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Supramolekulirni komplex oxycelul6zové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolfiovanim platinového metalokomplexu a jeho pouZiti

Oblast techniky

Vynalez se tykd novych supramolekularnich komplexi oxycelulozovych  matric
s protinadorovymi lé¢ivy na bazi platinovych metalo-komplexi a jejich pooperacni vnitrotélové
aplikace pro eliminaci rezidudlnich nadorovych bunék/tkané po chirurgickém zakroku.
Pfedlozend metodika eliminuje riziko jak metastaz tak opakovaného riistu nadoru v pivodnim
misté.

Stav techniky

Komplikace pfti chirurgickém odstranéni solidnich tumori jsou jak metastaze (pozdni diagnosa),
tak netplné odstranéni tumoru. Obé vedou k naslednym komplikacim a casto kon¢i umrtim
pacienta. Obvykla nasledna terapie zahrnuje ozafovani, fotodynamickou terapii, cytostatickou
lé¢bu s pouzitim jinych 1é€iv.

Metastazy, tedy Sifeni nemocnych bunék z nadoru do celého té€la, mohou podle odhadd az za 90
procent vSech umrti spojenych s rakovinou. Cilem je tak najit cestu, jak jejich Sifeni po téle
omezit nebo mu zabranit upIné. Nova loZiska nadorii na dal§ich mistech téla (Casto to byvaji
napiiklad plice, jatra nebo kosti) maji obvykle dvé nepfijemné vlastnosti - byvaji agresivnéjsi
(rychleji rostou) a jsou htife 1é€itelné.

V zavislosti na typu a stadiu karcinomu obecné lé¢ime chirurgicky, pomoci chemoterapie nebo
radioterapie. U kaZdého pacienta piipada v tvahu jedna nebo kombinace vice uvedenych
lécebnych metod. Chemoterapie se pouziva jako systémova lécba, ktera postihuje nadorové
bunky v celém téle a je mozno ji aplikovat po chirurgickém odstranéni nadorové tkané za icelem
zabranéni vzniku metastaz. Tato 1écba se nazyva doplitkova neboli adjuvantni. Chemoterapii
pouzivame také ke zmirméni piiznakll nemoci, pokud nelze nador chirurgicky odstranit a ke
kontrole jeho ristu. Chemoterapii podavame v cyklech, mezi jednotlivymi sériemi nasleduje
rizn¢ dlouhé obdobi na zotaveni.

V soucasné dob¢ byla vyvinuta fada U¢innych protinadorovych Ié€iv. Nicméné velmi vazny
problém jejich klinické aplikace jsou velmi silné neptiznivé vedlejsi ucinky. Jednou z moZnosti
jak dany problém fesit je jejich formulace pomoci vhodnych excipientli. Tato strategie by mohla
potencionalné zlepsit terapeutické vlastnosti fady pouzivanych protinadorovych 1é€iv. Systémy
pro cileny transport 1éCiv s fizenym uvolnovanim a u¢inkem léc¢iva piedstavuji velmi slibné latky
pro soucasnou farmakoterapii. Cilem jejich aplikace je dosahnout pouZiti spravného mnoZzstvi
lé¢iva, ve spravném Case a na spravném mist€. Maji schopnost piivést 1é€ivo v nezménéné
podobé na misto jeho ucinku pfi sniZzené distribuci do nezadoucich ¢asti organizmu. Cilenim
lé¢iva na misto interakce se sniZuje jeho podana davka a s tim neZadouci vedlejsi uc¢inky. Vznika
tak mozZnost aplikace vysoce u¢innych Ié€iv, ale s velmi nizkou rozpustnosti jakou jsou taxolové
derivaty (napt. docetaxel) a tudiz omezenou aplikovatelnosti nebo s vysokymi vedlej§imi uc¢inky
jako jsou antracykliny (napf. doxorubicin) nebo platinové metalokomplexy. Docetaxel
(LOI1CD02) a doxorubucin (LO1DBO01) patii mezi velmi intenzivné studovana léCiva pro tyto
aplikace. Jejich vhodna formulace by mimo jiné umoznila jejich Setrnéj$i podavani v ptipadé
docetaxelu a cisplatiny a podstatnou redukci kardiotoxicity doxorubicinu.

V soucasné dobé€ patii mezi nejvice perspektivni excipienty pro formulaci protinadorovych 1é¢iv
polysacharidové polymery napi. oxyceluloza. Aktivni latka je v nich pfitomna jako disperze v
polymerni matrici, nebo Iépe jako komplexované 1é€ivo polymerni matrici. Jejich aplikace vede
k snadnéjsi kontrole hladiny lé¢iva krvi a tim 1 jeho efektivnéj§imu davkovani oproti podani
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volného léciva. Na bazi polysacharidovych polymert, véetné oxyceuldézy byla pfipravena a
studovana cela tada slibnych excipientil véetné multifukénich (n€kdy zvanych smart excipients).
Potencionalni vyhoda vhodné aplikovanych polymernich excipientli napt. polysacharidovych by
mohla byt také snadngjsi kontrola vstupu 1é€iva do cilové nadorové buiky.

Oxidovana celuléza (Oxyceluloza, Okcel) je znama jako vysoce slibna latka pro nejriznéjsi
farmaceutické a medicinské aplikace. Oxyceluléza vykazuje vysokou biokompatibilitu a
biodegradovatelnost za fyziologickych podminek vedouci k netoxickym produktim. Oxyceluloza
je dlouhodob¢ studovana a pouzZivana v mediciné pro podporu krevni sraZlivosti, jako prevence
pro adhezi tkani po chirurgickém zakroku, pro zlepSeni hojeni chronickym ran, modulace
imunitniho systému a pro své protinadorové u¢inky.

(Jan Gajdziok, David Vetchy Oxidized Cellulose and its Pharmatetical and Medical Application
Cellulose and Cellulose Derivarives Syntheses, Modification and Applications Nova Science
Publishers, Inc New York 2015; Schmidt, R., Bogan, D., Moore, J. (2001). Use of oxidized
cellulose as free radical scavenger. European Patent EP1153618; Watt, P. W., Harvey, W.,
Lorimer, E., Wiseman, D. (1998). Use of oxidized cellulose and complexes thereof for chronic
wound healing. World Patent WO9800180. ; Jelinkova, M., Briestensky, J., Santar, L., Rihova, B.
(2002). In vitro and in vivo immunomodulatory effects of microdispersed oxidized cellulose. Int.
Immunopharmacol. 2 (10), 1429-1441; Santar, 1., Kiss, F., Briestensky, J. (1998). Cellulose
derivatives. World Patent W0O9833822; Dimitrijevich, S. D., Tatarko, M., Gracy, R. W. (1990).
Biodegradation of oxidized regenerated, cellulose. Carbohydr. Res. 195 (2), 247-256;
Dimitrijevich, S. D., Tatarko, M., Gracy, R. W., Wise, G. E., Oakford, L. X. (1990). In vivo
degradation of oxidized, regenerated cellulose. Carbohydr. Res. 198 (2), 331-341; Banker, S. G.,
Kumar, V. (1995). Microfibrillated oxycellulose. United States Patent US5405953; Otterlei, M.,
Espvik, T., Skjak-Braek, G., Smidsrod, O. (1992) Diequatorially bound beta 1-4 polyuronates and
use of same for cytokine stimulation. United States Patent US5169840; Doyle P. J., Saferstein L.,
Lorimer E., Watt P. W. (1998). Oxidized Oligosaccharides. World Patent WO9800446; Bajerova,
M., Krejcova, K., Rabiskova, M., Gajdziok, J., Masteikova, R. (2009). Oxycellulose — significant
characteristics in relation to its pharmaceutical and medical applications. Adv. Polym. Tech.
28(3), 199-208; Banker, G. S., Kumar, V. (1998) Oxidized cellulose. United States Patent
US5780618), (Leidgens V, Seliger C, Jachnik B, Welz T, Leukel P, Vollmann-Zwerenz I,
Bogdahn U, Kreutz M, Grauer OM, Hau P Ibuprofen and Diclofenac Restrict Migration and
Proliferation of Human Glioma Cells by Distinct Molecular Mechanisms. PLoS One. 2015 Oct
20;10(10):€0140613; Chai AC, Robinson AL, Chai KX, Chen LM. lbuprofen regulates the
expression and function of membrane-associated serine proteases prostasin and matriptase BMC
Cancer. 2015 Dec 29;15:1025. doi: 10.1186/512885-015-2039-6; da Silveira EF1, Chassot JM,
Teixeira FC, Azambuja JH, Debom G, Beira FT, Del Pino FA, Louren¢o A, Horn AP, Cruz L,
Spanevello RM, Braganhol E. Ketoprofen-loaded polymeric nanocapsules selectively inhibit
cancer cell growth in vitro and in preclinical model of glioblastoma multiforme Invest New
Drugs. 2013 Dec;31(6):1424-35. doi: 10.1007/s10637-013-0016-y. Epub 2013 Sep 27;
Damnjanovic I, Najman S, Stojanovic S, Stojanovic D, Veljkovic A, Kocic H, Langerholc T,
Damnjanovic Z, Pesic S. Crosstalk between possible cytostatic and antiinflammatory potential of
ketoprofen in the treatment of culture of colon and cervix cancer cell lines Bratisl Lek Listy.
2015;116(4):227-32), Knezkova, Barbora. Moderni protinadorova léciva. 2008. PhD Thesis.
Masarykova univerzita, Prirodovédecka fakulta.

Aplikace oxycelulézovych derivatl pro cileny transport 1é€iv byli popsany v jejich kombinaci
s magnetickymi nanocéasticemi (Sivakumar, Balasubramanian; Aswathy, Ravindran Girija;
Nagaoka, Yutaka; Suzuki, Masashi; Fukuda, Takahiro; Yoshida, Yasuhiko;, Maekawa, Toru;
Sakthikumar, Dasappan Nair Multifunctional Carboxymethyl Cellulose-Based Magnetic
Nanovector as a Theragnostic System for Folate Receptor Targeted Chemotherapy, Imaging, and
Hyperthermia against Cancer Langmuir (2013), 29(10), 3453-3466), nebo jejich kombinaci
s chitosanem a magnetickymi nanoc¢asticemi (Synthesis, characterization and in vitro assessment
of the magnetic chitosan-carboxymethylcellulose biocomposite interactions with the prokaryotic
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and eukaryotic cells Grumezescu, Alexandru Mihai; Andronescu, Ecaterina; Ficai, Anton;
Bleotu, Coralia; Mihaiescu, Dan Eduard; Chifiriuc, Mariana Carmen International Journal of
Pharmaceutics (Amsterdam, Netherlands) (2012), 436(1-2), 771-777), nebo kombinaci
oxycelulozy s nanocasticemi, ¢i jeji konjugaty s 1éCivy (Soo, B. Chia; Ting, Kang; Wu, Ben;
Zhang, Kevin Transcutaneous multimodal delivery systems comprising dissolvable microneedles
PCT Int. Appl. (2012), WO 2012103257 A2 20120802), nebo jeji kombinaci s chitosanem
(Viieira, D. B.; Kim, V.; Petri, D. F. S.; Menck, C. F. M.; Carmona-Ribeiro, A. M.Edited
By:Laudon, Matthew; Romanowicz, Bart Polymer-based delivery vehicle for cisplatin Nanotech
Conference & Expo 2011: An Interdisciplinary Integrative Forum on Nanotechnology,
Biotechnology and Microtechnology, Boston, MA, United States, June 13-16, 2011 (2011), 3,
382-385), nebo aplikace oxycelulézového hydrogelu pro uvoliovani Ié¢iv pro 1écbu mocovych
cest (Konorty, Marina; Hakim, Gil Mucoadhesive thermoreversible topical hydrogels and
method for treating interal cavities U.S. Pat. Appl. Publ. (2014), US 20140105884 Al
20140417)

Patentovy dokument WO 2007147052 popisuje farmaceutickou kompozici pro topické pouZiti
tvofenou filmem z celuldzy nebo jejich derivatli, obsahujici biologicky aktivni €inidlo v
pfesyceném stavu, kterym je napf. terbinafin, naftifin, amorolfin, butenafin, jejich derivaty,
acyklovir, nepolymerni inhibitor krystalizace - hydroxykarboxvlovou kyselinu, tékavé
rozpoustédlo; Kompozice je urCena pro antifugalni 1écbu, pro 1écbu nebo prevenci varicella
zoster infekce HSV-I infekce nebo HSV-2 infekce, nebo prevenci onychomykozy.

Vynalez CN 1843332 A popisuje protinadorové injekce s prodlouZzenym uvoliiovanim obsahujici
angiogenezni inhibitory a cytotoxicka c¢inidla, které sestavaji z mikrokulicek obsahujicich
protinadorové U¢inné latky 0,5 az 60%, pomocné latky s prodlouZzenym uvoliovanim 40 az 99%
jako je kyselina polymlécna; kopolymeru kyseliny polyglykolové a kyseliny glykolové;
polifeprosan; ethylen-vinylacetatu; di-mastna kyselina a kopolymer kyseliny sebakové; poly
(erukové dimer kyseliny - kyselina sebakova) kopolymer; poly (kyselina fumarova - kopolymer
kyseliny sebakové). Suspendacni ¢inidla 0.0-30%: sodné soli karboxymethylceluldzy, jodu
glycerin, dimethikon, propylenglykol, karbomer, mannitol, sorbitol, povrchov¢ aktivni latky,
jeden z Tween 20, Tween 40 a Tween 80, nebo jejich kombinace,inhibitor je vybran z gefitinib,
erlotinib, lapatinib, karboxy-amino-triazolu, thalidomid, angiostatin, endostatin, endostatin,
imatinib mesylat, kanamycin, erlotinib, sorafenib, imatinib. Cytotoxické Cinidlo se vybralo z
platiny Nida, melfalan, cyklofosfamid, 4H peroxid vinorelbin, tamoxifen, metotrexat,
doxorubicin, epirubicin, aktinomycin D, estramustin, semustin nebo ranimustin.

PiihlaSka vynalezu EP1491188 Al popisuje farmaceuticky prostfedek pro prevenci nebo 1écbu
koznich poruch s obsahem alespon 0,1 % uc€inné latky, tvorené VPA a nebo jejich soli, kterd
obsahuje také chemoterapeutické 1é¢ivo, kterym je S-fluorouracil a dale obsahuje nosice ve formé
kréml, masti, past a geld. Piipravku ma byt pouZito pro lécbu koznich nadort, pre-
neoplastickych koznich onemocnéni, zanétl kiize a / nebo sliznice a photoaging.

Vybézky nadoru do okolni tkang€ a jeho sloZita topologie v praxi téméf znemoznuji chirurgické

odstranéni celého nadoru. Nasledna chemoterapie nebo systémové podavani 1éCiv je casto
neucinné, jelikoz koncentrace 1é€iva v misté plivodniho nadoru je pfili§ nizka.

Podstata vynalezu

Kwvili malo uc¢inné postoperacni 1é¢b¢ rezidualni nadorové tkan¢ byly vyvinuty nové postupy
aplikace cytotoxického 1é¢iva, na bazi platinovych metalo-komplexd, nekovalentné vazaného na
oxycelulézovou matrici, a to topicky pfimo do rany po odstranéni tumoru.
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Vynalez se tyka nové metody topické vnitrotélové aplikace stabilnich supra-molekularnich
komplexli oxycelul6zovych matric s platinovymi metalo-komplexy - cytostatiky, jako je
s vyhodou Cisplatina, Karboplatina nebo Oxaliplatina.

Byla vytvofena kompozice pro pooperacni vnitrotélové topické aplikace sestavajici z
modifikované oxycelul6zy a platinovych metalo-komplexi pro eliminaci nadorové tkané/bunék
po chirurgickém zakroku. Kompozice umozZiuje fizené postupné uvolhovani 1é€iva v nadoru
nebo jeho rezidui a tim vede k eliminaci zbytkové nadorové tkané a zabranuje jejimu rapidnimu
narlstu po klasickém i laparoskopickém zakroku.

Kompozice je tvofena supra-molekularnimi komplexy oxyceluléozovych matric s vyhodou ve
form¢ HD, HL a CaL s platinovymi metalo-komplexy s vyhodou s cisplatinou (cis-Pt).

Oxyceluldzova matrice CaL je praskova forma vapenaté soli oxidované celuldzy, je organismem
dobfe snaSena a rychle se vstiebava, HD je pletena verze vstiebatelného hemostatického
materialu oxidované celulézy v textilni form€ a HL je lintrova kysela forma oxidované celulozy
ve form& prasku ktery je nerozpustny ve vodé. V lidském téle se oxycelulozové matrice
vstfebavaji bez jakychkoli zbytkd, jsou biologicky odbouratelné, v pribéhu rozkladu vznikaji
netoxické produkty a jsou plné biokompatibilni. Diky nizkému pH pilsobi antibakterialné.
Pomabhaji s regeneraci tkang, tedy i se zvySenim lécebnych ucinkd.

Platinové komplexy jsou jednim z nejucinnéjSich a nejbéznéji pouZivanych cytostatik v 1é€bé
fady karcinomii, zejména karcinoml varlat, ovaria, hlavy, krku, mocCového méchyie a
malobunééného karcinomu plic. Jedna se o jednoduchou anorganickou slouceninu -
[cisPt(NH3)2Clz], tedy cis-diamino-dichlor platnaty komplex, fadici se mezi tzv. alkyla¢ni
cytostatika. Chloridové ligandy mohou byt nahrazovany za karboxylaty (karboplatina,
oxaliplatina), character ligandu ovliviiyje lipofilitu a distribuci 1é¢iva v organismu (iproplatina).
Hlavni mechanismus protinadorového ucinku cisplatiny spoc¢iva v jeji interakci s DNA a v tvorbé
kovalentnich vazeb mezi cytostatikem a purinovymi bazemi, nejcastéji s guaninem. Vzniklé
kovalentni vazby mezi fetézci brani jejich separaci pii replikaci a zaroven dochazi k inhibici
transkripce. Tim cisplatina indukuje apoptozu. Presto, Ze je cisplatina jednim z nejcastéji
pouzivanych cytostatik, jeji pouziti je limitovano kvili vysoké toxicité.

Karboplatina je méné toxicka, neZ cisplatina. Mechanismus u¢inku je stejny jako u cisplatiny,
aktivace molekuly je vSak pomalejsi. Oproti cisplatin€ ma mimnéjsi nezadouci u¢inky, avSak
ptispiva k poSkozeni kostni dfen€ a je vysoce hematotoxicka.

Oxaliplatina ma nizkou nefrotoxicitu, vyvolava ale Casté nevolnosti, prijmy a zvraceni, u
lé¢enych pacient zplisobuje periferni neuropatii senzitivnich nerva.

V piipad¢ platinovych metalo-komplex je proces pfipravy supra-molekularniho komplexu
zaloZen na aktivaci absorp¢ni schopnosti oxycelul6zové matrice ponofenim do vody a nasledném
pfidani roztoku rozpoustédla obsahujiciho dané léCivo. Rozpoustédlo je vybrano ze skupiny
obsahujici methanol, etanol, isopropanol, 2-methoxyethanol, N,N-dimethylformamid,
dimethylsulfoxid, tetrahydrofuran, acetonitril, aceton nebo jejich smés a jako dals$i voda. Dané
miseni je kontrolované€ provadéno tak, aby lé¢ivo obsaZené v rozpoustédle zlistalo rozpusténé i ve
vzniklé smési vody pfipadné s danym organickym rozpoustédlem. Nasledné jsou vodné systémy
s organickym rozpoustédlem obsahujici oxycelulézovou matrici a dané 1é€ivo tiepany s vyhodou
po dobu 24 hodin. Poté je modifikovana matrice, tedy s nekovalentné vazanym lé€ivem,
izolovana pomoci filtrace, nasledné¢ promyta pouZitym rozpoustédlovym systém a nakonec
vakuov¢ suSena. Cely proces piipravy je kontrolované provadén tak, aby teplota oxycelul6zovych
matric nebo jejich roztokll nebyla vyssi nez 20 °C.

Piipravené kompozice sestavaji z supramolekularnich struktur oxycelulézovych matric a
platinovych metalo-komplexd, pficemZ platinové metalo-komplexy jsou v matrici v mnoZzstvi 5
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az 30 % hm. Ze strukturnich analyz vyplynulo, Ze platinové metalo-komplexy jsou skutec¢né
nedilnou soucasti oxycelulézové matrice a nejedna se tedy o pouhou mechanickou smes, ale
supramolekularni strukturu. Také byly ovéfeny vysoké stability vytvorenych struktur, coz
dokazuje, Ze k uvolnéni cytotoxickych platinovych metalo-komplexii nedochazi pred¢asné do
okolni zdravé tkané. Dale byla ovéfena zvySena prlchodnost pies simulované biologické
membrany oproti prichodnosti samotnych platinovych metalo-komplexli, coz je pfisuzovano
pravé supra-molekularni struktufe a zvySuje se efektivita transportu léciva pfimo dovnitt
nadorové tkané.

Pro celul6zové matrice jsou znamy dva zakladni mechanismy uvoliovani 1é¢iv. Ve vodném
prostiedi se nejprve matrice zvlhéi vodou, ¢imz dojde k uvolnéni pocateCni koncentrace
rozpusténého 1é¢iva z povrchu matrice. Diky této gelové vrstvé miiZze voda z matrice uvolnovat
1é¢ivo, aniz by doslo k jejimu rozrueni (preferovano hydrofilnimi 1é¢ivy). V nasledné fazi dojde
k hydrataci povrchu matrice, zvySeni pohyblivosti polymerovych fetézcli a vzniku nabobtnalého
gelu. Dalsi fazi dochazi k rozvolnéni polymerovych fetézcl a jejich uvolnéni do okoli. Na novém
povrchu matrice vznikne dalSi gelova vrstva a cely proces se opakuje az do jejiho zéaniku
(preferovano pro hydrofobni 1é¢iva). V piipadé omezené rozpustnych 1é¢iv se na jejich uvolnéni
z matrice podileji oba mechanismy. Na dany proces ma velky vliv stabilita pouzité matrice. V
ptipad¢ stabilnéjSich matric bude preferovano vymyvani lé¢iva. Naproti tomu v piipadé méné
stabilnich matric dojde k uvolnéni vétSiny vazaného 1é€iva jiz béhem rozpadu samotné matrice.
Dochazi tedy k postupnému uvolnovani lé¢iva z modifikované oxycelulézy a to pouze v misté po
vyoperovaném nadoru, ¢imz se rapidné€ snizuji nezadouci ucinky pouZitych cytostatik.

Bylo prokazano, Ze pfi standardnich testech za podminek 25 °C + 2 °C a relativni vlhkosti 60 %
+ 5 % 1 pii zrychlenych testech (podminky 40 °C + 2 °C/75 % RV = 5 % RV) jsou pfipravené
komplexy modifikovanych celulé6zovych matric stabilni po dobu nejméné 6 mésict.

K vyhodnosti vnitrotélové topické aplikace bylo dospéno aZz na zaklad¢ fady experimentd, kdy
byly provadény preklinické testy na mySich nu-nu modelech po odstranéni nadorové tkané
karcinomu prsu a karcinomu pankreatu a nasledné aplikaci kompozice jak oralné,
v kazdodennich davkach, tak jednorazové topicky piimo do mista po vyoperovaném nadoru ve
stejné davce. Porovnani aplikace ve formé€ oralni a vnitrotélové topické pooperacni aplikace
prokazal vyhodnost topické aplikace, protoze oralni aplikace byla spojena s mortalitou o 9-33 %
vy$§i a predev§im pozorovany nariist velikosti tumoru byl o 34 az 70 % vyssi.

Bylo zjisténo, ze supermolekularni komplex oxycelul6z s cisplatinou pfi vnitrotélové topické
aplikaci ma schopnost inhibovat nariist karcinomu prsu a pankreatu aZ na 29 % oproti pouze
chirurgické 1écbé€ a na 56 % oproti chirurgické 1é€bé€ s naslednym podanim samotné cisplatiny.
Také mortalita pokusnych mysi pii vnitrotélové topické aplikaci komplexu byla o 18 az 37 %
niZ§i oproti podani samotné cisplatiny.

Teprve na zakladé téchto vysledkl bylo dospéno k zavériim pouziti pouze vnitrotélové topické

aplikace platinovych metalo-komplex® a pouze ve formé supramolekularnich oxycelulozovych
struktur, které byly prokazany jako nejSetrnéjsi a nejucinnéjsi.

Piehled obrazkl na vykresech

Obr. 1. Tabulka ptehledu navazek cisplatiny vzhledem k navazkam oxycelulozy, procentualni
obsah 1é¢iva v oxyceluldze a loading 1é¢iva do oxycelulozy, kdy jako rozpoustédlo byla
pouzita smes EtOH/voda (1:1, V/V)

Obr. 2. Tabulka ptehledu navazek cisplatiny vzhledem k navazkam oxycelulozy, procentualni
obsah 1é¢iva v oxyceluldze a loading 1é¢iva do oxycelulozy, kdy jako rozpoustédlo byla
pouZita voda
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Tabulka ptehledu navazek cisplatiny vzhledem k navazkam oxycelulozy, procentualni
obsah 1é¢iva v oxyceluldze a loading 1é¢iva do oxycelulozy, kdy jako rozpoustédlo byla
pouzZita smes aceton/voda (1:1, V/V)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda®, obsah 5 hm. % cisplatiny), ¢istého 1é¢iva (,,cisplatina®) a nemodifikované
oxycelulozy (,,HL)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/EtOH”, obsah 5 hm. % cisplatiny), cist¢tho Ilé¢iva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HL*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/Acet., obsah 5 hm. % cisplatiny), Ccistého léciva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HL*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/THF“, obsah 5 hm. % cisplatiny), ¢istého Ié¢iva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HL*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HD cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda®, obsah 5 hm. % cisplatiny), Cistého 1éCiva (,,cisplatina*) a nemodifikované
oxycelulozy (,,HD*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HD cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/EtOH, obsah 5 hm. % cisplatiny), cist¢tho Ilé¢iva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HD)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HD cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/Acet.“, obsah 5 hm. % cisplatiny), Ccistého léciva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HD)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu HD cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/THF*, obsah 5 hm. % cisplatiny), Ccisttho léCiva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,HD)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu CaL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda®, obsah 5 hm. % cisplatiny), Cistého 1éCiva (,,cisplatina*) a nemodifikované
oxycelulozy (,,CaL®)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu CaL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/EtOH”, obsah 5 hm. % cisplatiny), cist¢tho Ilé¢iva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,CaL*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu CaL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/Acet.”“, obsah 5 hm. % cisplatiny), Ccistého léciva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,CaL*)

Porovnani Ramanovych spekter pro modifikovanou oxycelulosu CaL cisplatinou (,,Cis-
Pt-voda/THF“, obsah 5 hm. % cisplatiny), ¢&istého 1éGiva (,cisplatina®) a
nemodifikované oxycelulozy (,,CaL*)

Vnitrotélova topicka aplikace supramolekularnich komplexti oxycelulézovych matric s
cisplatinou po chirurgické 1é€b€ nu-nu mysi s PATU lidsky karcinomem pankreatu
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Obr. 17. Oralni aplikace supramolekularnich komplexidi oxycelul6zovych matric s cisplatinou po
chirurgické 1é¢bé nu-nu mysi s PATU lidsky karcinomem pankreatu

Obr. 18. Vnitrotélova topicka aplikace supramolekularnich komplex@ oxycelulézovych matric s
cisplatinou po chirurgické 16€b€ nu-nu mysi s BT-474 lidsky karcinomem prsu

Obr. 19. Oralni aplikace supramolekularnich komplexidi oxycelul6zovych matric s cisplatinou po
chirurgické 1€cbé nu-nu mysi s BT-474 lidsky karcinomem prsu a jeji porovnani se

samotnou cisplatinou a oxycelul6zovych matric

Obr. 20. In vitro studie mortality nadorovych bunék tkanovych kultur plisobenim samotné
cisplatiny v porovnani s jejich oxycelul6zovym komplexem

Obr. 21. Vysledky elementarni analyzy modifikované celulézy (CaL, HL a HD) cisplatinou (5
hm. %) pro rizné rozpoustédlové systémy

Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Piiprava a charakterizace supra-molekularnich komplext oxycelulozovych matric (HD, HL a
Cal) s cisplatinou

Piiklad 1A

Pouziti rozpoustédla ethanol/voda (1:1, V/V)

6 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smési ethanol/voda (1:1, V/V; 5 ml) a pfidano k oxyceluloze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 24 hodinach tfepani pii teploté 20 °C byla modifikovana
oxyceluloza odfiltrovana, promyta smési ethanol/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledn¢
vysusena za vysokého vakua pii teplot¢ 20 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxycelulozu bylo navazano piiblizn€ 5 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 1.

13 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smési ethanol/voda (1:1, V/V; 5 ml) a ptidano k oxyceluléze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 24 hodinach tfepani pii teplot¢ 20 °C byla modifikovana
oxyceluloza odfiltrovana, promyta smési ethanol/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledn¢
vysuSena za vysokého vakua pii teplot¢ 20 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxyceluléozu bylo navazano pfiblizné 9,5 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 1.

43 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smési ethanol/voda (1:1, V/V; 5 ml) a pfidano k oxyceluloze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 36 hodinach tfepani pii teploté 19 °C byla modifikovana
oxyceluldza odfiltrovana, promyta smé&si ethanol/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledné
vysuSena za vysokého vakua pii teploté 19 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxyceluléozu bylo navazano piiblizné 28 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 1.

Pro takto pfipravené modifikované oxycelulézy byla zméfena jejich Ramanova spektra a
porovnana se spektrem ¢isté cisplatiny a nemodifikované oxyceluldézy. Porovnanim pozice pikl a
jejich poméru intensit modifikovanych oxyceluldéz, samotného cisplatiny a nemodifikovanych
oxyceluldz, 1ze usoudit, Ze uc¢inna latka cisplatiny neni vazana ¢isté fyzikalni absorpci, ale tvofi
inklusni komplex s danou matrici.
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Béhem rozpadu celul6zovych matric dochazi k uvolnovani jednotlivych vlaken do roztoku. Dany
jev se projevi zménou absorpcniho spektra oproti spektru naméfenému v Case fp. Pokud nejsou
v daném Case pozorovany vyznamné zmény oproti #p , 1ze danou matrici povaZovat v tomto ¢ase
za stabilni. Stabilita testovanych matric je dostatecné velkda pro uplatnéni obou mechanismii
uvoliovani 1é€iv. Kompletni uvolnéni 1é¢iva v organismu lze o€ekavat do jednoho mésice po
aplikaci oxycelul6zy do organismu.

Piiklad 1B

Pouziti rozpoustédla voda

6 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve vodé 5 ml a pfidano k oxyceluloze (HL, HD nebo CaL) (100
mg). Po 24 hodinach tfepani pfi teplot¢ 20 °C byla modifikovana oxycelul6za odfiltrovana,
promyta vodou vodou (6 ml) a nasledné vysuSena za vysokého vakua pii teploté¢ 20 °C.
Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na oxycelulézu bylo navazano pfiblizné 4 % cisplatiny
s presnymi hodnotami hmotnostnich koncentraci dle obr. 2.

13 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve vodé 5 ml a ptidano k oxyceluléze (HL, HD nebo CaL) (100
mg). Po 24 hodinach tfepani pfi teplot¢ 20 °C byla modifikovana oxyceluldza odfiltrovana,
promyta vodou (6 ml) a nasledné vysuSena za vysokého vakua pii teploté¢ 20 °C. Elementarni
analyzou bylo stanoveno, Ze na oxycelul6zu bylo navazano pfiblizné€ 8,5 % cisplatiny s pfesnymi
hodnotami hmotnostnich koncentraci dle obr. 2.

43 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve vod¢é 5 ml a pridano k oxyceluléze (HL, HD nebo CaL) (100
mg). Po 36 hodinach tfepani pfi teplot¢ 19 °C byla modifikovana oxyceluldza odfiltrovana,
promyta vodou (6 ml) a nasledné vysuSena za vysokého vakua pii teplot€¢ 19 °C. Elementarni
analyzou bylo stanoveno, Ze na oxycelulézu bylo navazano pfiblizné 26 % cisplatiny s pfesnymi
hodnotami hmotnostnich koncentraci dle obr. 2.

Pro takto pfipravené modifikované oxycelulézy byla zméfena jejich Ramanova spektra a
porovnana se spektrem €isté cisplatiny a nemodifikované oxyceluldézy. Porovnanim pozice pikl a
jejich poméru intensit modifikovanych oxyceluléz, samotné cisplatiny a nemodifikovanych
oxyceluloz, 1ze usoudit, Ze uc¢inna latka cisplatiny neni vazana ¢isté fyzikalni absorpci, ale tvoii
inklusni komplex s danou matrici.

Piiklad 1C

Pouziti rozpoustédla aceton:voda (1:1, V/V)

6 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smési aceton/voda (1:1, V/V; 5 ml) a pridano k oxyceluloéze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 24 hodinach tfepani pii teploté 20 °C byla modifikovana
oxyceluloza odfiltrovana, promyta smési aceton/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledn¢
vysuSena za vysokého vakua pii teploté¢ 20 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxyceluléozu bylo navazano piiblizn€ 5 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 3.

13 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smesi aceton/voda (1:1, V/V; 5 ml) a pfidano k oxyceluloze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 24 hodinach tfepani pii teploté¢ 20 °C byla modifikovana
oxyceluloza odfiltrovana, promyta smési aceton/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledn¢
vysuSena za vysokého vakua pii teploté¢ 20 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxyceluléozu bylo navazano piiblizné 10 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 3.
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43 mg cisplatiny bylo rozpusténo ve smési aceton/voda (1:1, V/V; 5 ml) a pridano k oxyceluloze
(HL, HD nebo CaL) (100 mg). Po 36 hodinach tfepani pii teplot¢ 19 °C byla modifikovana
oxyceluloza odfiltrovana, promyta smési aceton/voda (1:1, V/V; 3 ml), vodou (3 ml) a nasledn¢
vysuSena za vysokého vakua pii teploté 19 °C. Elementarni analyzou bylo stanoveno, Ze na
oxyceluléozu bylo navazano pfiblizné 30 % cisplatiny s pfesnymi hodnotami hmotnostnich
koncentraci dle obr. 3.

Pro takto pfipravené modifikované oxycelulézy byla zméfena jejich Ramanova spektra a
porovnana se spektrem ¢isté cisplatiny a nemodifikované oxyceluldézy. Porovnanim pozice pikl a
jejich poméru intensit modifikovanych oxyceluléz, samotné cisplatiny a nemodifikovanych
oxyceluloz v riznych rozpoustédlech, 1ze usoudit, ze ucinna latka cisplatiny neni vazana Cisté
fyzikalni absorpci, ale tvofi inklusni komplex s danou matrici.

Piiklad 2

Pfiprava Nu-nu mysSi s lidskym karcinomem a nasledna chirurgicka 1écba.

Holé imunodeficientni mysi postradaji T-lymfocyty v diisledku absence brzliku, takZze nemohou
vytvorfit imunologickou odezvu na cizi tkané. Proto je mozna xenotransplantace bunék lidského
karcinomu.

Bunééné rakovinné linie (lidsky nddor prsu — BT-474, slinivky - PATU) byly vytvoreny
transfekci bunék. Buiky karcinomu prsu a slinivky byly udrzovany v T-mediu doplnéném 5%
fetalnim bovinnim sérem. VSechny buiky byly udrzovany pii 5 % CO, (V/V) pii 37 °C ve
zvlh¢ené atmosfére. VSechny experimenty byly provadény na buitkach v exponencialni rlistové
fazi.

PodkoZni implantace bunék lidského karcinomu do bokli imunodeficientnich nahych nu-nu mysi
(Samice, bezthymové, vék 6 tydnd, vaha 18-20 g). Nadorové buiiky (1x107) byly resuspendovany
v 0.1 ml PBS a 0.1 ml Matrigelu (BD Biosciences) a aplikovany podkozné do boku mysi pomoci
inzulinové stiikacky a jehly velikosti 27.

Jakmile dosahla nadorova masa velikosti cca 200 mm?® (cca 10 dni po transplantaci, odpovida
0,1-0,2 g nadorové tkan¢), bylo zahdjeno operativni chirurgické odstranéni nadoru z 95-97 % a
méfeni velikosti nadorQ.

Ptiklad 3

Aplikace supramolekularnich komplexti oxycelulozovych matric s cisplatinou po chirurgické
1é¢bé nu-nu mysi s PATU lidsky karcinomem pankreatu

Piiklad 3 A

Vnitrotélova topicka aplikace

Imunodeficientni hol¢ nu-nu mysi, pfipravené a chirurgicky lécené dle ptikladu 2, tedy
s odstranénym nadorem pankreatu byly rozdéleny do 10 experimentll po 6 mySich. Skupina A
tvorila 2 experimenty, byla jako kontrolni bez jakékoli dalsi aplikace. Ostatnim skupinam byly
latky podany lokalné, ve formé prasku do mista vyoperovaného nadoru. Skupiné B byla podana
samotna cisplatina v mnozstvi 0,5 mg, tvofila také 2 experimenty, skupiné¢ C byla v experimentu
1 podana oxyceluléza HL a v experimentu 2 oxyceluléza CaL, vzdy v mnozZstvi 4,5 mg. Skupiné
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D6 byl ve dvou experimentech podan supermolekularni komplex oxycelulozy CaL s cisplatinou a
ve skupiné D7 ve dvou experimentech podan supermolekularni komplex oxyceluléozy HL
s cisplatinou, v mnoZstvi 5 mg s 10 % hm. obsahem cisplatiny, coZ odpovidd mnoZstvi samotné
cisplatiny.

Nasledné byla velikost nadoru monitorovana a méfena po 50 dnech po chirurgickém zakroku.

Byla sledovana inhibice opétovného rlistu nadoru v zavislosti na podané latce. Byl vyhodnocen
vliv lokalni vnitrotélové topické aplikace supramolekularnich komplexti oxycelul6zovych matric
s cytostatiky, samotnou oxycelulézou a samotnymi cytostatiky na opétovny rlst nadoru, resp.
ptipadnou eliminaci residudlni nadorové tkané. Vyrazny terapeuticky efekt byl pozorovan pro
topickou vnitrotélovou aplikaci oxycelulézovych komplexii projevujici se vyrazné omezenym
ristem nadoru. Tento pfistup pfedstavuje vyznamny pfinos oproti kontrolnim experimentlim v
kone¢ném objemu nadoru. Zmény ve velikosti tumoru byly pouZity pro stanoveni protinadorové
aktivity. Bylo zji§téno, Ze supermolekularni komplex oxyceluldz s cisplatinou pfi vnitrotélové
topické aplikaci ma schopnost inhibovat nardst karcinomu azZ na 46 % oproti pouze chirurgické
1écbé a na 75 az 80 % oproti chirurgické 1é¢bé s naslednym podanim samotné cisplatiny. Také
mortalita pokusnych mysi pii vnitrotélové topické aplikaci komplexu byla o 18-35 % nizsi oproti
podani samotné cisplatiny. Podrobné vysledky prezentuje tabulka na obr 16.

Piiklad 3 B

Peroralni aplikace

Imunodeficientni holé¢ nu-nu mysi, pfipravené a chirurgicky lécené dle ptikladu 2, tedy
s odstranénim nadoru pankreatu byly rozdéleny do 5 experimentil po 3 mySich. Skupina A byla
jako kontrolni bez jakékoli dalsi aplikace. Ostatnim skupinam byly latky podavany oraln€ pfimo
do zaludku. Skupin¢ B byla podavana samotna cisplatina v mnozZstvi 0,5 mg, skupiné¢ C byla
v experimentu 1 podana oxyceluloza HL a v experimentu 2 oxyceluléza Cal, vzdy v mnozstvi
4,5 mg. Skupin¢ D6 byl podavan supermolekularni komplex oxycelulézy CaL s cisplatinou a ve
skupiné¢ D7 podan supermolekularni komplex oxycelulézy HL s cisplatinou, v mnozstvi 5 mg
s 10 % hm. obsahem cisplatiny, coZ odpovida mnoZstvi samotné cisplatiny.

Velikost nadoru byla monitorovana a métrena po 50 dnech po chirurgickém zakroku.

Byla sledovana inhibice opé&tovného rlstu nadoru pfedev§im jako porovnani vi€i vnitrotélové
topické aplikaci.

Byl vyhodnocen vliv oralni a vnitrotélové topické aplikace supramolekularnich komplexii
oxycelulézovych matric s cytostatiky, samotnou oxycelulozou a samotnymi cytostatiky na
op€tovny rist nadoru, resp. piipadnou eliminaci residualni nadorové tkan¢. Zmény ve velikosti
tumoru byly pouZity pro stanoveni protinadorové aktivity. Bylo zjiSténo, Ze supermolekularni
komplex oxyceluloz s cisplatinou pfi oralni aplikaci ma inhibici narlistu karcinomu oproti pouze
chirurgické 1écbé 77 %. Mortalita komplexu pfi oralnim podani byla pomémé znacna a to 85-88
%. Podrobné vysledky prezentuje tabulka na obr. 17.

Porovnani aplikace ve formé oralni a vnitrotélové topické pooperacni aplikace prokazal
vyhodnost topické aplikace, protoZe oralni aplikace byla spojena s mortalitou o 20-33 % vyssi a
predev§im pozorovany narlst velikosti tumoru byl cca 74 az 77% oproti kontrole.

Piiklad 4

-10 -
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Aplikace supramolekularnich komplext oxvycelulozovych matric s cisplatinou po chirurgické
1é¢bé nu-nu mysi s BT-474 lidsky karcinomem prsu

Priklad 4 A

Vnitrotélova topicka aplikace

Imunodeficientni holé nu-nu mysi, pfipravené a chirurgicky lé¢ené dle piikladu 8, tedy
s odstranénim nadoru prsu byly rozdéleny do 10 experimenti po 6 mySich. Skupina A tvorila 2
experimenty, byla jako kontrolni bez jakékoli dalsi aplikace. Ostatnim skupinam byly latky
podany lokaln€, ve formé prasku do mista vyoperované¢ho nadoru. Skupin€¢ B byla podana
samotna cisplatina v mnozstvi 0,5 mg, tvofila také 2 experimenty, skupiné¢ C byla v experimentu
1 podana oxyceluléza HL a v experimentu 2 oxyceluléza CaL, vzdy v mnozZstvi 4,5 mg. Skupiné
D6 byl ve dvou experimentech podan supermolekularni komplex oxycelulézy CaL s cisplatinou a
ve skupiné D7 ve dvou experimentech podan supermolekularni komplex oxyceluléozy HL
s cisplatinou, v mnoZstvi 5 mg s 10 % hm. obsahem cisplatiny, coZ odpovidd mnoZstvi samotné
cisplatiny.

Nasledné byla velikost nadoru monitorovana a méfena po 50 dnech po chirurgickém zakroku.

Byla sledovéana inhibice opétovného ristu nadoru s zavislosti na podané latce. Byl vyhodnocen
vliv lokalni vnitratélové topické aplikace supramolekularnich komplexti oxycelul6zovych matric
s cytostatiky, samotnou oxycelul6zou a samotnymi cytostatiky na opétovny rlist nadoru, resp.
ptipadnou eliminaci residudlni nadorové tkané. Vyrazny terapeuticky efekt byl pozorovan pro
topickou vnitrotélovou aplikaci oxycelulézovych komplexi projevujici se vyrazné¢ omezenym
ristem nadoru. Tento pfistup pfedstavuje vyznamny pfinos oproti kontrolnim experimentlim v
kone¢ném objemu nadoru. Zmény ve velikosti tumoru byly pouZity pro stanoveni protinadorové
aktivity. Bylo zji§téno, Ze supermolekularni komplex oxycelul6z s cisplatinou pfi vnitrotélové
topické aplikaci ma schopnost inhibovat nardst karcinomu azZ na 29 % oproti pouze chirurgické
lécbé a na 56 % oproti chirurgické 1écbé s naslednym podanim samotné cisplatiny. Mortalita
pokusnych mysi pfi vnitrotélové topické aplikaci komplexu je v rozmezi 55 az 63 %. Podrobné
vysledky prezentuje tabulka na obr. 18

Piiklad 4 B

Peroralni aplikace

Imunodeficientni holé nu-nu mysi, pfipravené a chirurgicky lé¢ené dle piikladu 8, tedy
s odstranénim nadoru prsu byly rozdéleny do 5 experimenti po 3 mySich. Skupina A byla jako
kontrolni bez jakékoli dalsi aplikace. Ostatnim skupinam byly latky podavany oralné pfimo do
zaludku. Skupin€¢ B byla podavana samotna cisplatina v mnozstvi 0,5 mg, skupiné¢ C byla
v experimentu 1 podana oxyceluloza HL a v experimentu 2 oxyceluléza CalL, vzdy v mnozstvi
4,5 mg. Skupin¢ D6 byl podavan supermolekularni komplex oxycelulézy CaL s cisplatinou a ve
skupiné D7 podan supermolekularni komplex oxycelulézy HL s cisplatinou, v mnozstvi 5 mg
s 10 % hm. obsahem cisplatiny, coZ odpovida mnozZstvi samotné cisplatiny.

Velikost nadoru byla monitorovana a métrena po 50 dnech po chirurgickém zakroku.

Byla sledovana inhibice opé&tovného ristu nadoru pfedev§im jako porovnani vi€i vnitrotélové
topické aplikaci.

Byl vyhodnocen vliv oralni a vnitrotélové topické aplikace supramolekularnich komplexii
oxycelulézovych matric s cytostatiky, samotnou oxyceluléozou a samotnymi cytostatiky na
op€tovny rist nadoru, resp. pripadnou eliminaci residudlni nadorové tkané. Vyrazny terapeuticky
efekt byl pozorovan pro topickou vnitrotélovou aplikaci oxyceluléozovych komplexii projevujici
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se vyrazn¢ omezenym rlstem nadoru. Tento pfistup predstavuje vyznamny piinos oproti
kontrolnim experimentlim v kone¢ném objemu nadoru. Zmény ve velikosti tumoru byly pouZity
pro stanoveni protinadorové aktivity. Bylo zjiSténo, Ze supermolekularni komplex oxyceluloz
s cisplatinou pfi oralni aplikaci ma schopnost inhibovat nardst karcinomu pouze na 34 az 45 %
oproti pouze chirurgické 1é€bé a oralni aplikace cisplatiny v supramolekularnim komplexu
s oxycelulozou ma schopnost inhibovat nar(ist karcinomu na 46 az 60 %. Mortalita komplexu
byla pomérné znacna a to 72 az 75 %. Podrobné vysledky prezentuje tabulka na obr. 19

Porovnani aplikace ve formé¢é oralni a vnitrotélové topické pooperacni aplikace prokazal
vyhodnost topické aplikace, protoZe oralni aplikace byla spojena s mortalitou o 11 aZ 20 % vyssi
a pfedevSim pozorovany nariist velikosti tumoru byl cca 0-10% oproti topické aplikaci.

Piiklad 5

Studium efektivity terapie komplexy oxyceluldozové matrice s cytostatiky na tkanovych kulturach
nadorovych bunék in vitro

Linie nadorovych bunék solidnich tumordi byly ziskany od ETCC. VSechny bunky byly
péstovany exponencialné v médiu RPMI 1640 s 10 % fetalniho teleciho séra v 35Smm Petriho
miskach. Pro experimenty byly buiiky kultivovany v €istém ristovém médiu po dobu 16ti hodin
pro dosaZeni exponencialni faze rlistu. Poté bylo naockovano 5 x 10° bunék do 1,8-2 cm jamek a
inkubovano 16 hodin v rGstovém médiu se supermolekularnim komplexem oxycelulézy CaL a
cisplatinou. Po promyti byla buné€néa smrt pozorovana s DM IRB Leica mikroskopem s DFC 480
fotoaparatem pomoci imerzniho X63 oleje a filtru Leica krychle N2.1.

Sledovana byla mortalita bun¢k v tkanovych kulturach po ovlivnéni samotnou cisplatinou
v porovnani s CaL oxocelulozovym komplexem s 10 % hm. cisplatiny v ¢ase 24 hodin po
aplikaci. CaL oxycelulozovy komplex s cisplatinou byl v koncentraci 0,1 pmol/ml ristového
média. BunéCna mortalita byla stanovena sulforhodamine B (SRB) testem, alternativné
vylu€ovacim barvenim trypanovou modii, vysledky vyjadfeny jako % usmrcenych bunék
z celkového poctu jednotlivych bunéénych linii (jak doklada obrazek 20).

PATENTOVE NAROKY

1. Supramolekularni komplex oxycelulé6zové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolfiovanim platinového metalokomplexu vyznacujici se tim, Ze obsahuje 5 az 30

% hm. platinového metalo-komplexu, nekovalentné vazaného na oxycelulézovou matrici.

2. Supramolekularni komplex oxyceluléozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvoliovanim platinového metalokomplexu podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

oxycelulézova matrice je oxidovana celuloza.

3.  Supramolekularni komplex oxycelulozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolfovanim platinového metalokomplexu podle naroku 2 vyznacujici se tim, Ze

oxidovana celuldza je v lintrové kyselé formé.
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4. Supramolekularni komplex oxyceluléozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolhovanim platinového metalokomplexu podle naroku 2 vyznacujici se tim, Ze

oxidovana celuldza je ve formé vapenaté soli.

5. Supramolekularni komplex oxyceluléozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolhovanim platinového metalokomplexu podle naroku 2 vyznacujici se tim, Ze

oxidovana celuldza je v textilni pletené forme.

6. Supramolekularni komplex oxyceluléozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolhovanim platinového metalokomplexu podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

obsahuje 10 azZ 20 % hm. platinového metalo-komplexu.

7.  Supramolekularni komplex oxyceluléozové matrice s platinovym metalokomplexem
s postupnym uvolhovanim platinového metalokomplexu podle naroku 1 vyznacujici se tim, Ze

platinovym metalo-komplexem je cisplatina.

8. Pouziti supramolekularniho komplexu oxycelulozové matrice s platinovym metalo-
komplexem s postupnym uvolfiovanim platinového metalokomplexu podle naroku 1 pro pfipravu

lé¢iva pro topickou cytostatickou 1é¢bu nadorové tkang.

9. Pouziti supramolekularniho komplexu oxycelulézové matrice s platinovym metalo-
komplexem s postupnym uvolfovanim platinového metalokomplexu podle naroku &, kdy
topickou cytostatickou 1é€bou nadorové tkané je pooperacni vnitrotélova topicka aplikace na

rezidualni nadorové bunky/tkan po chirurgickém zakroku.

8 vykrest
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EtOH/voda (1:1)

modifikovana

Obsah cisplatiny v modifikované celuléze

navazka cisplatina

celuldza (mg) hm.% mg % z navazky
HL 6 4,81 5,05 84,18
HD 6 4,68 4,91 81,90
CalL 6 4,9 5,15 85,75
HL 13 9,23 10,15 78,10
HD 13 9,19 10,11 77,76
CalL 13 9,8 10,78 82,92
HL 43 28,4 36,92 85,86
HD 43 27,1 35,23 81,93
CalL 43 28,2 36,66 85,26
Obr. 1

voda

modifikovand navazka cisplatina

Obsah cisplatiny v modifikované celul6ze

celulédza (mg) hm.% mg % z navazky
HL 6 4,2 4,41 73,50
HD 6 4,12 4,33 72,10
Cal 6 4,32 4,54 75,60
HL 13 8,52 9,37 72,09
HD 13 8,41 9,25 71,16
Cal 13 8,6 9,46 72,77
HL 43 26,24 34,11 79,33
HD 43 25,98 33,77 78,54
Cal 43 26,3 34,19 79,51
Obr. 2

aceton/voda (1:1)

modifikovana

Obsah cisplatiny v modifikované celuldze

navazka cisplatina

celuléza (mg) hm.% mg % z navazky
HL 6 5,01 5,26 87,68
HD 6 4,92 5,17 86,10
Cal 6 5,12 5,38 89,60
HL 13 9,98 10,98 84,45
HD 13 10,2 11,22 86,31
Cal 13 10,06 11,07 85,12
HL 43 30,12 39,16 91,06
HD 43 29,95 38,94 90,55
Cal 43 30,02 39,03 90,76
Obr. 3
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pramolekuldrniho komplexu :primér snizeni

mortality

% narlst nadoru oproti mortalita ¢iva oproti samotnému lé¢ivu

pokusnd . aplikovana | expéislo | hmotnost nadoru (g) odebraného

kontrole cisplating

Al kontrola, bez aplikace 1 0,1323 8,56 100
2 0,1471 8,12 100
B2 cisplatina - 0,5mg 1 0,1355 5,24 61,21 85
2 0,1289 5,10 62,81 82
L okceLHLasmg |1 01483 565 &
OKCEL-Cal 4,5 mg 2 0,1341 5,59 86
OKCEL-Cal + .. 1 0,1339 4,17 48,71 79,58 65 24
cisplatina (Smg) 2 0,1417 63 23 23
. 1 0,1503 3,95 46,14 75,38 55 35
cisplatina (Smg) 2 0,1468 67 18 27

Obr. 16

snizeni mortality
supramolekularniho
komplexu léciva oproti

pokusna aplikovana exp éislo hmotnost nadoru (g) odebraného % nardst nadoru oproti samotnemu lécivu
skupina ..na zatatku pokusu %
1 0,13 8,27 100
100
1 0,15 4,59 55,50 89
VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV 1 0,15 6,12 91
OKCEL-Cal 4,5 mg 0,15 5,99 89
. 1 0,13 6,14 74,24 133,77 85 4
cisplatina (5mg)
. OKCEL-HL + 1 0,15 6,34 76,66 138,13 88 1
Logsplating (sme) | b e

nunu-mysi, carcinom prsu BT-474
snizeni mortality
supramolekularniho komplexu  primér snizeni
pokusna aplikovana expislo | hmotnost nadoru (g) odebraného % nardst nadoru oproti mortalita Iéciva oproti samotnému lécivu  mortality
skupina latka 3 na zatatku pokusu na konci pokusu % % %
kontrole cisplating
Al kontrola, bez aplikace 1 0,188 9,56 100
2 0,21 8,88 100
B2 cisplatina - 0,5mg 1 0,145 4,98 52,09 89
2 0,132 4,45 50,11 88
cs OKCEL-HL, 4.5 mg 1 0,153 6,95 88
OKCEL-Cal 4,5mg 2 0,161 6,44 89
D6 OKCEL-Cal + 1 0,145 2,78 29,08 55,82 61 31
cisplatina (Smg) 2 0,147 3,12 35,14 70,11 63 28 30
D7 OKCEL-HL + 1 0,159 338 35,36 67,87 55,00 38
cisplatina (Smg) 2 0,15 321 36,15 72,13 3 36 37

Obr. 18
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Srovnavaci oralni aplikace, pfimo do Zaludku, stejne mnoZstvi jako jako topicky

OXVCEWILOZA_ S CisPLAYINOU ORALNI APLIKACE na BT-A74 nunu-mysi, carcinom prsu BT-474
snizeni mortality
supramolekuldrniho
komplexu Iéciva oproti
pokusna aplikovana exp cislo | hmotnost nadoru (g) odebraného % nardst nadoru oproti mortalita samotnému lécivu
skupina latka ¢ na zatatku pokusu na konci pokusu % %
kontrole cisplating
Al kontrola, bez aplikace 1 0,18 9,16 100
2 100
B2 cisplatina - 0,5mg 1 0,14 6,85 74,78 92
2
c5 OKCEL-HL, 4 5mg 1 0,15 7,12 91
OKCEL-Cal 4,5mg
D6 OKCEL-Cal + 1 0,12 3,15 34,39 45,99 72 22
cisplatina (5mg) 2
D7 OKCEL-HL + 1 0,15 4,12 44,98 60,15 75 18
cisplatina (5mg) 2

cisplatina komplex
Mortalita bunék v %
MDA-MB-231 lidsky adenokarcinom prsu 24 68
A431 lidsky epidermoidni karcinom 36 54
A549 lidsky adenokarcinom plic 39 59
LNCaP lidsky karcinom prostaty 48 69
HCT 116 lidsky karcinom tlustého stfeva 41 69
CAPAN-2 lidsky karcinom pankreatu 27 65
PATU lidsky karcinom pankreatu 45 71
BT-474 lidsky nador prsu 51 79
U-2 OS lidsky osteosarkom 14 54
HeLa lidsky karcinom dé€loZniho ¢ipku 45 78
Obr 20

Typ nadoru
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Vzorek Navazka vzorku (mg)C (%) H (%)N (%)
2,352 16,97 7,91 0,10
Cal, cis-PL.Voda 1,832 17,36 8,10 0,10
1,696 3197 534 0,16
Cal. cis-Pt.Voda:EIOH | 849 3218520 023
1,899 3141542 0,15
Cal. cis-Pt.Voda:Acel 1 741 3121536 012
1757 31,79 533 0.17
Cal. cis-Pt.Voda:THE 1 707 3214529 0.14
1,643 37.,545.53 0.44
HI, cis-Pt.Voda 1,672 3157585 (141
1.978 37,825.54 0,36
HL cis-Pt.Voda:BtOH | 94 38.025.54 0.32
1,700 36,605.44 0,28
HL cis-Pt.Voda:Acet | 573 3681544 0,27
1,765 38,125,54 0,29
HL cis-Pt.Voda:THE § ge() 3810554 0.32
2454 35,715,31 0,50
HD cis-Pt.Voda 1,960 35,565,05 0,47
1,541 3601521 0:33
HD cis-Pt.Voda:EtOH 2.088 36.175.24 0.30
2:145 36,315,22 0,33
HB ¢is-Pt.Voda:Acet 1.676 3651511 0,31
2,426 36,315.31 0,33
HD cis-Pt.Voda: THE 2072 36.314.99 0.31
Obr. 21
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