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Fotoaktivovatelnd nanoc¢astice pro fotodynamické aplikace, zptsob jeji ptipravy, farmaceuticka

kompozice ji obsahujici a jejich pouZiti

Oblast techniky

Predkladany vynalez se tyka fotoaktivovatelnych nanotastic pro fotodynamické aplikace,
zplisobu jejich piipravy, farmaceutické kompozice je obsahujici a jejich pouziti jako 1é¢iva pii

fotodynamické terapii.

Dosavadni stav techniky

Fotodynamicka terapie (photodynamic therapy, PDT) je relativné novou metodou 1é¢by riznych
onemocnéni, zamefenou zejména na 1é¢bu nadord, napf. spinocelularniho karcinomu hlavy a
krku. PDT spo¢iva v kombinaci fotosenzibilizatoru (photosensitizer, PS), molekuly kysliku a
nasledného laserového ozafeni nddorovych 1ézi. Po laserovém ozafeni nadoru absorbuji
molekuly fotosenzibilizatoru fotony svétla a nasledné excituji kyslik za vzniku singletového
kysliku, ktery je vysoce destruktivni kviili poskozeni buné&nych struktur, jako jsou DNA nebo
membrany v blizkém okoli. Uéinnost PDT z vétsi &asti zavisi na fotochemickych,
fotobiologickych a fototerapeutickych vlastnostech PS. Kritickym faktorem je formulace PS,
ktera zajistuje, Ze Ucinek je selektivné zaméfen na cilovou nadorovou tkan. PDT je vyhodnym
zpisobem 1é¢by nejen v nddorovych, i v mnoha nenadorovych aplikacich, napi. v kosmetice, kde
se fotosenzibilizdtor kombinuje s biologickym vypliiovym materidlem (zahrnujicim kolagen,
kyselinu hyaluronovou a dalsi syntetické nebo piirodni produkty) a formulace se néasledng
Vstfikuje do oSetfovaného mista (US20110021973 Al). PDT se vyuZiva i jako zpisob oSetieni
nezadouci celulitidy (US8414880 B2) ¢i pii prevenci a lé¢eni vaskularnich nebo zanétlivych
chorob (US20090306032 Al), kde autofi popisuji pevné lipidické nanolastice ziskané

mikroemulzifikaci za tepla, obsahujici cholesteryl-propionat a/nebo cholesteryl butyrat.

Nanomedicina je rychle se rozvijejici oblasti 1ékatského vyzkumu, ktera je zaméfena zejména na
vyvoj nano¢astic (nanoparticles, NPs) pro profylaktické, diagnostické a terapeutické aplikace. V
oblasti farmacie je obecné velikost nano¢astic obvykle definovana v rozsahu 1 nm aZ 1000 nm.
Nanomedicina funguje na stejném principu jako mnoho biologickych procesti a bun&nych
mechanismi. Fotosenzibilizatory inkorporované v nano¢asticich poskytuji velice slibny pfistup v

feSeni jak problému biodostupnosti, tak cileného transportu do nadorové tkang. Metody a
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postupy pro syntézu, funkcionalizaci a pouziti NPs jsou dnes $iroce studovany a pfedstavuji nové
strategie pro molekularni cileni, individudlni terapii a minimdln¢ invazivni diagnostické

techniky.

Obecné jsou PS podavany pacientovi rdznymi cestami, napf., topicky (US20090081281 Al),
peroralné (US20100273803 A1) nebo intravendézné, pfi¢emz kazda ma své vyhody a nevyhody.
Zejména intravendézni podani je problematické, protoze mnoho PS jsou hydrofébni nebo
amfifilni latky obvykle nerozpustné ve vodé. V nékterych pfipadech jsou PS (zejména
temoporfin) podavany v alkoholickém roztoku (ethanol, propylenglykol). Pro PDT byly
testovany zejména porfyriny a chloriny. Temoporfin (Biolitec Pharma, Skotsko, Spojené
kralovstvi) byl v EU schvalen pro paliativni nadory hlavy a krku, nadory prostaty a pankreatu
(US20060040912 Al).

Povrchové stabilizované pevné lipidické nanocastice (solid lipid nanoparticles, SLNP) s
nekovalentné vazanym 1é¢ivem predstavuji novy typ formulace 1é€iv. V krevnim felisti tyto
SLNP po adhezi na apolipoproteiny napodobuji lipoproteiny s nizkou hustotou (low-density-
lipoprotein, LDL), ptepravujici lipidy do tkani. Receptory LDL jsou nadmérné exprimovany na
povrchu mnoha nddorovych bunék (Kretzer, lara F., Durvanei A. Maria, and Raul C. Maranhfo.
2012. Cellular Oncology 35 (6): 451-60; Huntosova, Veronika, Diana Buzova, Dana
Petrovajova, Peter Kasak, Zuzana Nadova, Daniel Jancura, Franck Sureau, and Pavol
Miskovsky. 2012. International Journal of Pharmaceutics 436 (1-2): 463-71), coZ vede k
cilenému dorudeni 1é¢iva do nadoru. Pro specifické doruceni PS co mozna nejbliZze k naddorové
tkani je potfebné potladit mechanizmy omezujici G¢innost PDT. Z divodu akumulace PS
vedouci k nezadouci fotosenzibilizaci celého povrchu téla pacienti je kiZe rozhodujicim
organem (Moore, Caroline M., Mark Emberton, and Stephen G. Bown. 2011. Lasers in Surgery
and Medicine. 3:768=75). SLNP jsou tedy u¢innym systémem podéavani 1éCiv zlepSujicich
biologickou dostupnost i pro latky $patné rozpustné ve vodé. Formulace na bazi SLNP poskytuji
obecné vyssi biodostupnost a vyssi terapeuticky efekt in vitro a in vivo v porovnani
s komerénimi formulacemi, zejména pro pouziti pro intravendzni lékovou aplika¢ni formu.
US5250236 popisuje pevné lipidické sférické ¢astice, které maji primér mensi neZ jeden
mikrometr. Lipidové &astice byly ziskany ptfidanim zahtatych lipid (nad bodem téni) do smési
sloZené z vody, surfaktantu a kosurfatantu.

Patentové piihlaska WO 1993005768 Al popisuje systém dopravy léCiv zaloZeny na pevnych

&asticich lipidickych materialdi nebo jejich smési, s prim&rem od 10 nm do 10 pm. Poskytuji
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deli dobu fizeného uvoliovani G¢inné latky a umoznuji inkorporaci hydrofilnich 1é¢iv do
pevného jadra Castice.

US20080090803 A1 popisuje kovalentni konjugaty mastnych alkoholti a farmaceutickych
nosi¢i pro 1é¢bu nadorovych a virovych onemocnéni a psychiatrickych poruch.

US20060127471 Al popisuje ptipravu lipozomalnich formulaci, obsahujicich hydrofobni
fotosenzibilizator (temoporfin) a jejich pouziti v terapii, zejména za pouziti intravendzni
aplikace. Fosfolipidy jsou modifikovany PEGylaci (obsahuji polyethylenoxid jako nedilnou
soucast). Vzniklé PEGylované liposomy obsahuji hydrofobni fotosenzibilizator uvnitf
membréany. Tento mechanismus dopravi fotosenzibilizator do bunééné membrany systému pfimo
do mista pisobeni.

US7354599 B2 popisuje farmaceutické liposomdlni formulace pro PDT, které obsahuji
hydrofobni fotosenzibilizator porfyrinového typu (temoporfin), monosacharid (fruktozu a
glukézu) a jeden nebo vice syntetickych fosfolipidii. Diky lyofilizaénimu procesu jsou vzniklé
formulace pfi skladovani stabilni a vhodné pro intraven6zni podéni.

US8709449 B2 popisuje formulaci zvySujici G¢innost PDT a snizujici fototoxické reakce
pokozky zapti¢inéné PDT. Lipidova emulze obsahuje séjovy olej, triglyceridy se stfedné
dlouhym fetézcem a fosfolipidy z vajec jako hydrofébni slozky. PS je vybran ze skupiny
porfyrind, ftalocyanini, metalografitovych derivatl, barviv a syntetickych fotosenzibilizatoru.
US20080311214 A1 popisuje modifikované lipidické nano/ mikro€astice, které na svém povrchu
obsahuji molekulu nebo ligand zaméfujici se na specifické vazebné misto a jejich pouZiti pro
peroralni podani 1€¢iv a antigen.

Patentova prihlaska WO 2006069985 A2 popisuje metody pfipravy nanocastic na bazi lipida
pomoci homogenizace za ucelem inkorporace slouceniny do uz pfedem piipravenych nanocastic
pomoci dudlni asymetrické odstiedivky.

Patentova piihlaska WO 2010112749A1 popisuje zpilisob pfipravy a sloZeni suspenzi pevnych
lipidickych nanocastic ve vodné fazi, obsahujicich minoxidil v lipidové matrici (mono-, di- a
triglyceridy neobsahujici kyselinu stearovou). SLNP obsahuji alespon jednu amfifilni slou¢eninu
vybranou z fosfolipidd (sojoévy lecitin, sloZzeny pfevazné¢ z fosfatidylcholint). SLNP
obsahuji zejména fosfatidylcholin, lecitin a jeden nebo vice surfaktantl (vybranych z esterl
mastnych kyselin se sorbitany) a vodnou fazi (obsahujici vodu, propylenglykol a popiipadé
ethanol). Autofi se zamé&fuji na kosmetické a farmaceutické vyuZiti.

Patentova pfihlaska WO 2011116963 A2 popisuje systém dopravy lé¢iv pomoci SLNP, které
jako lipidické nosi¢e obsahuji alesponi jednu u€innou latku a jsou potaZeny polymery. Utinna

latka je vybréna ze skupiny kosmetickych, farmaceutickych a/ nebo alimentarnich u€innych latek
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a/nebo pomocnych latek. Polymery (ptipravené jednoduchou nebo komplexni koacervaci) jsou
vybrany ze skupiny proteind, polysacharidi, polyesterti, polyakrylatd, polykyanoakrylat a/nebo
jejich smési.

US5785976 A popisuje piipravu koloidnich suspenzi pevnych lipidickych ¢&astic
anizometrickych tvard s lipidovou matrici, kterd je ve stabilni polymorfni modifikaci. Déle
obsahuji suspenzi mikro- a submikronovych ¢astic bioaktivnich latek. Tyto suspenze byly
pfipraveny pfedevs§im pro parenteralni podani, které je velmi vyhodné pro bioaktivni latky $patné
rozpustné ve vode, zejména léCiva, a jejich pouziti v kosmetickém, potravinaiském a
zeme&d€lském primyslu.

US4880634 A popisuje lipidické nano-pelety obsahujici farmakologicky u¢inné latky, jejichz
velikost je v rozmezi od 50 do 1000 nm, a mohou byt pouZzity jako pomocné latky v systému
dopravy léCiv pro peroralni podani.

Pro vybér vhodného typu nanoéastic jako transportniho média umoziiujiciho cilenou aplikaci
pfislusné aktivni farmaceutické ingredience je nutné zvazit i vSechny nevyhody a omezeni
pfislusného systému. V piipad€ liposomi pouziti vysokoenergetického ultrazvuku pii ptipravé
Casto zpusobuje oxidaci a degradaci fosfolipidi (T. P. Chelvi and R. Ralhan, Infernational
Journal of Hyperthermia, vol. 11, no. 5, pp. 685-695, 1995; S. Batzri and E. D. Korn,
Biochimica et Biophysica Acta-Biomembranes, vol. 298, no. 4, pp. 1015-1019, 1973; J. J.
Escobar-Chavez, Skin, vol. 19, p. 22, 2012; M. R. Mozafari, Cellular and Molecular Biology
Letters, vol. 10, no. 4, pp. 711-719, 2005). U micel a liposoml je déle napft. riziko rozpadu
transportniho systému ihned po podani kvili nedostatecné stabilit¢ (M. Malmsten, Soft Matter,
vol. 2, no. 9, pp. 760-769, 2006). Pro systémy vyuzivajici enkapsulaci do cyklodextrini byla
prokazana drazdivost a tim obavy o bezpefnost a omezeni jejich pouziti pro parenterdlni
podavani (R. A. Rajewski and V. J. Stella, Journal of Pharmaceutical Sciences, vol. 85, no. 11,
pp. 1142-1169, 1996; A. F. Soares, R. D. A. Carvalho, and F. Veiga, Nanomedicine, vol. 2, no.
2, pp. 183-202, 2007). U tekutych krystald jsou kvili jejich vysoké viskozité¢ problémy s
ptipravou a podanim a dale vykazuji toxicitu kvili vysokému obsahu surfaktantti (M. Malmsten,
Soft Matter, vol. 2, no. 9, pp. 760-769, 2006; P. S. Prestes, M. Chorilli, L. A. Chiavacci, M. V.
Scarpa, and G. R. Leonardi, Journal of Dispersion Science and Technology, vol. 31, no. 1, pp.
117-123, 2009; M. Riickert and G. Otting, Journal of the American Chemical Society, vol. 122,
no. 32, pp. 7793-7797, 2000). Pro ruzné typy nanoCastic mohou byt st€Zejni i jiné
charakteristiky, napt. zptisob podani 1é¢iva, koloidni stabilita a interakce s krevnimi bilkovinami,
biodegradabilita nosice, nizkd inkorporace a adsorpce lé¢ivé latky, sloZity vyvoj metodik pro

kontrolu kvality transportniho systému, problémy se stabilitou po dobu skladovéni,
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toxikologické testy n€kterych typii nano¢astic nejsou zcela ukondeny a &asto je potfeba zvyseni
efektivity vyroby (W. Mehnert and K. Méder, Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 47, no. 2-
3, pp. 165-196, 2001; E. B. Souto, P. Severino, M. H. A. Santana, and S. C. Pinho, Quimica
Nova, vol. 34, no. 10, pp. 1762-1769, 2011).

Podstata vynalezu

Predkladany vyndlez poskytuje plné biologicky odbouratelnou formulaci fotoaktivovatelnych
nanodastic pro fotodynamické aplikace s minimalnimi vedlej$imi G¢inky. Je zaloZen na pevnych
lipidickych nano¢asticich (SLNP) fotosenzibilizatoru a mastnych alkohold, pficemz povrch
téchto pevnych lipidickych nanogdstic je stabilizovan netoxickym povrchové aktivnim
polymerem, napiiklad  kopolymerem  polyethylenoxid monomethyléter-block-poly(e-
kaprolaktonem), ktery zabratiuje zachycovani SNLP do retikuloendotelialniho systému. Mastné
alkoholy jsou potom pfi metabolizaci plng odbouratelné B-oxidaci, zatimco povrchové aktivni
kopolymer je také sém o sobé& biologicky odbouratelny na kyselinu 6-hydroxyhexanovou a
polyethylenoxid a na zdklad¢ relativng nizké molekulové hmotnosti jsou oba typy fragmentt
odstranitelné ledvinami. SLNP jsou pfi skladovaci teplotd 4 °C pevné, stabilni a nepodléhaji
agregaci. Teplota tani jadra je 39 °C, coz umoXiuje uvoliiovani fotosenzibilizatoru v nadoru

kontrolovanym zptisobem v diisledku intenzivniho hypertermického metabolismu.

Predmétem ptedklddaného vynalezu je fotoaktivovatelnd nanogastice pro fotodynamické
aplikace, obsahujici jadro a obal, jejiz jadro obsahuje 1 az 50 hmotn. % fotosenzibilizatoru,
vztazeno na celkovou suSinu nanocastice, s vyhodou 1 aZ 4 hmotn. % fotosenzibilizatoru,
vztaZeno na celkovou suSinu nanocastice, a ddle 1 az 80 hmotn. % (Cg aZ C,,) mastnych
alkoholil, vztazeno na celkovou susinu nano¢astice, s vyhodou 12 az 72 hmotn. % (Cs az Cp)
mastnych alkohold, vztaZeno na celkovou susinu nanodéstice; a obal obsahuje 1 az 80 hmotn. %
polymerniho  surfaktantu, svyhodou polyethylenoxid  monomethyléter-block-poly(e-
kaprolaktonu), vztaZeno na celkovou sufinu nanocstice, s vyhodou obal obsahuje 14 az 72
hmotn. % polymerniho surfaktantu, vztazeno na celkovou susinu nano&astice; piicemz velikost
nano¢astice je v rozmezi od 1 do 1000 nm, s vyhodou v rozmezi od 11 do 760 nm, nejvyhodn&ji
vrozmezi od 11 do 30 nm, a pfi¢emZ jadro nanoéastice je pfi 4 °C pevné a pii 39 °C kapalné,
stanoveno diferen¢ni skenovaci kalorimetrii s proplachovanim plynnym dusikem o objemu 50
em’/min za pouziti india jako standardu v teplotnich cyklech: ohfev - chlazeni - ohfev, pfi

5°C/min, a odefet teplot tani byl proveden z prvni kiivky ohfevu diferendni skenovaci
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kalorimetrie, kdy vysledkem byl bimodalni termogram se dvéma endotermami, jednou pro

eutektickou smés fotosenzibilizatoru a mastného alkoholu a druhou pro mastny alkohol.

Zatlenéni temoporfinu do lipidové matrice ma vede k teploté tani kolem 26 °C, kdy taje
eutektickd smés fotosenzibilizatoru a (Cg az Cp) mastného alkoholu, a mezi 35 a 39 °C,
s vyhodou mezi 37 a 39 °C, nejvyhodngji kolem 39 °C, kdy taje samotny PS. Znamena to, Ze v
lipidovém jadfe existuji dvé faze, obsahujici fotosenzibilizator a (Cg aZ Cy,) mastny alkohol.
Toto sloZeni umoziiuje stabilitu pevnych lipidickych nanocastic pti skladovéani pii teplots 4 °C a

zéroveil teplotu tani jadra pti 39 °C.

Ve vyhodném provedeni je fotosenzibilizitor vybrany z derivati chlorinu a/nebo porfyrinu
a/nebo antrachinonu, vyhodnéji je fotosenzibilizator vybrany ze skupiny zahrnujici temoporfin,

verteporfin, lutecium texafyrin, hypericin a porficen.

V jednom provedeni vynalezu obsahuje jadro fotoaktivovatelné nano&astice jeden typ (Cg az Cy))

mastného alkoholu, s vyhodou je mastnym alkoholem (C4) mastny alkohol.

V jiném provedeni vynalezu obsahuje jadro fotoaktivovatelné nano&astice kombinaci (Cs az Cy)

mastnych alkohold.

V jednom provedeni vynalezu je polymernim surfaktantem polyethylenoxid monomethyléter-
block-poly(e-kaprolakton), s vyhodou o polymerizanim stupni polyethylenoxidového bloku 10
az 100 a o polymerizanim stupni poly(s-kaprolaktonového) bloku 3 aZ 60, vyhodnéji je
polymeriza¢ni stupefi polyethylenoxidového bloku 20 aZ 50 a poly(e-kaprolaktonového) bloku 3
az 20, nejvyhodngji je polymerizatni stupent polyethylenoxidového bloku 45 a poly(e-

kaprolaktonového) bloku 7.

Pfedmétem predkladaného vyndlezu je rovnéz zplisob pfipravy fotoaktivovatelné nano&astice
podle pfedkladaného vynalezu, kdy:

- fotosenzibilizator se rozpusti v rozpoust&dle, s vyhodou v dichlormethanu, a ptida se k (Cs aZ
Cy) mastnému alkoholu zah#4tému na 45 °C za vzniku prvni faze;

- polymemi surfaktant se rozpusti v organickém rozpoustédle, s vyhodou v dichlormethanu,
ptida se voda a smés se zahieje na 45 °C za vzniku druhé faze;

- obé zahtaté faze se smichaji a homogenizuji, s vyhodou po dobu 2 min pii 8000 otatkach/min;
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- vysledna emulze se podrobi plsobeni ultrazvuku;

- vyslednd emulze se ochladi na laboratorni teplotu.

Pisobeni ultrazvuku lze provadét napiiklad pii laboratorni teploté a amplitudé ultrazvuku mezi
50 % a 75 %, s vyhodou pfi amplitudé ultrazvuku 50 % po dobu 35 min a potom p#i amplitudé

ultrazvuku 70 % po dobu 5 min.

Pfedmétem predkladaného vyndlezu je rovnéZ farmaceutickd kompozice, ktera obsahuje
fotoaktivovatelnou nano¢astici podle predkladaného vyndlezu, a dale obsahuje farmaceuticky
piijatelné prisady, vybrané ze skupiny zahrnujici antiadheziva, pojiva, potahovaci latky, barviva,

bobtnadla, ochucovadla, maziva, konzervanty, sladidla, sorbenty.

Pfedmétem predklddaného vyndlezu je rovnéz fotoaktivovatelnd nano&dstice podle
pfedkladan¢ho vyndlezu a/nebo farmaceutickd kompozice podle predkladaného vynélezu pro

pouziti jako 1é¢ivo.

Pfedmétem piedkladaného vyndlezu je rovnéz fotoaktivovatelnd nano&astice podle
pfedkladaného vynalezu a/nebo farmaceutickd kompozice podle predkladaného vyndlezu pro
pouziti jako lé¢ivo pro intravendzni aplikaci. Intravenézni aplikaci se rozumi vpraveni tekuté

formy Ié¢iva pfimo do Zily nebo tepny pacienta.

Pfedmétem piedkladan¢ho vynalezu je rovnéZ fotoaktivovatelnd nanolastice podle
piedkladan¢ho vyndlezu a/nebo farmaceuticka kompozice podle predkladaného vynalezu pro

pouziti pfi fotodynamické terapii a/nebo fotodynamické diagnostice.

Predkladany vynalez systému pevnych lipidickych nanogastic poskytuje feseni k prekonani
vSech vySe zminénych omezeni ze stavu techniky, jako je napf. jednoducha piiprava, stabilita po
dobu skladovani, jadro nano&stice je pfi skladovaci teploté (4 °C) pevné, stabilni a nepodléha
agregaci pfi fyziologickém pH (pH ~ 7,4), pfiem? teplota tani jadra 39 °C umoziiuje uvolfiovéani
fotosenzibilizatoru v nadoru kontrolovanym zpiisobem v disledku intenzivniho hypertermického
metabolismu. Nanosystém o jedine¢ném sloZeni je pln¢ biodegradovatelny a poskytuje zvy3eni
biodostupnosti a terapeutického efektu in vitro a in vivo (porovnani s komeréni formulaci).

Pouziti nanoformulace je jak pro perordlni, tak intravenézni lékovou aplikaéni formu.



Struény popis obrazka

Obrazek 1: "H-NMR spektrum kopolymeru polyethylenoxid-block-poly(e-kaprolakton), (PEO-b-
PCL). Intenzity protonovych signalti oznacenych: a (8 = 3,63 ppm, odpovida PEO bloku) a ¢ (&
= 1,64 ppm, odpovida bloku PCL) v 'H-NMR spekiru.

Obrazek 2: Termogramy DSC analyzy vzorkd bez obsahu temoporfinu (oznadeny jako SLNP
s ptisluSnym PEOxPCLy), s inkorporovanym temoporfinem (pfipraveny dle Piiklad 1,2 a 3) a
Cisty temoporfin (10 az 20 mg).

Obrazek 3: Transmisni elektronové mikrografy vzorki pevnych lipidickych nanogastic s
inkorporovanym temoporfinem, pfipravenych dle Piiklad@ 1,2 a 3.

Obrazek 4: Casovy profil in vitro uvolfiovani temoporfinu (%) z pevnych lipidickych nanodastic
piipravenych dle Ptikladt 1, 2 a 3, pii pH 7,4. Data jsou vyjadiena jako primér + SD (n = 3).
Obrazek 5: Vliv ,,one-shot* PDT na rust lidského karcinomu prsu linie MDA-MB-231. Skuping
Nw/Nu mysi (n=5) byly intravenézné aplikovany formulace pevnych lipidickych nanocastic
s inkorporovanym temoporfinem pfipravenych dle Ptikladd 1, 2, 3 (davka temoporfinu 0,8
mg/kg mys, i.v.), které jsou ve srovnani s nelétenou skupinou my3i (v grafech jako kontrolni
skupina) a v porovnani s komerén{ formulaci (Originator, 4 mg temoporfinu, 376 mg ethanolu a
560 mg propylenglykolu). Ti hodiny po podani byly nadorové oblasti ozateny (100 J/em?) a
nasledné byly v pravidelnych intervalech méteny velikosti nadoru.

Obréazek 6: Kfivka inhibice ristu nadoru — TGI % (tumor growth inhibition) jako funkce ¢asu po
intravenozni  aplikaci (i.v.) testovanych formulaci pevnych lipidickych nanocastic
s inkorporovanym temoporfinem pfipravenych dle Pfikladi 1, 2, 3 (davka temoporfinu 0,8
mg/kg my$) v porovnani s komeréni formulaci (Originétor, 4 mg temoporfinu, 376 mg ethanolu
a 560 mg propylenglykolu). Graf znazorfiuje inhibici ristu lidského karcinomu prsu linie MDA-
MB-231 ve skupin€é Nu/Nu mysi (n=5).

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Syntéza kopolymeru polyethylenoxid-block-poly(e -kaprolaktonu) (PEO-5-PCL) je zaloZena na
polymerizaci s oteviranim kruhu e-kaprolaktonu bez pfitomnosti katalyzatoru, iniciovana pomoci
polyethylenoxid monomethyleteru (MPEO). Do 50 ml odmémé baiiky s magnetickym
michadlem byly vloZeny 3 g (1,49 mmol) MPEO. Systém byl odplynén v 5 cyklech vakuum -

argon. V atmosfére argonu bylo pfidano 3,4 g (30 mmol) e-kaprolaktonu. Nasledné byl systém
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ochlazen suchym ledem/ethanol, evakuovan a zahtat na 185 °C. Polymerizace s oteviranim
kruhu trvala 33 hodin. Po polymeraci byl systém naplnén argonem a vychlazen na laboratorni
teplotu. Pevné latky v batice byly rozpu$tény v 10 ml dichlormethanu a vysraZeny do 350 ml
diethyletheru. Po vysuSeni byl polymer suspendovan ve vod& a dialyzovan proti vode v
dialyzaéni membrané¢ MWCO 2 kDa. Priklad 'H-NMR spektra kopolymeru PEO-5-PCL je
zobrazen na Obrazku 1. Pomér monomernich jednotek jednotlivych produktd byl vypoéten za
pouziti intenzit protonovych signalil oznagenych a (8 = 3,63 ppm, odpovidd PEO bloku) a ¢ (§ =
1,64 ppm, odpovida bloku PCL) v 'H-NMR spektru podle rovnice (1):

DP(PCL) = DP(PEO) *2 (1)

kde DP(PCL) je stupeni polymerizace poly(e-kaprolaktonového) bloku, DP(PEO) je stupeii
polymerizace polyethylenoxidového bloku a ¢ a a jsou integralni intenzity signalti ptislusnych
protontl (viz Obrazek 1).

Délka bloku PEO makroinicidtoru vkopolymeru se stupném polymerace byla DP = 45
monomernich jednotek. Délka bloku PCL se stupném polymerace DP = 7 monomernich

Jednotek. Vysledny kopolymer (polymerni surfaktant) ma primérny vzorec: PEQ4sPCL..

Pevné lipidické nanoCéstice s inkorporovanym fotosenzibiliztorem temoporfinem byly
pfipraveny pomoci vysokovykonné homogenizatni a ultrazvukové metody. Lipidicka faze
sloZzena z 1-tetradekanolu (10 mg/ml) byla vloZena do sklenéné lahvigky a zahfata na 45 °C.
Temoporfin (10 mg/ml) byl rozpustén v 1 ml dichlormetanu a p¥idan k lipidové fazi pro ziskani
smesi lipid-1é¢ivo po odpateni dichlormetanu. Vodna faze byla ziskéna rozpusténim kopolymeru
PEO4sPCL7 (50 mg/ml) v 1 ml dichlormetanu, naslednym piidanim 5 ml H,O a zahfatim na 45
°C. Horka lipidova féze byla pfidana k horké vodné fazi a nasledné byla sm&s homogenizovana
po dobu 2 min pti 8000 otdlkdch/min. Vysledna emulze byla ultrazvukovand za pouziti
standardniho ultrazvukového hrotu (T25 digital Ultra-Turrax, IKA, Schoeller instruments, s.r.o.,
Czech Republic). Amplituda ultrazvuku byla nastavena na 50 % po dobu 35 min a na 70 % po
dobu 5 min. Vznikla emulze byla okam?Zit& ochlazena na laboratorni teplotu.

Pro méfeni velikosti ¢astic (hydrodynamicky polomér, Ry), indexu polydisperzity (PDI) a zeta
potencidlu  (ZP) testovanych pevnych lipidickych nanoformulaci s inkorporovanym
temoporfinem byl pouzit Zetasizer (Zen 3600, Malvern Instruments Ltd.) pomoci dynamického
rozptylu svétla (DLS). Pro dosaZeni vhodné koncentrace pfed samotnym mé&fenim byly vzorky

ziedény redestilovanou vodou (pH~5 vysledného roztoku). Veskera méfeni probihala pii teplots
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25 °C. K reprezentaci dat distribuce velikosti NPs byla pouzita intenzitné vazena distribuce.

Vysledky jsou uvedeny v Tabulce 1.

Pro analyzu pomoci diferencni skenovaci kalorimetrie (DSC) byl pouzit kalorimetr (Q2000,
V24.11 Build 124, TA Instruments) s proplachovanim plynnym dusikem (50 cm®/min.). Pfistroj
byl kalibrovan pro méfeni teploty a tepelného toku za pouziti india jako standardu. Analyzované
byly vzorky jednak bez obsahu temoporfinu (oznaceny jako SLNP s ptislusnym PEOxPCLy),
tak s inkorporovanym temoporfinem (pfipraveny dle Prikladu 1, 2, 3) a samotny temoporfin
(pevna latka, 10 az 20 mg), (viz Obrazek 2). Nanoformulace byly umistény do T-zero
hermetickych hlinikovych panviéek a analyza probihala v teplotnich cyklech: ohfev - chlazeni -
ohfev, od 10 °C do 50 °C, pii 5 °C/min. Teploty tani téchto vzorkii byly odesteny z 1. DSC-
kiivky ohfevu. Zaclenéni temoporfinu do lipidové matrice m4 za vysledek bimodalni termogram
se dvéma endotermami: kolem 26 °C (eutektickd smés temoporfinu a 1-tetradekanolu) a kolem
39 °C (l-tetradekanol). To znamena, Ze v lipidovém jadre existuji dvé faze, obsahujici
temoporfin a 1-tetradekanol. Toto sloZeni umoziiuje stabilitu pevnych lipidickych nanoéastic pti

skladovani pfi teploté 4 °C a zarovet teplotu tani jadra pfi 39 °C.

Testované nanoformulace byly ve sklenénych lahvickach skladovany v chladniéce pii teploté 4 -
8 °C, po dobu 1 mésice. V den 1, 14 a 30 byla pomoci DLS méfena velikost &astic (Ry, nm), PDI
a ZP (mV) a to pfi pH ~ 5 a 7,4. Na zdklad¢ statistické analyzy rozptylu jednoduchého t¥ideéni
(one-way ANOVA) nebyl béhem skladovéani (den 1, 14, 30) zjistén Z4dny vyznamny rozdil.
Hodnota a=0,05 byla pouzita jako prahova hodnota statistické vyznamnosti.

Obsah temoporfinu v lipidové matrici byl stanoven pomoci UV-VIS spektrometrie (Evolution
220, Thermo Scientific™) nasledovné: Vzorky nanoformulaci (Ipl) byly rozpudtdny
v methanolu (0,999 ml) a analyzovany pii 652 nm. Koncentrace temoporfinu byla vypoétena
pouzitim Lambert-Beerova zakona, Amx = 652 nm, gs2 = 22 400 M'lcm'1(2). Utinnost
enkapsulace temoporfinu (EE %) a obsah temoporfinu v systému nanoéastic (DL %) byly
vypocteny podle rovnic (3) a (4) a vysledky jsou zobrazeny v Tabulce 2,

A=¢.c.l 2)

EE (%) = W‘f”—“”’ix 100% (3)

total

DL (%) = Wiétivo v SLNP x100% (4)

Wietivo v SLNP + Wiipid+ Wsurfaktant
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(1) A =absorbance; &, =molarni absorp¢ni koeficient p¥i vinové délce A (652 nm); ¢ =molarni
koncentrace absorpéni slozky v mol/L; 1 =délka absorpeni vrstvy. (2) EE (%) =a&innost
enkapsulace; Wigivo v sLnp =hmotnost temoporfinu v pevnych lipidickych nanogasticich; wiga =
celkovd hmotnost temoporfinu pouZita pti pfipravé testovanych nanoformulaci; (3) DL (%) =
obsah temoporfinu v nano¢asticovém systému (drug loading); wipig =hmotnost 1-tetradekanolu;

Wsurfaktant :hmotno St PEO45PCL7.

Testované vzorky byly analyzovany a vizualizovany pomoci transmisniho elektronového
mikroskopu (TEM) (Tecnai G2 Spirit Twin 12, FEI). Vzorek (2 pl) byl nakapan na dirkovanou,
uhlikem potaZenou miizku a prebytek roztoku byl odsat dotykem tzkého pruhu filtradniho
papiru (1 min). Nano¢éstice byly pfi laboratorni teploté ponechany zcela oschnout a nasledné
byly pozorovany pomoci TEM mikroskopu (zobrazeni ve své&tlém poli, urychlovaci napéti 120
kV). Céstice jsou zobrazeny jako erné skvry na Sedém pozadi (pozitivni kontrast), maji
kulovity tvar a velikost korelujici s hydrodynamickym polomé&rem, méfenym pomoci DLS, jak je

znazornéno na Obrazku 3.

Pro studium in vifro uvoltiovani temoporfinu z testovanych formulaci byla pouzita metoda
dialyzy pfes dialyzatni membranu (viz Obrazek 4). Dialyzaéni membréna (3,5 kDa) byla na 20
min ponofena do destilované vody. Alikvotni objem formulace (2 ml) byl nejprve zfedén 2 ml 2
x koncentrovangjSitho PBS. Tato smé&s byla pfemistnéna do dialyzaénich membran a nasledng
vloZena do predehtatého (37 °C) roztoku PBS o pH ~ 7,4 (200 ml) a ponechdna michat na
magnetické michacce (200 otaCek za minutu). Alikvotni podily (0,1 ml) vzorkd byly v &asovych
intervalech 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 24 a 72 hodin odebrané z vnitiniho prostoru dialyzaéni membréany a
analyzovany pomoci UV-VIS spektrometrie (po vhodném ziedéni methanolem). Nasledné byl
vypocten procentualni obsah uvolnéného temoporfinu a to na zakladé rozdilu jeho koncentrace
pouZité¢ pro piipravu roztoku SLNP (10 mg/ml) a stanové koncentrace pomoci UV-VIS

spektrometrie v odebraném roztoku vzorku z vnittku dialyzaéni membrany.

Bunky nadorové linie 4T1 (karcinom mlééné zldzy mysi) a MDA-MB-231 (lidsky
adenokarcinom prsu) byly udrzovany v exponencialni fazi rstu za sterilnich podminek v mediu
RPMI 1640 obohaceném o 10% bovinniho fetdlniho séra (FCS), penicilinu (100 jednotek/ml),
streptomycinu (0,1 mg/ml) a L-glutaminu (2 mmol). Inkubovany byly pii 37 °C v atmosféie z
95% vzduchu a 5% CO,. Buné¢né linie byly pasazovany kazdy druhy nebo tfeti den.
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Pro analyzu in vitro cytotoxicity testovanych formulaci byly burky 4T1 (2 x 10°) nasazeny na
Petriho misky (35 mm) a inkubovany ptes noc pti 37°C. K burikdm pak byly pfidany testované
formulace tak, aby finalni koncentrace temoporfinu byly v rozmezi 0,25 - 2 uM a nésledné byly
dale 16 hodin inkubovany. Koncentrace temoporfinu v SLNP byla zvolena tak, aby sama o sobé&
nezplisobila vice neZ 10% mortalitu bunék. Testovaci misky s butikami byly proplachnuty
médiem bez fenolové &ervené (FC) a po pridani kultivaéniho media bez FC byly 30 min
ozafovany pomoci halogenové lampy (75 W) vybavené filtrem pro vlnové délky 620 az 680 nm
(Andover, Salem, NH). Maximum excitace temoporfinu odpovidd Aex = 652 nm. Intenzita
ozafovani bunék byla 3,7 mW/em? s celkovou dévkou ozateni 6,6 J/cm?. V Biirkerové komirce
byl 24 hodin po ozafeni stanoven pomoci vstiebavani trypanové modii pomér Zivych a mrtvych
bunék (%, buiiky/ml) a tim byly ziskdny k¥ivky davka — U¢inek, zkterych byly Ciseln€
vyhodnoceny hodnoty IC 50. Hodnota IC 50 pfedstavuje koncentraci temoporfinu, kterd je
potiebnd k usmrceni 50 % bunék a byla vypoétena pro kazdou kfivku (Tabulka 3). V kontrolnich
experimentech byl hodnocen jejich toxicky efekt bez ozafeni (tzv. ,,dark toxicity”, toxicita bez
fotodynamického efektu) a taktéz toxicita formulaci SLNP bez obsahu temoporfinu
("prazdnych", tj. 1-tetradekanol a PEOxPCLy) pfi stejnych koncentranich podminkach. Byla
zjidténa velmi nizka toxicita bez ozateni stejné jako u SPLP bez temoporfinu (pod 10 % v celém

koncentra¢nim rozsahu).

Subcelularni lokalizace fotosenzibilizatoru temoporfinu byla zkoumdana pomoci fluorescencni
mikroskopie v porovnani s formulaci originatora (komeréni, 4 mg temoporfinu, 376 mg ethanolu
a 560 mg propylenglykolu). Nadorové builky 4T1 nasazené na kryci sklicka, umistnéné v
Petriho miskach (pramér 35 mm) byly inkubovany s formulacemi temoporfinu o konecné
koncentraci 2 pM (1 h nebo 4 h inkubace) nebo 1 pM (16 hod inkubace) v kultivaénim médiu pfi
37 °C. Po inkubaci byly misky s buiikami promyty tfikrat PBS, zality bezbarvym médiem bez
FC a zkoumany pod mikroskopem (DM IRB, Leica) vybavenym fotoaparatem (DFC 480) pfi
pouziti objektivu s 63x olejovou imerzi a filtraéni kostkou (N2.1, Leica), excitace: BP 515-560
nm, emise: LP 590 nm). Fluorescence formulaci fotosenzibilizatoru temoporfinu v nddorovych
4T1 buiikdch byla méfena 1, 4 a 16 hodin po pfidani formulace do kultivatniho media.
Testovana nanoformulace, v porovnani s formulaci originatora, vykazovala vyznamné rychlejsi
kinetiku naristu fluorescence (po 4 h).

Pro sledovani subcelularni kolokalizace byly buiiky inkubovany s testovanou nanoformulaci
temoporfinu a k buiikdm byl postupné pfidan na 30 min 100 nM MitoTracker Green (pro znaceni

mitochondrif) nebo 250 nM ER-Tracker Blue pro znaleni endoplazmatického retikula (ER). Pro
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oznaceni lysozoma byl do kultiva¢niho média (1 h) pfiddn 500 nM LysoTracker Green. Filtraéni
kostka typu A (Leica, excitace: BP 340-380 nm a emise: LP 400 nm) byla pouZita pro analyzu
ER Tracker Blue; filtra¢ni kostka I3 (Leica, excitace: BP 450-490 a emise: LP 515) byla pouzita
pro MitoTracker Green a LysoTracker Green. Testovand nanormulace byla lokalizovana
predevsim v ER.

Terapeuticka ucinnost pro cileny transport lé¢iva s PDT aplikaci byla testovana na nadorovém
modelu Nu/Nu mysi in vivo a byla srovnand s originalni formulaci (komeéni, oznacena jako
origindtor). Buiky lidského karcinomu prsu linie MDA-MB-231 (1x10" bungk) byly
suspendovany v 0,1 ml PBS a 0,1 ml Matrigelu a nasledné¢ subkutanné (s.c.) injikovany do
zadnich bokd my3i. KdyZ hmotnost tumoru dosghla objemu 200 az 300 mm’® (7 aZ 10 dndi po
transplantaci), testovana formulace byla v objemu 0,1 ml na 20 g mysi intravenozné (i.v.)
injikovana do ocasni zily v davce temoporfinu 0,8 mg/kg mysi. Po tfech hodinach byla plocha
nadoru (2 cm?®) ozafend pomoci xenonové lampy, (500-700 nm, Aex 652 nm), o celkové
maximalni dévce svétla 100 J/em” a intenzité ozateni 200 mW/em?. Kontrolni skupina mysi byla
za stejnych podminek ozarend, ale bez plisobeni 1é€iva (viz Obrazek 5). Kazd4 experimentalni
skupina se skladala z 5 my$i. Ctyficet dva dnfi po podani testovanych nanoformulaci byly mysi
usmreeny predavkovanim ketaminem a nadory byly histologicky vyhodnocene. Vechny aspekty
zvifecich experimentll a chovu byly provadény v souladu s narodnimi a evropskymi predpisy a
byly schvaleny ustavnim vyborem (Bfiiza, Tomas, Jarmila Kralova, Petr Cigler, Zden€¢k Kejik,
Pavla Pouc¢kova, Petr VasSek, Irena Moserova, Pavel Martasek, and Vladimir Kral. 2012.
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 22 (1): 82-84; Kralova, Jarmila, Tomés Briza, Irena
Moserova, Bohumil Dolensky, Petr Vasek, Pavla Pouckova, Zdenek Kejik, et al. 2008. Journal
of Medicinal Chemistry 51 (19): 5964-73). Ziskana data pro kazdou testovanou skupinu jsou
vyjadfena jako aritmeticky primér (n=5), chyba méfeni byla vypocltena jako smérodatna
odchylka (+ SD) a zobrazena jako funkce ¢asu. ZmenSeni objemu nadoru bylo ve srovnani s
neo$etienou kontrolnou skupinou statisticky vyznamné na hladin¢ vyznamnosti 0=0.01 (Tabulka
4).

Inhibice ristu nadoru (tumor growth inhibition, % TGI) jako méfitko ucinnosti terapie byla
srovnana s komeréni formulaci (4 mg temoporfinu, 376 mg ethanolu a 560 mg
propylenglykolu), (viz Obrazek 6). Vypoctena byla podle rovnice (5), kde V je stfedni objem
nadoru konkrétni testované skupiny v daném ¢&asovém bod€, V, je stfedni objem nadoru

konkrétni testované skupiny na za¢atku experimentu, Vi je stfedni objem nadoru kontrolni
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skupiny (s aplikaci fyziologického roztoku) v daném &asovém bod€ a Vi, je stiedni objem

nadoru kontrolni skupiny na za¢atku experimentu:

TGI (%) = 100 — [% x100] (5)
(1]

Ptiklad 2

Formulace byla analogicka Pfikladu 1, obména spocivala v jiném sloZeni (stupen polymerace
poly(e-kaprolaktonového) bloku) pouzitého kopolymeru (PEO4sPCL;7). Vysledky z DLS
analyzy (Ry, PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky z DSC jsou uvedeny na Obrazku 2.
Vysledky pro u¢innost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%) v SLNP jsou
uvedeny v Tabulce 2. Transmisni elektronové mikrografy testovanych vzorkl jsou zobrazeny na
Obrazku 3. Casovy profil in vitro uvoliiovani temoporfinu (%) z nanoformulaci je zobrazen na
Obrazku 4. Analyza in vitro cytotoxicity probihala dle Pfikladu 1, obména spoc¢ivala v pouzZiti
findlnich koncentraci temoporfinu inkorporovanyho v testovanych SLNP, které byly v rozmezi 1
- 20 uM. Vysledky z mortality bungk (%), IC 50 (uM) jsou uvedeny v Tabulce 3. Postup
subcelularni lokalizace fotosenzibilizatoru temoporfinu pomoci fluorescenéni mikroskopie
probéhl dle Pfikladu 1. Postup stanoveni subcelularni kolokalizace nanoformulaci pomoci
fluorescen¢ni mikroskopie probéhl dle Ptikladu 1, obména spocivala v jeji lokalizaci - ptedevsim
v lysozomech. VysledKy terapeutické ¢innosti pro cileny transport temoporfinu s PDT aplikaci
in vivo jsou zobrazeny na Obrazku 5 a jejich statistické vyhodnoceni je uvedeno v Tabulce 4.

Graf znazorfiyjici inhibici ristu nadoru je zobrazen na Obrazku 6.

Ptiklad 3

Formulace dle Piikladu 1, obména spocivala v jiném sloZeni (stupeni polymerace poly(e-
kaprolaktonového) bloku) pouZitého kopolymeru (PEO4sPCL34). Vysledky z DLS analyzy (Rpy,
PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky z DSC jsou uvedeny na Obrazku 2. Vysledky pro
Gcinnost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce
2. Transmisni elektronové mikrografy testovanych vzorki jsou zobrazeny na Obrazku 3. Casovy
profil in vitro uvoliiovani temoporfinu (%) z nanoformulaci je zobrazen na Obrazku 4. Analyza
in vitro cytotoxicity dle Piikladu 1, obmé&na spocivala v pouZiti findlnich koncentraci
temoporfinu inkorporovanyho v testovanych SLNP, které byly v rozmezi 1 - 20 uM. Vysledky z
mortality bungk (%), IC 50 (uM) jsou uvedeny v Tabulce 3. Postup subceluldrni lokalizace
fotosenzibilizatoru temoporfinu pomoci fluorescenéni mikroskopie dle Piikladu 1. Vysledky

terapeutické t¢innosti pro cileny transport temoporfinu s PDT aplikaci in vivo jsou zobrazeny na
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Obrazku 5, obména spocivala ve statistické analyze dat, kde zmenSeni objemu nadoru bylo ve
srovnani s neoSetfenou kontrolnou skupinou statisticky nevyznamné na hladingé vyznamnosti
0=0.01, jak je uvedeno v Tabulce 4. Graf znazorfiujici inhibici ristu nddoru je zobrazen na

Obrazku 6.

Ptiklad 4

Formulace dle Ptikladu 1, obména spocivala v hmotnostim sloZeni lipidické faze, kde navazka 1-
tetradekanolu byla 50 mg/ml a ve hmotnostim sloZeni vodné faze, kde navazka PEQ4sPCL, byla
10 mg/ml. Vysledky z DLS analyzy (Ry, PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky pro u¢innost

enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce 2.

Ptiklad 5

Formulace dle Pikladu 1, obména spo¢ivala v hmotnostim sloZeni lipidické faze, kde navazka 1-
tetradekanolu byla 50 mg/ml a ve hmotnostim sloZeni vodné faze, kde navazka PEO4sPCL1; byla
10 mg/ml. Obména dile spolivala dile vjiném sloZeni (stupeii polymerace poly(e-
kaprolaktonového) bloku) pouZitého kopolymeru (PEO4sPCLy5). Vysledky z DLS analyzy (R,
PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky pro G&innost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah
temoporfinu (%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce 2.

Piiklad 6

Formulace dle Piikladu 1, obména spocivala v hmotnostim sloZeni lipidické faze, kde navazka 1-
tetradekanolu byla 50 mg/ml a ve hmotnostim sloZeni vodné faze, kde navazka PEO,sPCLs4 byla
10 mg/ml. Obména déle spo¢ivala v jiném sloZeni (stupeti polymerace poly(e-kaprolaktonového)
bloku) pouzitého kopolymeru (PEO4sPCL34). Vysledky z DLS analyzy (Ry, PDI, ZP) uvedeny
v Tabulce 1. Vysledky pro G¢innost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%)

v SLNP jsou uvedeny v Tabulce 2.

Priklad 7

Formulace dle Pfikladu 1, obména spocivala v navéZce temoporfinu pouZité pii piipravé
testovanych nanoformulaci, kterd byla 20 mg/ml. Vysledky zDLS analyzy (Ry, PDI, ZP)
uvedeny v Tabulce 1. Vysledky pro u¢innost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu

(%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce 2.
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Priklad 8

Formulace dle Ptikladu 1, obména spo¢ivala v navéZce temoporfinu pouZité p¥i piipravé
testovanych nanoformulaci, kterd byla 20 mg/ml. Dal$i obména spo¢ivala v jiném sloZeni
(stupent polymerace poly(e-kaprolaktonového) bloku) pouZitého kopolymeru
(PEO4sPCL,7).Vysledky z DLS analyzy (Ry, PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky pro
i¢innost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce
2.

Ptiklad 9

Formulace dle Pfikladu 1, obmé&na spocivala v navazce temoporfinu pouZité pfi piipravé
testovanych nanoformulaci, ktera byla 20 mg/ml. Dalsi obména spoéivala vjiném sloZeni
(stupeni polymerace poly(e-kaprolaktonového) bloku) pouZitého kopolymeru
(PEO4sPCL3g).Vysledky z DLS analyzy (Ry, PDI, ZP) uvedeny v Tabulce 1. Vysledky pro

ucinnost enkapsulace temoporfinu (%) a obsah temoporfinu (%) v SLNP jsou uvedeny v Tabulce

2.
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Tabulka 2: Uginnosti enkapsulace temoporfinu (EE %) a obsah temoporfinu (DL %) v
testovanych pevnych lipickych nano¢astic s inkorporovanym temoporfinem (primér = SD, n =

3).

Formulace | DL (%) = SD |EE (%) + SD
Priklad 1 |3,92+0,06 |22,22+03
Piiklad 2 |3,93+0,09 |22,65+0,1
Piiklad 3 [3,96+0,08 [23,06+ 0,4
Priklad4 [2,98+ 0,11 |14.83+06
Piiklad 5 |3,08+0,05 |[17,02+1,1
Pitklad 6 {3,124 0,08 [18,13+0,8
Piklad 7 [1,70+0,34 |526+ 0,3
Piiklad 8 |1,82+0,12 |7,15+04
Piiklad 9 1,90+ 0,02 [9,12+03

Tabulka 3: Mortalita bun¢k (%) a IC 50 (uM) po podani pevnych lipidickych nanocastic

s inkorporovanym temoporfinem pfipravenych dle Piikladt 1, 2 a 3 (primér + SD, n = 5).

Koncentrace
Mortalita bun&k IC 50 (uM)
Formulace (uM)
(%) (mean = SD)| (temoporfin)
(temoporfinu)
0,25 24+ 6,8
0,5 67 +£24,7
Priklad 1 0,39
1 8809
2 93+24
1 47+12,9
2,5 44 + 472
Ptiklad 2 2,41
10 66+7,7
20 61+11,5
1 21+ 1,6
2,5 22+7,6
Priklad 3 >20
10 26+ 15,7
20 294+9.7
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Tabulka 4: Statistickd analyza in vivo dat (,one-shot“ PDT) za pouZiti statistické analyzy

rozptylu jednoduchého tfidéni (one-way ANOVA) z programu Origin 9 (OriginLab software),

pii prahovych hodnotach hladiny vyznamnosti a = 0,05 a 0,01.

Kontrola

Originator

Ptiklad 1

Ptiklad 2

Piiklad 3

Kontrola

++

++

++

+

Originator

++

0

0

0

Piiklad 1

++

0

0

++

Ptiklad 2

++

0

0

+

Priklad 3

_+.

0

++

+

0 Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, a = 0.05.
+ Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, o, = 0.05.
++ Statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami, o. = 0.01.

Priklad 10

Formulace dle Piikladu 1, s tim, Ze fotosenzibilizator byl verteporfin.

Ptiklad 11

Formulace dle Piikladu 1, s tim, Ze fotosenzibilizator byl lutecium texafyrin.

Piiklad 12

Formulace dle Prikladu 1, s tim, Ze fotosenzibilizator byl hypericin.

Ptiklad 13

Formulace dle Prikladu 1, s tim, Ze fotosenzibilizator byl porficen.
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PATENTOVE NAROKY

1. Fotoaktivovatelnd nanoddstice pro fotodynamické aplikace, obsahujici jadro a obal,
vyznacena tim, Ze jadro obsahuje 1 az 50 hmotn. % fotosenzibilizatoru, vztazeno na celkovou
suSinu nanocastice, s vyhodou 1 az 4 hmotn. % fotosenzibilizatoru, vztaZzeno na celkovou suginu
nanocdastice, a dale 1 az 80 hmotn. % (Cg aZ Cy;) mastnych alkohold, vztazeno na celkovou
susinu nanocastice, s vyhodou 12 az 72 hmotn. % (Cg aZ C,;) mastnych alkohold, vztaZeno na
celkovou suSinu nanocéstice; a obal obsahuje 1 aZ 80 hmotn. % polymerniho surfaktantu,
s vyhodou polyethylenoxid monomethyléter-block-poly(e-karoplaktonu), vztaZzeno na celkovou
suinu nanocCastice, s vyhodou obal obsahuje 14 aZ 72 hmotn. % polymerniho surfaktantu,
vztaZeno na celkovou suSinu nano€éstice; pficemz velikost nanoCéstice je vrozmezi od 1 do
1000 nm, s vyhodou v rozmezi od 11 do 760 nm, nejvyhodnéji v rozmezi od 11 do 30 nm, a
pfi¢emzZ jadro nanocastice je pii 4 °C pevné a pii 39 °C kapalné, stanoveno diferenéni skenovaci
kalorimetrii s proplachovéanim plynnym dusikem o objemu 50 cm’/min za pouziti india jako
standardu v teplotnich cyklech: ohfev - chlazeni - ohfev, pfi 5 °C/min, a odeget teplot tani byl
proveden z prvni kfivky ohfevu diferenéni skenovaci kalorimetrie, kdy vysledkem byl bimodalni
termogram se dvéma endotermami, jednou pro eutektickou smés fotosenzibilizatoru a mastného

alkoholu a druhou pro mastny alkohol.

2. Fotoaktivovatelnd nanocastice podle naroku 1, vyznadena tim, Ze fotosenzibilizator je
vybrany zderivatd chlorinu a/nebo porfyrinu a/nebo antrachinonu, svyhodou je
fotosenzibilizator vybrany ze skupiny zahrnujici temoporfin, verteporfin, lutecium texafyrin,

hypericin a porficen.

3. Fotoaktivovatelna nanocastice podle naroku 1 nebo 2, vyznadena tim, Ze jadro obsahuje
Jeden typ (Cg aZ Cy) mastného alkoholu, s vyhodou je mastnym alkoholem (Cj4) mastny
alkohol.

4. Fotoaktivovatelna nanocastice podle naroku 1 nebo 2, vyznaéena tim, Ze jadro obsahuje

kombinaci (Cg az Cyz) mastnych alkohold.

5. Fotoaktivovatelnd nanocastice podle které¢hokoliv z narok 1 az 4, vyznadena tim, Ze
polymerniho  surfaktant je polyethylenoxid monomethyléter-block-poly(e-karoplakton),

s vyhodou o polymerizaénim stupni polyethylenoxidového bloku 10 aZ 100 a o polymerizaénim
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stupni poly (¢ -karoplaktonového) bloku 3 az 60, vyhodngji je polymerizani stupefi
polyethylenoxidového bloku 20 az 50 a poly (e -karoplaktonového) bloku 3 az 20, nejvyhodnéji
je polymeriza¢ni stuperi polyethylenoxidového bloku 45 a poly (¢ -karoplaktonového) bloku 7.

6.  Zpisob pripravy fotoaktivovatelné nanocastice podle kteréhokoliv z predchozich narokd,
vyznaceny tim, Ze:

- fotosenzibilizator se rozpusti v rozpoustédle, s vyhodou v dichlormethanu, a pfida se k (Cg az
C,2) mastnému alkoholu zaht¥atému na 45 °C za vzniku prvni faze;

- polymerni surfaktant se rozpusti v organickém rozpoustédle, s vyhodou v dichlormethanu,
pfida se voda a smés se zahfeje na 45 °C za vzniku druhé faze:

- obe zahfat¢ faze se smichaji a homogenizuji, s vyhodou po dobu 2 min pfi 8000 otackach/min;
- vyslednd emulze se podrobi plisobeni ultrazvuku;

- vysledna emulze se ochladi na laboratorni teplotu.

7. Farmaceuticka kompozice, vyznaéena tim, Ze obsahuje fotoaktivovatelnou nano&astici podle
kteréhokoliv z ndrokli 1 aZz 5 a dale obsahuje farmaceuticky piijatelné ptisady, vybrané ze
skupiny zahrnujici antiaheziva, pojiva, potahovaci latky, barviva, bobtnadla, ochucovadla,

maziva, konzervanty, sladidla, sorbenty.

8.  Fotoaktivovatelna nanocéstice podle kteréhokoliv z narokii 1 aZ 5 a/nebo farmaceutické

kompozice podle naroku 7 pro pouziti jako 1é¢ivo.

9.  Fotoaktivovatelnd nanocastice podle kteréhokoliv z narokfi 1 az 5 a/nebo farmaceutickd

kompozice podle naroku 7 pro pouziti jako Iéivo pro intravendzni aplikaci.

10.  Fotoaktivovatelnd nano¢astice podle kteréhokoliv z narokd 1 aZ 5 a/nebo farmaceuticka
kompozice podle ndroku 7 pro pouziti pfi fotodynamické terapii a/nebo fotodynamické

diagnostice.
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