hERG-Stromdichte bei +20 mV.

Figur 28 zeigt die Ergebnisse der Behandlung von Brustkrebs
in einem Krebs-Xenotransplantat-Mausmodellsystem.

Figur 29 zeigt zusdtzliche Ergebnisse der Behandlung eines
anderen Brustkrebses in einem Krebs-Xenotransplantat-Mausmodell-

system.

BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

Wahrend die Herstellung und Verwendung verschiedener Ausfih-
rungsformen der vorliegenden Erfindung nachstehend ausfihrlich
diskutiert sind, sollte berlcksichtigt werden, dass die vorlie-
gende Erfindung viele anwendbare erfindungsgemdle Konzepte vor-
sieht, die in ganz unterschiedlichem spezifischem Kontext
ausgefiihrt werden konnen. Die hierin diskutierten, spezifischen
Ausfihrungsformen veranschaulichen lediglich spezifische Moég-
lichkeiten zur Herstellung und Verwendung der Erfindung und
schrdnken den Geltungsumfang der Erfindung nicht ein.

Nachstehend sind zahlreiche Begriffe definiert, um die Er-
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findung besser verstehen zu kénnen. Die Bedeutungen der hierin
definierten Begriffe entsprechen denen, wie sie von einem durch-
schnittlichen Fachmann auf den Gebieten, die fir die vorliegende
Erfindung relevant sind, tUblicherweise verstanden werden. Be-

Ww

griffe wie ,einer", ,eine"“, ,eines™ und ,der“, ,die"“, ,das"™ sol-
len sich nicht nur auf eine singuldre Einheit beziehen, sondern
schlieBen die allgemeine Klasse ein, aus der gegebenenfalls ein
bestimmtes Beispiel zur Veranschaulichung verwendet wird. Die
vorliegende Terminologie wird verwendet, um bestimmte Ausfih-
rungsformen der Erfindung zu beschreiben, aber ihre Verwendung
schrankt die Erfindung nicht ein, auber in dem in den Anspriichen
beschriebenen Umfang.

Probleme in Verbindung mit Curcumin sind niedrige L&slich-
keit, niedrige Bioverfigbarkeit, QT-Verldngerung und schnelle
Beseitigung in vivo. Die Vorteile von liposomalem Nanocurcumin
sind keine QT-Verladngerung, hohe Bioverfiigbarkeit und geringe
Beseitigung in vivo, aber der Nachteil ist die rasche Freiset-
zung. Die Vorteile von polymerem Nanocurcumin sind hohe Biover-
fiigbarkeit, anhaltende Freisetzung und geringe Beseitigung in
vivo, aber der Nachteil ist QT-Verldngerung. Die Vorteile von
Hybrid-Nanocurcumin sind hohe Bioverfiigbarkeit, anhaltende Frei-
setzung, keine QT-Verl&dngerung und geringe Beseitigung in vivo.

Ein Erfordernis bei der kommerziellen Arzneimittelentwick-
lung ist die Prufung von Arzneimittelwirkungen auf hERG (Ikr) in
In-vitro-Assays unter Verwendung transfizierter KEK293-Zellen.
Die vorliegenden Erfinder bestimmten die Anti-hERG-Aktivitdt von
Curcumin (Diferuloylmethan) in DMSO und von drei formulierten
Curcumin-Verbindungen: liposomalem Curcumin, Nanocurcumin und
einem PLGA-Curcumin mit anhaltender Freisetzung. Die vorliegen-
den Erfinder erkennen, dass der K+-Strom-IC50 von Curcumin, das
in DMSO formuliert ist, 3,4 pM betrdgt. Im Kontext der aktuellen
klinischen Phase-la-Pharmakokinetik in normalen Individuen, bei
denen der Blutplasmaspiegel nach einer zweistlindigen Infusion
von 4,5 mg/kg im Bereich von 5 bis 11 pMol liegt, ist berlck-
sichtigt, dass intravendse oder subkutane Curcumin-Formulierun-
gen flr therapeutische Anwendungen IKr hemmen, zu Torsade-de-
Points-Arrhythmien und moéglicher klinischer Mortalitdt fihren
kénnen. Jedoch haben weder die liposomale noch die Nanocurcumin-
Formulierung bei 12 pMol diese Wirkung auf den K+-Kanal. Die

gleichzeitige Verabreichung leerer Liposomen mit Curcumin war
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hinsichtlich der Verhinderung der hERG-Blockade gleich wirksam,
die PLGA-Curcumin-Formulierung hatte diesen Effekt jedoch nicht.

Diese Beobachtungen sind eine Basis flir (die Konstruktion
einer neuen Curcumin-Formulierung) eine neue Curcumin-Formulie-
rung, die aus Liposom und PLGA besteht und eine anhaltende Frei-
setzung von Curcumin ohne die begleitenden Hemmwirkungen von
Curcumin auf den kardialen K+-Kanal ermdglicht.

Die Behandlung von Krebs ist durch die Nebenwirkungen der
krebshemmenden Arzneimittel eingeschrédnkt. Zur Behandlung fort-
geschrittener Krebserkrankungen ist Chemotherapie die einzige
verfiigbare Option. Die zunehmende Zahl von Hinweisen auf Arznei-
mittelresistenz und die unspezifische Toxizitdt dieser Mittel
begrenzen jedoch ihre therapeutischen Ergebnisse. Um dieses Pro-
blem zu l&sen, ist es wichtig, das Arzneimittel in der richtigen
Menge der Stelle zuzufihren, an der sich der Krebs im Korper be-
findet. Eine neuartige Moglichkeit, sich diesem Problem zu na-
hern, ist durch gezielte Arzneimittelzufihrungssysteme, die das
Arzneimittel vorzugsweise der Krebsstelle zufilhren. In bestimm-
ten Ausfiihrungsformen werden gezielt zufihrende Molekilile (Targe-
ting-Molekiile; z. B. Antikdrper) verwendet, welche die
Krebszellen erkennen und das Arzneimittel, das winzige aufgeku-
gelte Partikel (Nanopartikel) enth&lt, zu den Krebszellen
bringt.

In bestimmten Ausfihrungsformen ist mindestens ein Targe-
ting-Mittel an den Nanopartikeln befestigt, wobei das Targeting-
Mittel einen Antikdrper oder ein funktionelles Fragment davon
enthalt, der bzw. das zum Erkennen eines Zielantigens in der
Lage ist. Die Targeting-Mittel koénnen durch Insertion eines he-
tero-/homobifunktionellen Abstandshalters, der mit Aminen von
Lipiden und Targeting-Einheiten reagieren kann, befestigt wer-
den.

Curcumin ist ein starkes krebshemmendes Mittel und wird seit
einigen Jahrzehnten wegen seiner pharmakologischen Wirkung ange-
wendet. Die mit Curcumin assoziierten Hauptprobleme sind jedoch
(1) niedrige systemische Bioverfiigbarkeit nach jeglicher Art der
Verabreichung; (2) QT-Verlé&ngerung, wenn Curcumin alleine verab-
reicht wird; und (3) schnelle In-vivo-Beseitigung von Curcumin.
Die vorliegenden Erfinder losten diese Probleme, indem sie Cur-
cumin (99 % rein) in eine Hybridnanoformulierung formulierten.

Siehe Figur 1.
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Die vorliegenden Erfinder erkannten, dass eine Nanoformulie-
rung die Loésung bietet, um die Bioverfigbarkeit zu erhdhen und
dass eine Liposomenformulierung von Curcumin nahezu keine QT-
Verldngerung bewirkt. Solchen Formulierungen mangelt es jedoch
an Stabilitdt, und sie besitzen in hdheren Dosen eine gewisse
inhdrente Toxizitdt. Die vorliegenden Erfindung erkennen, dass
Curcumin nach Verabreichung an Tiermodelle sehr rasch beseitig
wird. ’

Die vorliegenden Erfinder haben ein Nanoformulierungssystem
entwickelt, das die Bioverfiligbarkeit von Curcumin erhdht, die
QT-Verldngerung minimiert und das Arzneimittel Curcumin anhal-
tend freisetzt.

Das Hybridnanocurcumin (HNC)-System ist ein Hybrid aus Lipi-
den und Polymer, wobeil der polymere Kern Curcumin einkapselt.
Das Lipid ist als kontinuierliche Schicht auf der Oberfl&dche des
polymeren Nanopartikels vorhanden. Anders gesagt, umhiillt das
Lipid den polymeren Nanopartikel. Die Lipidkomponente des Hy-
bridnanocurcumins tradgt dazu bei, die QT-Verld@ngerung zu verrin-
gern, wahrend der polymere Kern des Hybridsystems die anhaltende
Freisetzung von Curcumin erm&glicht. Das
Hybridnanocurcumin (HNC) -System loste alle vorstehend genannten
Probleme, d. h. (1) Bioverfigbarkeit von Curcumin, (2) Curcumin-
bedingte QT-Verlédngerung und (3) gleichzeitig anhaltende Frei-
setzung von Curcumin.

Das Hybridnanocurcumin (HNC)-System hat folgende Vorteile:
(1) die In-vivo-Bioverfigbarkeit von Wirkstoffen (z. B. Curcu-
min) ist verbessert; (2) die Lipidkomponente des Hybridnanocur-
cumins verringert die QT-Verldngerung; (3) der polymere Kern des
Hybridsystems erm&glicht die anhaltende Freisetzung des Wirk-
stoffes (z. B. Curcumin); (4) die Formulierung selbst ist ein
einfacher, praktischer Prozess aus einem Schritt; und (5) dieses
System kann verwendet werden, um einen anderen &dhnlichen Typ von
Arzneimitteln oder Wirkstoffen, die hydrophobe Molekiile enthal-
ten, zu formulieren. Beispiele wlrden Curcuminanaloge, Doceta-
xel, Paclitaxel etc. beinhalten.

Aufgrund der besseren Bioverfligbarkeit und verringerter Ne-
benwirkungen ist das kommerzielle Potenzial von Hybridnanocurcu-
min-Formulierungen enorm.

Eine Ausfihrungsform ist eine liposomale Curcumin-PLGA-Ver-

bindung mit anhaltender Freisetzung zur Verhinderung und Behand-
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lung neurologischer, onkologischer oder metabolischer Krankhei-
ten (Hybridnanocurcumin-Formulierung).

Bestimmte Ausfiihrungsformen koénnen als intravendse und/oder
subkutane Verabreichung einer neuartigen Formulierung von syn-
thetisiertem Curcumin (Diferuloylmethan), das PLGA und ein Lipo-
som gebunden ist, beschrieben werden. Eine solche Formulierung
ist dazu ausgelegt, eine anhaltende Freisetzung von Curcumin als
Wirkstoff zu bieten. Es wird auf die Verhinderung kardialer Er-
eignisse aufgrund des Einbaus einer liposomalen Komponente in
die Formulierung verwiesen.

In weiteren Ausfiihrungsformen kénnen die Zusammensetzungen
fiir die Behandlung neurologischer-auto-immunologischer degenera-
tiver Krankheiten (Parkinson-Krankheit, Alzheimer-Krankheit,
multiple Sklerose, ALS, Folgeerscheinungen, Verhaltens- und Ko-
gnitionsstorungen, Erkrankungen aus dem autistischen Spektrum
und Depression), neoplastischen Krankheiten (Krebs) verwendet
werden.

In bestimmten Ausfihrungsformen werden die Zusammensetzungen
der vorliegenden Erfindung intramuskuldr, subkutan und/oder in-
travaskuldr verabreicht.

Bestimmte Ausfihrungsformen enthalten Curcumin (Diferuloyl-
methan), das in eine liposomale PLGA-Hille eingekapselt ist, was
als Hybridnanocurcumin-Formulierung bezeichnet wird.

In einer Ausfihrungsform ist der Wirkstoff Curcumin, bei dem
es sich um ein starkes natilirliches krebshemmendes Mittel han-
delt, das in einem Nanopartikel-basierten Zufuhrungssystem ver-
wendet wird. Eine Einschréankung ist die QT-Verldngerungswirkung
von Curcumin, selbst wenn es mit Nanopartikel-basierten Systemen
assoziiert ist. Dadurch ist es schwierig, die FDA-Anforderungen
an die kommerzielle Anwendung zu erfiillen. Die Hybridnanocurcu-
min-Formulierung 16st dieses Problem und verringert die QT-Ver-
langerungswirkung von Curcumin, was sie fir die kommerzielle
Anwendung ideal macht. Dartber hinaus setzt die Hybridnanocurcu-
min-Formulierung Curcumin anhaltend frei, was die systemische
Verflgbarkeit verbessert und die schnelle Beseitigung von Curcu-
min in Tiermodellen verringert. Daher kann die Hybridnanocurcu-
min-Formulierung direkt verwendet werden, um Nanotechnologie-
basierte Hybrid-Dosierungsformen fiir Curcumin herzustellen. In
anderen Ausfihrungsformen kann Curcumin durch verschiedene &hn-

liche Arzneimittel oder Wirkstoffe ersetzt werden. Solche Zusam-
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mensetzungen konnen direkt in die Herstellung durch pharmazeuti-
sche Unternehmen gehen, um in der Phase I und in der Phase II

geprlift zu werden.

Beispiel I: Hybridnanocurcumin-Formulierung: PLGA wurde in einem
organischen Ldsungsmittel, Acetonitril, geldst, um eine Konzen-
tration von 10 mg/ml zu erhalten. In dieser Phase aus Polymer
und organischem Losungsmittel wurde Curcumin (5 %) geldst. Lipi-
de (DMPC und DMPG) wurden in verschiedenen Molverhdltnissen ge-
mischt, und das Volumen wurde auf 1 ml aufgefillt. Weitere
Details:

Hybridnanocurcumin-Formulierung: Polymer-PLGA (10 mg) wurde
in 1 ml organischem Losungsmittel, Acetonitril, geldst, um eine
Konzentration von 10 mg/ml zu erhalten. In diesem Gemisch aus
Polymer und organischem Losungsmittel wurde Curcumin (5 % rela-
tiv zum Polymer) geldst. Lipide (DMPC und DMPG) wurden in ver-
schiedenen Molverhdltnissen gemischt, und es wurde festgestellt,
dass ein DMPC/DMPG-Verh&dltnis = 7,5/2,5 die besten Partikel er-
gab. DMPC (Lipid 1) wurde in 4 % Ethanol in Wasser geldst. DMPG
(Lipid 2) wurde in Wasser geldst, und das Volumen wurde auf 1 ml
aufgefillt. Diese Losungen wurden gemischt und erhitzt, um
transparente Losungen zu erhalten. Der Gesamtlipidgehalt relativ
zum Polymer variierte von 2 mg bis 8 mg. Die organische Phase
wurde langsam in die wdssrige Lipidphase gerithrt, wobei das Ver-
hdltnis von organischem zu wassrigem Volumen von 1:1 beibehalten
wurde. Die Emulsion wurde 30 s auf dem Vortex gemischt und dann
5 Min. beschallt. Dann wurde das ganze Emulsionssystem 2-3 Stun-
den gerithrt, damit eine Selbstorganisation stattfinden konnte.
Dann wurde es dreimal mit einem Amicon-Filter (Cutoff wvon 10 kD)
filtriert. Die so erhaltenen Hybridpartikel wurden mit Fliissig-
stickstoff schockgefroren und iber Nacht lyophilisiert. Dann
wurden sie bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C aufbewahrt.

Die organische Phase wurde langsam in die wé&ssrige Lipidpha-
se geriihrt, wobei das Verh&ltnis von organischem zu wdssrigem
Volumen von 1:1 beibehalten wurde. Die Emulsion wurde 30 s auf
dem Vortex gemischt und dann 5 Min. beschallt. Dann wurde das
ganze Emulsionssystem 2 Stunden gerihrt, damit eine Selbstorga-
nisation stattfinden konnte. Dann wurde es dreimal mit einem
Amicon-Filter (Cutoff wvon 10 kD) filtriert. Die so erhaltenen
Hybridpartikel wurden mit Flissigstickstoff schockgefroren und
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iiber Nacht lyophilisiert. Dann wurden sie bis zur weiteren Ver-
wendung bei -20 °C aufbewahrt.

Charakterisierung von Hybridnanocurcumin: Die Hybridnanopar-
tikel wurden hinsichtlich der PartikelgroBe, der Arzneimittella-
dung, der Einkapselungseffizienz und der Oberfldchenmorphologie
charakterisiert. Figur 4A zeigt Ergebnisse aus einer Reihe von
Studien, in denen die Gesamtlipidmengen variiert wurden, wahrend
das Molverhdltnis von zwei Lipiden konstant blieb. In anderen
Studien wurden Lipide (DMPC und DMPG) in anderen Molverhdltnis-
sen gemischt, und wir stellten fest, dass DMPC/DMPG :: 7,5/2,5
die besten Partikel ergaben. In bestimmten Ausfihrungsformen
wird das Hybridnanocurcumin hierin als Curcumin ER bezeichnet.

Partikelgrofenverteilung: Die PartikelgroBenverteilung ist
in Figur 4B gezeigt. Die PartikelgroBen fiir verschiedene Chargen
nach der Lyophilisierung sind in Tabelle 1 gelistet. Die Parti-
kelgrdBenanalyse der lyophilisierten Nanopartikel wurde mit ei-
nem Nanotrac-System (Microtrac, Inc., Montgomeryville, PA, USA)
durchgefihrt. Die lyophilisierten Nanopartikel wurden in doppelt
destilliertem Wasser dispergiert und auf hoher Stufe 10 s auf
dem Vortex gemischt und dann hinsichtlich der PartikelgroBe ge-
messen. Die Ergebnisse wurden als Durchschnitt von drei Durch-

gadngen mit Dreifachmessungen pro Durchgang angegeben.

Charge DMPC+DMPG (mg) Durchschnittliche

PartikelgroRe (nm)
Charge 1 2 138,0
Charge 2 4 117,2
Charge 3 6 142,7
Charge 4 8 103, 6

Tabelle 1: Durchschnittliche PartikelgréRenverteilung in allen

Chargen

Effizienz der Arzneimittelladung und Einkapselung: Das Hy-
bridnanocurcumin wurde in Acetonitril geldst und die Arzneimit-
telladung und die Einkapselungseffizienz wurden

spektrophotometrisch bestimmt. Die Werte sind in Tabelle 2 ge-
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listet. Lyophilisierte Hybridnanopartikel (5 mg) wurden in 2 ml
Acetonitril geldst, um zur Bestimmung der Einkapselungseffizienz
Curcumin in Acetonitril zu extrahieren. Die Proben in Acetoni-
tril wurden 4 Std. bei Raumtemperatur vorsichtig auf einem
Schiittler geschiittelt, um das Curcumin aus den Nanopartikeln
vollstdndig in Acetonitril zu extrahieren. Diese Losungen wurden
bei 14.000 U/Min. (Zentrifuge 5415D, Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland) zentrifugiert, und der Uberstand wurde gesammelt.
Die Suspension (20 pl) wurde in Ethanol (1 ml) geldst und fir
die Schdtzungen verwendet. Die Curcuminkonzentrationen wurden
spektrophotometrisch bei 450 nm gemessen. Unter identischen Be-
dingungen wurde ein Standardplot von Curcumin (0-10 pg/ml) er-
stellt.

Die Einkapselungseffizienz (EE) von PLGA-CURC wurde mit der

folgenden Formel berechnet:

Arzneimittelgesamtgehalt in Nanopartikeln

Einkapselungseffizienz (%)= x 100
Gesamtarzneimittelmenge

Die prozentuale Arzneimittelladung wurde aus der Gesamtmenge an
Arzneimittel, das aus den Hybridnanopartikeln extrahiert wurde,

im Verhdltnis zu dem bekannten Gewicht der Nanopartikel berech-

net.
Arzneimittelgehalt
Arzneimittelladung (%)= x 100
Gewicht der Nanopartikel
Charge Arzneimittelladung Einkapselungseffizi-
(%) enz (%)
Charge 1 0,5 10
Charge 2 0,6 12
Charge 3 1,0 20
Charge 4 0,3 6

Tabelle 2: Arzneimittelladung und Einkapselungseffizienz fir

alle Chargen.
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Oberfldchenmorphologie: Die Oberflachenmorphologie des HNC
wurde mittels Transmissionselektronenmikroskopie bestimmt. Der
TEM-Scan ist nachstehend in Figur 3 gezeigt. Die Oberfl&chenmor-
phologie des Hybridnanopartikels wurde mittels Transmissions-—
elektronenmikroskopie (TEM) bestimmt. Eine kleine Menge einer
wassrigen LOsung der lyophilisierten Hybridnanopartikel (1
mg/ml) wurde auf einer TEM-Rasteroberfldche mit einem Filterpa-
pier (Whatman Nr. 1) platziert. Auf die Oberfldche des kohlen-
stoffbeschichteten Rasters wurde ein Tropfen 1 % Uranylacetat
gegeben. Nach l-miniitiger Inkubation wurde Uberschiissige Flis-
sigkeit entfernt, und die Rasteroberfldche wurde bei Raumtempe-
ratur luftgetrocknet. Dann wurde sie in das
Transmissionselektronenmikroskop (LEO EMS910, Carl Zeiss SMT Inc,
NY, USA) geladen, an das eine Gatan SC 1000 CCD-Kamera ange-
schlossen war. HNC werden charakterisiert, was die Bestimmung
der durchschnittlichen Partikelgrdbe, der Arzneimittelladung und
der Einkapselungseffizienz beinhaltete, und die Ergebnisse sind
in Figur 5 gezeigt.

Evaluierung von Hybridnanocurcumin: Hybridnanocurcumin wurde
mittels intrazelluldrer Aufnahme und MTT-Assays evaluiert. Wie
in Figur 8 gezeigt, ergab diese Studie eine robuste Aufnahme wvon
HNC innerhalb 1 Stunde in MiaPaCa-Bauchspeicheldrisenkrebszel-
len. Die intrazelluldre Aufnahme von Nanopartikeln in Bauchspei-
cheldriisen—-, Prostata- und Brustkrebszellen wurde mit einem
Konfokal-Laserscanning-Mikroskop (CLSM) bestimmt. Fiir diese Stu-
dien wurden Zellen auf einem Deckgldschen in einer Gewebekultur-
platte mit 6 Kavitdten platziert und bei 37 °C inkubiert, bis
sie subkonfluent waren. Dann wurden die Zellen 100-ug/ml-Konzen-
trationen von Hybridnanopartikeln, die mit fluoreszierendem Nil-
Rot markiert waren, ausgesetzt. Nach 2-stindiger Inkubation wur-
den die Zellen im Mikroskop betrachtet.

MTT-Assay: Dieser Assay wurde in der Bauchspeicheldriisen-
krebszelllinie MiaPaCa durchgefiihrt. Der IC50-Wert der HNC-For-
mulierung erwies sich als einer Konzentration von 22 pM
entsprechend (Figur 10). Zur Bestimmung des Effekts von Hybrid-
nanopartikeln auf das Zellwachstum wurde in Bauchspeicheldri-
sen-, Prostata- und Brustkrebszelllinien ein Zellvitalitdtsassay
(MTT-Assay) durchgefihrt. Mit dem MTT-Assay wurde die Hemmung

des Zellwachstums gemessen. Bel diesem Assay wurden ~ 200 Zel-
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len/Kavitdten in einer Platte mit 96 Kavitdten ausplattiert und
mit freiem Arzneimittel in verschiedenen pM-Konzentrationen und
dquivalenten Dosen von mit Arzneimittel beladenen Hybridnanopar-
tikeln behandelt. Der Assay wurde nach 48 und nach 72 Stunden
beendet, und es wurde die relative Wachstumshemmung im Vergleich
zu Kontrollzellen gemessen. Fur die statistische Analyse wurden
alle Studien in Dreifachausfiihrung vorbereitet und zweimal wie-
derholt. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabwei-
chung (S.D.) ausgedrickt.

In Figur 9 sind die Ergebnisse der Western-Blot-Analyse von
MiaPaCa-Zellen nach Behandlung mit Hybridnanocurcumin (25 pM
(mikromolar)); unbehandelt; Leerwert Nanopartikel; Curcumin (24
Std.); HNC (24 sStd.) und; HNC (48 Std.) vorgesehen.

Beispiel II:
Beurteilung der Auswirkungen von liposomalem PLGA-Curcumin auf
den Kaliumkanal des Menschen unter Verwendung menschlicher em-
bryonaler Nierenzellen (HEK293-Zellen), die mit einem menschli-
chen hERG-Gen (humanes ,Ether-a-gogo-related“-Gen) transfiziert
worden waren: In dem Beispiel geht es um die Quantifizierung der
In-vitro-Auswirkungen von liposomalem PLGA-Curcumin auf den ka-
liumselektiven IKr-Strom, der unter normoxischen Bedingungen in
stabil transfizierten HEK293-Zellen erzeugt wird. Der hERG-Assay
wird verwendet, um das Potenzial einer Verbindung zur Beeinflus-
sung des sich schnell aktivierenden, verzdgert gleichrichtenden
Kaliumkanals zu beurteilen, und beruht auf den ,Harmonized Tri-
partite Guidelines™ der Internationalen Konferenz zur Harmoni-
sierung (International Conference on Harmonisation (ICH)) [ICH
S7a/b] und allgemein anerkannten Verfahren fir die Prifung phar-
mazeutischer Verbindungen.

Allgemeine Beschreibung der Studie: Priifgegenstdnde: Charge
A, Charge B, Charge C, Charge D und Charge E. Priifsystem: hERG-
exprimierende, transfizierte HEK293-Zelllinie. Durchgefihrte
Priifung: Patch-Clamp-Stromerfassung und -analyse mit ganzen Zel-
len. Priiftemperatur: 35 +/- 2 °C.

Applikation der Priifgegenstande, Positivkontrolle und Vehi-

kel: 5-mintitige Exposition gegeniiber jeder Konzentration bei

Perfusion im geschlossenen Kreislauf (2 ml/Min.). 5-miniitige
Auswaschphase bei Durchflussperfusion (2 ml/Min.) zusdtzlich zu
einer Perfusion im geschlossenen Kreislauf (2 ml/Min.). Die Po-
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sitivkontrolle (100 nM E-4031) wurde fiir einen Zeitraum von 5
Minuten bei Perfusion im geschlossenen Kreislauf (2 ml/Min.) zu
unbehandelten Zellen aus derselben Zelllinie und derselben Pas-
sage gegeben.

Die Zellen waren wdhrend der Studien unter kontinuierlicher
Stimulation entsprechend dem Pulsprotokoll, und nach 5-minitiger
Exposition gegeniliber jeder Bedingung wurden die Zellstrome auf-
gezeichnet.

In Figur 11 ist das ursprilingliche Datenerfassungsdesign ge-
zelgt.

Erfassungsdesign bei der Priufung der Prifgegenstdnde oder
des Vehikels: _

1 Aufzeichnung unter Basisbedingungen

1 Aufzeichnung bei Vorhandensein der Konzentration 1, 2 oder 3

1 Aufzeichnung nach dem Auswaschen (nur nach Konzentration 3)
Erfassungsdesign bei der Prifung der Positivkontrolle:

1 Aufzeichnung unter Basisbedingungen

1 Aufzeichnung bei Vorhandensein der Positivkontrolle

n = Anzahl der reaktiven, gepatchten Zellen, auf die das gesamte

vorstehende Protokoll anwendbar war.

Statistische Analyse: Fir statistische Vergleiche wurden ge-
paarte Student-t-Tests herangezogen. Bei den Prifgegenstdnden
wurden die Strdme, die nach Exposition gegeniiber den verschiede-
nen Konzentrationen der Priifgegenstdnde aufgezeichnet wurden,
mit den unter Basisbedingungen aufgezeichneten Stromen statis-
tisch verglichen. Die nach dem Auswaschen aufgezeichneten Stroéme
wurden statistisch mit den Strdmen verglichen, die nach der
hochsten Konzentration von Priifgegenstdnden gemessen wurden. Auf
die gleiche Weise wurden Strome, die nach der Positivkontrolle
aufgezeichnet worden waren, mit den unter Basisbedingungen auf-
gezeichneten Strdmen verglichen.

Unterschiede galten bei p £ 0,05 als signifikant.
Ausschlusskriterien:

Nichteinhaltung des Zeitrahmens der Arzneimittelexposition
Instabilitat der Abdichtung

Gepatchte Zelle erzeugte keinen Tail-Strom

Keine signifikante Auswirkung der Positivkontrolle

g o W N

Mehr als 10 % Variabilitdt der transienten Kapazitdtsampli-
tude Uber die Dauer der Studie.
Auswirkung der Prifgegenstdnde auf die Ganzzell-IKr-hERG-
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Stroéme:

Es wurden die bei einem Spannungspuls erzeugten Ganzzell-
Stréme unter Basisbedingungen und nach Applikation der ausge-
wahlten Konzentrationen von Prifgegenstdnden aufgezeichnet. Auch
nach einem Auswaschzeitraum wurden Strome aufgezeichnet. Die
Zellen wurden ab dem Haltepotential (-80 mV) bis zum maximalen
Wert von +40 mV eine Sekunde depolarisiert, wobei bei -40 mV be-
gonnen und in Schritten von 10 mV fortgefahren wurde. Dann wurde
das Membranpotential eine Sekunde auf -55 mV repolarisiert und
schlieRlich wieder auf -80 mV gebracht.

Die Amplitude des Ganzzell-Tail-Stroms wurde bei einem Hal-
tepotential von -55 mV nach Aktivierung des Stroms von =40 bis
+40 mV gemessen. Die Stromamplitude wurde beim Maximum (Peak)
dieses Tail-Stroms gemessen. Die Stromdichte wurde erhalten, in-
dem die Stromamplitude durch die vor der vorilibergehenden Mini-
mierung der Kapazitdt gemessene Zellkapazitdt dividiert wurde.
ProtokollgemdR wurden von Jjedem Prifgegenstand 3 Konzentrationen
hinsichtlich der Hemmung des hERG-Stroms analysiert.

Die Ergebnisse der Studien, welche die Analyse der hERG-
Stromdichte mit Curcumin, liposomalem Curcumin und PLGA-Curcumin
zeigen, sind in Figur 6 und 7 vorgesehen, welche die Analyse der
hERG-Stromdichte mit Liposomen + Curcumin und Liposomen zeigen.

Berichtigung hinsichtlich Strom-Rundown und Lésungsmittelef-
fekt. Alle Datenpunkte, die in diesem Ergebnisbericht pré&sen-
tiert sind, wurden hinsichtlich des Losungsmitteleffekts und des
zeitabhdngigen Strom-Rundowns berichtigt. Strom-Rundown und L&-
sungsmitteleffekte wurden simultan gemessen, indem das Studien-
design unter Bedingungen ohne Priifgegenstand (hERG-externe
Ldsung oder DMSO) im selben Zeitrahmen wie mit den Priufgegen-
stdnden gemessen wurde. Der bei diesen so genannten Vehikelstu-
dien gemessene Verlust der Stromamplitude (was sowohl
Losungsmitteleffekte als auch ein zeitabhdngiges Rundown wieder-—
gibt) wurde vom bei Vorhandensein der Prifgegenstdnde gemessenen
Amplitudenverlust subtrahiert, um den Effekt der Prifgegenstidnde
getrennt vom Effekt des Losungsmittels und dem unvermeidlichen
Rundown der Stromamplitude im Zeitverlauf zu isolieren.

Diese Ergebnisse, wie in Figur 11-27 gezeigt, quantifizieren
die Auswirkung von liposomalem PLGA-Curcumin (Charge A, Charge
B, Charge C, Charge D und Charge E) auf den unter normoxischen

Bedingungen in stabil transfizierten menschlichen embryonalen
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Nierenzellen (HEK293-Zellen) erzeugten selektiven Strom an dem
sich schnell aktivierenden, verzdgert gleichrichtenden Kaliumka-
nal (IKr).

Die Konzentrationen von Curcumin (6, 12 und 18 uM) wurden
ausgewdhlt und geben einen Bereich wieder, der den therapeuti-
schen Bereich liberschreiten dirfte.

Zur Bestatigung des Umkehreffekts der Priifgegenstdnde wurden
Zellen, die der hochsten Konzentration (18 uM) ausgesetzt waren,
einem Auswaschzeitraum von 5 Minuten unterzogen. Der nach dem
Auswaschzeitraum gemessene Strom unterschied sich statistisch
nicht von dem Strom, der nach Aussetzen gegeniber der hdchsten
Konzentration der Verbindungen verblieben war, was zeigt, dass
die Auswirkung dieser Verbindungen nicht reversibel war.

E-4031 ist einer der selektivsten bislang verfigbaren hERG-
Inhibitoren. Er wurde gewdhlt, um die Empfindlichkeit des Pruf-
systems aufzuzeigen. Drei nicht vorbehandelte HEK293-hERG-Zellen
wurden 100 nM E-4031 ausgesetzt. E-4031 induzierte eine signifi-
kante Hemmung um 81,8 % der Stromamplitude fir I+20.

Angaben zu den Proben: Bei -20 °C und vor direktem Sonnen-
licht geschiitzt aufbewahren:

1) Charge A -

Gesamtgewicht der Probe - 215 mg

Curcumin-Gehalt - 18 pg/mg Testprobe

Verwendetes Material - Polymer (PLGA), Lipid (DMPC+DMPG), Curcu-
min, Saccharose.

2) Charge B -

Gesamtgewicht der Probe - 200 mg

Curcumin-Gehalt - 6,8 ng/mg Testprobe

Verwendetes Material - Polymer (PLGA), Lipid (DMPC+DMPG), Curcu-
min, Saccharose.

3) Charge C -

Gesamtgewicht der Probe - 200 mg

Curcumin-Gehalt - 18,2 ug/mg Testprobe

Verwendetes Material - Polymer (PLGA), Chitosan, Polyvinylalko-
hol (PVA), Lipid (DMPC+DMPG), Curcumin, Saccharose.

4) Charge D - Reines Curcumin

Gesamtgewicht - 50 mg.

5) Charge E - Liposomales Curcumin

Gesamtvolumen - 5 ml

Curcumin-Gehalt - 6,4 mg/ml
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Verwendetes Material - Lipid (DMPC+DMPG), Curcumin

Angaben zum Molekulargewicht:

Curcumin-Molekulargewicht - 368,38 g/mol

PLGA (50:50) - Molekulargewicht- 124 kDa

DMPC (PC (14:0/14:0))- Molekulargewicht -677,933 g/mol

DMPG- Molekulargewicht- 688,845 g/mol

Saccharose - Molekulargewicht 342.30 g/mol

Chitosan - niedriges Molekulargewicht - 75-85 % deacetyliert
Polyvinylalkohol (PVA) - Durchschnittliches Molekulargewicht-
30.000- 70.000.

Es wird in Betracht gezogen, dass in Bezug auf jedes Verfah-
ren, Jjedes Kit, jedes Reagenz oder jede Zusammensetzung der Er-
findung jede in dieser Beschreibung besprochene Ausfihrungsform
implementiert werden kann, und umgekehrt. Erfindungsgemibe Zu-
sammensetzungen kdnnen ferner verwendet werden, um Verfahren der

Erfindung durchzufiihren.

Evaluierung der Auswirkungen von Curcumin ER und liposomalem
Curcumin bei den Maus-Lungenkrebs-Xenotransplantatmodellen H-460
A-549.

Der Zweck dieser Studie war es, das mittlere Tumorvolumen
des Maus-Xenotransplantatmodells wdhrend der Dauer der Behand-
lung zu quantifizieren. Insbesondere wurden das eingekapselte
und das liposomal beschichtete Curcumin ER und das liposomale
Curcumin bei den Zelllinien H-460 und A-549, einem Lungenkrebs-
Xenotransplantatmodell, getestet. Kurz beschrieben, wurden weib-
liche 3-4 Wochen alte ,Hsd:athymische Nacktmduse-Foxnlnu“-Miuse
von Harlan Laboratories, USA, erhalten. Den Midusen wurden die
Krebszellen injiziert und das Tumorvolumen wurde evaluiert. Die
liposomalen Curcumine, Curcumin ER und liposomales Curcumin wur-
den einmal pro Woche durch subkutane Injektion einer Dosis von
20 mg/kg Kdérpergewicht verabreicht. Figur 28 zeigt die Ergebnis-
se der Behandlung der Brustkrebszelllinie H-460 in den
+Hsd:athymische Nacktmause-Foxnlnu“-Mdusen. Figur 29 zeigt zu-
sdtzliche Ergebnisse der Behandlung der Brustkrebszelllinie A-
549 in den ,Hsd:athymische Nacktmduse-Foxnlnu“-Mdusen.

Es versteht sich, dass bestimmte, hierin beschriebene Aus-
fihrungsformen nur zur Veranschaulichung gezeigt sind und nicht
als Einschrénkung der Erfindung. Die Hauptmerkmale der vorlie-

genden Erfindung konnen in verschiedenen Ausfihrungsformen ange-

24748



24

wendet werden, ohne vom Geltungsumfang der Erfindung abzuwei-
chen. Ein Fachmann kennt zahlreiche Aquivalente zu den hierin
beschriebenen spezifischen Verfahren bzw. kann solche allein
mithilfe von Routine-Versuchen feststellen. Solche Aquivalente
werden als im Geltungsumfang der vorliegenden Erfindung liegend
erachtet und sind durch die Anspriliche abgedeckt.

Alle Verdffentlichungen und Patentanmeldungen, die in der
Beschreibung erwdhnt sind, geben den Stand des Fachwissens eines
Fachmanns auf dem Gebiet wieder, auf das sich die vorliegende
Erfindung bezieht. Alle Verdffentlichungen und Patentanmeldungen
sind hierin durch Bezugnahme enthalten, und zwar im selben MaB,
wie wenn jede einzelne angegebene Verdffentlichung oder Paten-
tanmeldung spezifisch und individuell durch Bezugnahme enthalten
ware.

Die Verwendung des Wortes ,einer™, ,eine™ oder ,eines" bei
Verwendung in Verbindung mit dem Begriff ,enthaltend"“ in den An-
sprichen und/oder der Beschreibung kann ,einen“, ,eine“ bzw.
r~eines™ bedeuten, kann aber auch der Bedeutung ,mindestens ei-
ner“, ,mindestens eine“ bzw. ,mindestens eines™ entsprechen. Die
Verwendung des Begriffes ,oder™ in den Ansprilichen soll
,und/oder" bedeuten, sofern nicht ausdriicklich angegeben ist,
dass es sich nur auf Alternativen bezieht, oder dass die Alter-
nativen sich gegenseitig ausschlielen, obwohl die Offenbarung
eine Definition unterstiitzt, die sich nur auf Alternativen und
sund/oder™ bezieht. In dieser Anmeldung wird der Begriff ,etwa"
verwendet um anzugeben, dass ein Wert die inhdrente Fehlervaria-
tion flur die Vorrichtung, das zur Bestimmung des Werts verwende-
te Verfahren oder die Variation, die unter den Studienindividuen
besteht, beinhaltet.

Wie in der vorliegenden Beschreibung und Anspriichen verwen-
det, sind die Worter ,umfassend“ (und jede Form von ,umfassend",
wie beispielsweise ,umfassen™ und ,umfasst"), ,aufweisen“ (und
jeder Form von ,aufweisen™, wie beispielsweise ,weisen auf“ und
sweist auf™), ,einschlieflich™ (und jede Form von ,einschlieB-
lich™, wie beispielsweise ,schlieben ein“ und ,schlieft ein™)
oder ,enthaltend™ (und jede Form von ,enthaltend“, wie bei-
spielsweise ,enthalten™ und ,enthdlt"™) sind inklusiv oder unbe-
grenzt und schlieRBen zusdtzliche, nicht genannte Elemente oder
Verfahrensschritte nicht aus.

Der Begriff ,oder Kombinationen davon“ in seiner vorliegen-
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den Verwendung bezieht sich auf alle Permutationen und Kombina-
tionen der vor dem Begriff gelisteten Elemente. So soll zum Bei-
spiel ,A, B, C oder Kombinationen davon™ mindestens eines von:
A, B, C, AB, AC, BC oder ABC und, wenn die Reihenfolge in einem
bestimmten Kontext wichtig ist, auch BA, CA, CB, CBA, BCA, ACB,
BAC oder CAB einschlieBen. Um bei diesem Beispiel zu bleiben,
sind ausdriicklich auch Kombinationen eingeschlossen, die Wieder-
holungen mindestens eines Elements oder Begriffs enthalten, wie
beispielsweise BB, AAA, AB, BBC, AAABCCCC, CBBAAA, CABABB und so
weiter. Der Fachmann versteht, dass die Anzahl der Elemente oder
Begriffe in jeglicher Kombination typischerweise nicht begrenzt
ist, sofern aus dem Kontext nichts anderes hervorgeht. In be-
stimmten Ausfihrungsformen kann die vorliegende Erfindung auch
Verfahren und Zusammensetzungen einschlieBen, in denen der Uber-
gangsbegriff ,im Wesentlichen bestehend aus“ oder ,bestehend
aus"™ verwendet sein kann.

Alle hierin offenbarten und beanspruchten Zusammensetzungen
und/oder Verfahren koénnen in Anbetracht der vorliegenden Be-
schreibung ohne unangemessene Versuche hergestellt und ausge-
fihrt werden. Obwohl die Zusammensetzungen und Verfahren der
vorliegenden Erfindung als bevorzugte Ausfihrungsformen be-
schrieben worden sind, ist flir einen Fachmann ersichtlich, dass
hinsichtlich der Zusammensetzungen und/oder Verfahren und der
Schritte bzw. der Reihenfolge von Schritten des hierin beschrie-
benen Verfahrens Variationen angewendet werden konnen, ohne vom
Konzept, Geist und Geltungsumfang der Erfindung abzuweichen.
Alle derlei &dhnlichen Substitute und Modifikationen, die einem
Fachmann ersichtlich sind, sollen im Geist, Geltungsumfang und
Konzept der Erfindung, wie sie durch die angehdngten Anspriiche

definiert ist, enthalten sein.
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PATENTANSPRUCHE

1. Zusammensetzung zum Behandeln von Krebs, enthaltend:

einen polymeren Nanopartikelkern, der mindestens ein Polymer
und mindestens eines aus Curcumin oder Curcuminoiden enth&dlt;
und

mindestens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der
Oberfldche des polymeren Kerns,

wobel die Zusammensetzung keine QT-Verld&ngerung verursacht,
wenn ein Individuum damit versehen wird.
2. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das min-
destens eine Polymer mindestens eines aus Poly(milchsdure-co-
glycolsdure) (PLGA), Poly(milchs&ure), Polylactid (PLA) oder
Poly-L-lactid-co-g-caprolacton (PLCL) enthdlt.
3. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei die Zu-
sammensetzung ferner einen Wirkstoff enthdlt, der aus mindestens
einem krebshemmenden Arzneimittel, einem Antibiotikum, einem Vi-
rustatikum, einem Antimykotikum, einem Antihelminthikum, einem
Nahrstoff, einem kleinen Molekiil, einer siRNA, einem Antioxidans
und einem Antikérper ausgewdhlt ist.
4. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das min-
destens eine Lipid mindestens eines aus 1,2-Dimyristoyl-sn-gly-
cero-3-phosphocholin (DMPC), Dimyristoylphosphatidylglycerol
(DMPG), 1,2-Dioctadecanoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin
(DSPE), 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-
[amino (polyethylenglycol) (DSPE-PEG), DMPE-PEG-Maleimid, Leci-
thin, Cholesterin, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanocla-
min-N-(lissaminrhodamin-B-sulfonyl) (Ammoniumsalz) und 1,2-
Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-(7-nitro-2-1,3-
benzoxadiazol-4-yl) (Ammoniumsalz) enthdlt.
5. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das min-
destens eine Lipid Dimyristoylphosphatidylcholin (DMPC) und Di-
myristoylphosphatidylglycerol (DMPG) in einem Molverhdltnis von
9:1, 7:3, 8:2 oder 7,5:2,5 enthalt.
6. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, ferner enthal-
tend mindestens ein gezielt zufilhrendes Mittel (Targeting-Mit-
tel), wobei das Targeting-Mittel den Nanopartikel gezielt zu
erkrankten Geweben/Zellen bringt, wodurch die Ganzk&rperdosis
minimiert wird. .
7. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, ferner umfas-
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send mindestens ein Targeting-Mittel, wobei das Targeting-Mittel
einen Antikérper oder ein funktionelles Fragment davon, ein
kleines Molekiil, ein Peptid, ein Kohlenhydrat, eine siRNA, ein
Protein, eine Nukleinsdure, ein Aptamer, einen zweiten Nanopar-
tikel, ein Zytokin, ein Chemokin, ein Lymphokin, einen Rezeptor,
ein Lipid, ein Lektin, ein eisenhaltiges Metall, einen Magnet-
partikel, einen Linker, ein Isotop oder Kombinationen davon ent-
halt.

8. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobeili die Nano-
partikel eine GroBe von 90 bis 150 nm haben.

9. Nanopartikel-Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei eine Bio-
verfiligbarkeit des Wirkstoffes erhoht, eine QT-Verlangerung redu-
ziert und der Wirkstoff anhaltend freigesetzt wird.

10. Verfahren zum Bilden einer Nanopartikel-Zusammensetzung,
enthaltend:

Bilden einer organischen Phase durch Kombinieren mindestens
eines Polymers, mindestens eines Losungsmittels und mindestens
eines aus Curcumin oder Curcuminoiden;

Bilden einer wassrigen Lipidphase durch Mischen mindestens
eines Lipids mit Wasser;

Mischen der organischen Phase mit der wadssrigen Lipidphase,
wodurch eine Emulsion gebildet wird; und

Inkubieren der Emulsion, wobeil eine Selbstorganisation von
Nanopartikeln stattfindet und wobei die Curcumin- oder Curcumi-
noid-Nanopartikel keine QT-Verla&ngerung verursachen, wenn ein
Individuum damit versehen wird.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das mindestens eine Poly-
mer mindestens eines von Poly(milchs&ure-co-glycolsaure) (PLGA),
Poly (milchs&dure), Polylactid (PLA) und Poly-L-lactid-co-e&-capro-
lacton (PLCL) enthalt.

12. Verfahren nach Anspruch 10, wobel die organische Phase PLGA
in einer Konzentration von 2-90 mg/ml enthdlt.

13. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die organische Phase Cur-
cumin in einer Konzentration von 1-15 Gew.-% zu Volumen enth&dlt.
14. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das mindestens eine LO-
sungsmittel ein organisches Lésungsmittel enthdlt, das aus min-
destens einem von Acetonitril, Aceton, tert-Butylalkohol,
Dimethylformamid und Hexaflurisopropanol ausgewdhlt ist.

15. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das mindestens eine Lipid

mindestens eines aus DMPC, DMPG, 1,2-Dioctadecanoyl-sn-glycero-
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3-phosphoethanolamin (DSPE), 1,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phos-
phoethanolamin-N-[amino (polyethylenglycol) (DSPE-PEG), DMPE-PEG-
Maleimid, Lecithin, Cholesterin, 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-
phosphoethanolamin-N- (lissaminrhodamin-B-sulfonyl) (Ammonium-
salz) und 1,2-Dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin-N-(7-
nitro-2-1,3-benzoxadiazol-4-yl) (Ammoniumsalz) enthalt.

16. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das mindestens eine Lipid
DMPC und DMPG in einem Molverhdltnis von 9:1, 7:3, 8:2 oder
7,5:2,5 enthalt.

17. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Mischen der organi-
schen Phase mit der wédssrigen Lipidphase mindestens eines aus
langsamem Einriihren der organischen Phase in die wédssrige Lipid-
phase enth&dlt, Mischen der organischen Phase mit der wéssrigen
Lipidphase auf dem Vortexmischer enthalt oder Mischen der orga-
nischen Phase mit der wdssrigen Lipidphase ferner Beschallen
enthalt.

18. Verfahren nach Anspruch 10, wobei das Inkubieren der Emulsi-
on 2-stindiges Rihren der Emulsion enthalt.

19. Verfahren nach Anspruch 10, ferner enthaltend mindestens ei-
nes der Folgenden: (1) Trennen der Nanopartikel nach Inkubieren
der Emulsion; (2) Filtrieren der Nanopartikel nach Inkubieren
der Emulsion; (3) Einfrieren der Nanopartikel; (4) Lyophilisie-
ren der Nanopartikel; oder (5) Befestigen eines Targeting-Mit-
tels an den Nanopartikeln.

20. Verfahren nach Anspruch 10, ferner enthaltend das Befestigen
mindestens eines Targeting-Mittels, wobei das Targeting-Mittel
den Nanopartikel gezielt zu erkrankten Geweben/Zellen bringt,
wodurch die Ganzkorperdosis minimiert wird.

21. Verfahren nach Anspruch 10, ferner enthaltend das Befestigen
mindestens eines Targeting-Mittels an den Nanopartikeln, wobei
das Targeting-Mittel einen Antikérper oder ein funktionelles
Fragment davon enth&lt, der bzw. das zum Erkennen eines Zielan-
tigens in der Lage ist.

22. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Nanopartikel eine Gro-
Be von 90 bis 150 nm aufweisen.

23. Verfahren zum Behandeln eines Patiehten, der vermutlich an
einer Krankheit leidet, enthaltend das Verabreichen von Nanopar-
tikeln, wobei die Nanopartikel einen polymeren Kern enthalten,
der mindestens ein Polymer und mindestens einen Wirkstoff und

mindestens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberfla-
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che des polymeren Kerns enthdlt, wobei der Wirkstoff im Verdacht
steht eine QT-Verldngerung zu verursachen, wenn ein Individuum
damit versehen wird.

24. Verfahren nach Anspruch 23, wobei das Verabreichen von Nano-
partikeln das Verabreichen des Nanopartikels durch intramuskula-
re, subkutane, intravaskuldre oder intravendse Verabreichung
enthalt.

25. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Krankheit aus der
Gruppe ausgewdhlt ist, die aus neurologischen, onkologischen und
metabolischen Krankheiten besteht.

26. Verfahren nach Anspruch 23, wobei die Krankheit aus der
Gruppe ausgewdhlt ist, die aus Parkinson-Krankheit, Alzheimer-
Krankheit, multipler Sklerose, ALS, einer Folgeerscheinung, Ver-
haltens- und Kognitionsstdrungen, einer Krankheit aus dem autis-
tischen Spektrum, Depression und neoplastischer Krankheit
besteht.

27. Verfahren nach Anspruch 23, wobei der Wirkstoff anhaltend
freigesetzt wird.

28. Verfahren zum Bilden einer Nanopartikel-Zusammensetzung, die
verhindert, dass der Wirkstoff eine QT-Verldngerung verursacht,
enthaltend:

Bilden einer organischen Phase durch Kombinieren mindestens
eines Polymers, mindestens eines Losungsmittels und des Wirk-
stoffs, der eine QT-Verladngerung verursacht;

Bilden einer widssrigen Lipidphase durch Mischen mindestens
eines Lipids mit Wasser;

Mischen der organischen Phase mit der wassrigen Lipidphase,
wodurch eine Emulsion gebildet wird; und

Inkubieren der Emulsion, wobei eine Selbstorganisation von
Nanopartikeln stattfindet.

29. Pharmazeutisches Mittel, enthaltend: einen Nanopartikel fir
die Arzneimittelzufiihrung, umfassend ein Polymer, einen Wirk-
stoff, der QT-Verldngerung verursacht und mindestens eine
Schicht mindestens eines das Polymer und den Wirkstoff einkap-
selnden Lipids, wobei das Mittel keine QT-Verldngerung verur-
sacht.

30. Verfahren zum Behandeln eines Patienten, der vermutlich an
einer Krankheit leidet, wobel das Verfahren das Verabreichen von
Nanopartikeln enth&lt, wobei die Nanopartikel einen polymeren

Kern enthalten, der mindestens ein Polymer, Curcumin und mindes-
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tens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der Oberfldche des
polymeren Kerns enthdlt, wobei das Behandeln des Patienten keine
QT-Verldngerung verursacht.
31. Verfahren zum Behandeln eines Individuums, das vermutlich
Krebs hat, enthaltend:
Identifizieren, das ein Patient vermutlich Krebs hat; und
Versehen des Individuums mit einer Menge von mindestens ei-
nem aus Curcumin oder Curcuminoiden in einer zur Reduzierung des
Krebses in dem Individuum ausreichenden Menge, wobei das mindes-
tens eine aus Curcumin oder Curcuminoiden sich in einem polyme-
ren Nanopartikelkern befindet, der mindestens ein Polymer und
mindestens eines aus Curcumin oder Curcuminoiden umfasst; und
mindestens eine Schicht mindestens eines Lipids auf der
Oberflache des polymeren Kerns enthdlt, wobei das mindestens
eine aus den Curcumin- oder Curcuminoid-Nanopartikeln keine QT-
Verlangerung verursacht, wenn ein Individuum damit versehen
wird.
32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei der Krebs ein Bauchspei-

cheldriisen-, Prostata- oder Brustkrebs ist.
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HNC IN WASSER

PHYSIKALISCHES AUSSEHEN VON HNC

FI1G. 2
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A |PLGA-KONZENTRATION (mg/ml) | 10 10 10 10
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FIG. 24
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STATISTISCH
MAXIMALE SIGNIFIKANTE BERECHNETER| spANNUNGS-
VEREDUNG SIONIEIANTE  |HEMMUNG (%) | REVERSIBILITAT ICgq (UM) |ABHANGIG
HEMMUNG AB (uM) DES AUSWASCHENS
CHARGE A 18 248 NEIN N/A JA
CHARGE B 8 40.2 NEIN N/A JA
CHARGEC 6 25.2 NEIN N/A JA
CHARGE D 12 778 NEIN 8.5 JA
CHARGE E NUR § 30.0 NEIN N/A NEIN
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