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Liposomova lékova forma se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi, jeji priprava a pouziti
Oblast techniky
Injekéni ptipravek obsahujici svétlo-konvertujici latky v podobé nanocastic a liposomy

s obsahem ftalocyaninu pro fotodynamickou terapii v infracervené oblasti zateni.

Dosavadni stav techniky

Fotodynamicka terapie (PDT) vyuzivana pii lécbé tkanovych nadord spociva v tom, Ze ucinna
latka je kumulovana v nadorové tkani v disledku vyssich narokd nadorové tkan¢ na vyZzivovani.
Nadorova tkan je v nékterych pripadech velmi dobfe prokrvena, protkana fenestrovanymi
vlase¢nicemi, a tedy veskeré latky se k ni krevnim feCiStém snadnéji a rychle dostavaji. Po
aplikaci G¢inné latky a jejim zakoncentrovani v nadoru dochazi pii PDT k ozareni nadorové tkané
svétlem o urcité vinové délce.

Pro fotodynamickou terapii nadorovych onemocnéni bylo ve svété vyvinuto mnoZzstvi
hydrofobnich preparatii, klinicky vyzkousenych (n€které jen pre-klinicky) pro intervaly mezi
aplikaci a ozafenim (Tpr) voblasti od jedné hodiny vySe: benzyl ester kyseliny delta
aminolevulové , Benzvix (Tp. 4 az 6 hodin) registrovan v EU pro lécbu gastrointestinalnich
nadord, patent U. S. 6492420, (firma Photocure, Oslo, Norsko); Temoporfin ¢i Foscan (metyl-
tetrahydroxyfenyl chlorin, (Tpy 96 hodin), WO 0166550, Biolitec Pharma, Skotsko, Velka
Britanie) schvaleny v EU pro paliativni nadory v oblasti hlavy a krku, nadori prostaty a
pankreatu; derivat Benzoporfyrinu, ¢ili Verteporfin (BPD-MA, Visudyne, Novartis, UK), ktery je
ve fazi klinickych zkousek pro kozni amelanotické nadory; a kiemikovy ftalocyanin rovnéz ve
fazi klinického testovani pro 1é¢bu koznich nador@i, véetné¢ tzv. Bowenovy nemoci, aktinické
keratosy, s dosud nejkratsi Tp;. 1 hodina.

Americka patentova piihlaska US 5616602 popisuje farmaceutickou kompozici pro topickou
aplikaci ftalocyanind, které diky vlastnostem kompozice vstupuji do povrchovych nadord a 1ézi a
mohou byt nasledné ozafeny. Americky patent US 6527759 popisuje zafizeni pro aplikaci
svétlem aktivovanych G¢innych latek. Diky tomuto zafizeni je mozné aplikovat Gi¢innou latku a
zaroven ozafit nadory umisténé hloubéji ve tkanich, kam svétlo laseru o vlnovych délkach bézné
pouzivanych v PDT nedosahne. 1 s pouzitim tohoto zafizeni je vSak aplikace G¢innych latek
pomérn¢ slozita.

Nejbliz§im stavem techniky naseho souc¢asného vynalezu je patent CZ 298978, ktery byl jakymsi
mezistupném vyvoje soucasné patentové prihlasky. Dokument popisuje ptipravu liposomalniho
gelového pripravku s ftalocyaninem pro topické pouziti ve fotodynamické terapii. Nevyhodou
tohoto provedeni byla Spatna prostupnost zareni o vinové délce 670 nm, potiebné k aktivaci
ftalocyaninu, do tkani. Dalsi nevyhodou ptipravku byla jeho gelova formulace, ktera umoznovala
taktéz pouze povrchové pouZiti. Proto byl piipravek omezen pouze na topicka podani a ozafovani
novotvart tésné pod pokozkou.

Podstata vynalezu

Navrhované feSeni vzniklo po nahodné kombinaci ftalocyaninovych liposom(, rutinné
ptipravovanych pro vyrobu topického gelového piipravku, a svétlo-konvertujicich
(upkonverznich) nanocastic, pripravovanych v Sirokém spektru na sousednim pracovisti. Pilotni
testovani Iékové formy ukazalo velky potencial pro vyuziti pti fotodynamické terapii (PDT)
nadorovych onemocnéni. V soustavé liposom-ftalocyanin-nano&astice yterbia dopované Yb’* a
Er’* dochéazi k zatim neznamé interakci nanoéastic s povrchem liposomu a tak cela soustava po
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intravendznim podani spolecné cestuje krevnim fecistém. Z divodu vyssi afinity nadorovych
tkani je lékova forma v nadorech kumulovana velmi rychle, fadové v jednotkach minut od
podani. Po ozafeni tumoru svétlem o vinové délce infraCerveného (IR) spektra (nejcastéji 980
nm), které prochazi hluboko do tkani, dochazi diky upkonverznim nanocasticim k absorpci svétla
vyssich vlnovych délek a vyzareni svétla o kratsi vinové délce, nutného k aktivaci ftalocyanini a
eliminaci nadorové tkané.

Vyhoda navrhovaného feseni tkvi v moznosti pouziti svétla o vinové délce IR spektra, které
pronika hloubéji do tkani nez diive pouzivané svétlo o vinové délce 670 nm. Navrhovana 1ékova
forma tak umoznuje rozsifeni indikaci infracervené fotodynamické terapie.

Technické feSeni se tyka 1ékové formy injekéniho pripravku s upkonverznimi nanocéasticemi a
ftalocyaninovymi liposomy, vyuZitelného pro infracervenou fotodynamickou terapii nadorovych
onemocnéni. Lékova forma obsahuje:

— liposomy, s vyhodou lecitinové, o velikosti <1 pm,

— hydrofobni formu ftalocyaninu, s vyhodou hydroxyhlinitého (resp. hydrofobni
ftalocyanin hlinity, hydrofobni ftalocyanin zine¢naty, hydrofobni ftalocyanin kiemicity i
organokiemicity - dale oznacenou jako FCH), v podobé mikrokrystald o velikosti <1 pm nebo
modifikovanych mikrokrystald (povrstvenych farmaceuticky akceptovatelnym cukrem,
polymerem, lipidem nebo soli v poméru 5 az 10 % hmotn. ), pficemz ftalocyanin je inkorporovan
v lipidové dvojvrstveé liposomu,

— svétlo konvertujici nanocastice (po ozafeni svétlem o vinové délce IR spektra —
ptiblizn¢ 980 nm emituji svétlo o vlnové délce nutné pro aktivaci ftalocyanind — ptiblizné¢ 630 az
720 nm), s vyhodou povrstvené neporézni silikou a typicky slozené z NaYF, dopovaného Yb** a
Er’*, o optimalni velikosti okolo 40 nm.

Jelikoz se ukazalo, Zze ne vSechny komer¢né dostupné hydroxyhlinité ftalocyaniny maji stejny
ucinek pii pouziti podle predkladaného feseni, bylo nutné ucinnou latku blize specifikovat. Obsah
necistot ftalocyanind byl stanoven pomoci HPLC na maximalné 5 %, obsah kovu v G¢inné latce
byl stanoven titraci na 3,8 az 4,6 %, pfi¢emz vzorek nesmi obsahovat vice nez 0,1 % ftalocyaninu
bez centralniho atomu kovu. I pies to, Ze procesem mikrofluidizace se unifikuje krystalova
struktura ucinné latky za tvorby nepravého roztoku, dilezita pro funkcnost celé soustavy se
ukazala i forma pouzitého ftalocyaninu. Ftalocyanin byl pfeveden na o formu pfesraZzenim
z roztoku koncentrované kyseliny sirové. Nasledné byl produkt neutralizovan a volné suSen do
konstantni hmotnosti pti 105 °C. Diky preklinickym testlim se ukazaly nejvyhodnéjsi kombinace
smési a a B modifikaci, pficemz by smés neméla obsahovat vice nez 20 % hmotn. f modifikace.
Forma krystald byla sledovana metodou praskové rentgenové difrakce, kdy jednotlivé formy
vykazovaly odlisné odezvy.

Upkonverzni nanocastice byly pfipraveny mikrovlnnou metodou nebo metodou fluoridace pti
240 °C. Nanocastice byly s vyhodou povrstveny tatracthylortosilikatem (TEOS). Optimalizace
ptipravy upkonverznich nanocastic tkvéla v nalezeni vhodnych podminek pro pfipravu
nanocastic o pozadovanych vlastnostech — velikost a fotofyzikalni vlastnosti. Diky optimalni
velikosti, tvaru a uniformité nanoc¢astic je maximalizovana ucinnost upkonverze a zaroven jsou
nanocastice v ramci lékové formy schopné pronikat do tumorové tkané, napfi. fenestrovanymi
kapilarami. Nanocastice YF;:YbEr byly pfipravené za pomoci chloridd kovli, NaBF, a iontové
kapaliny bmimCl. Velikost vzniklych nanokrystalll je ovlivnéna reakénim Casem, pficemz jako
optimalni se ukazal reakéni ¢as 260 minut pii teploté 240 °C s vyslednou velikosti nanokrystalti
okolo 40 nm a s pozadovanymi fotofyzikalnimi vlastnostmi, které jsou taktéz zavislé na reakénim
Case. Pripravené nanocastice mohou byt excitovany svétlem o vinové délce 980 nm, piiCemz
emituji zafeni 670 nm nutné pro aktivaci ftalocyanind.

Liposomova lékova forma se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi se pfipravi tak, Ze se lecitin (¢i
jiny lipid) v €istoté pro farmakologii v koncentraci 1 az 40 mg na mililitr tekutiny, s vyhodou
sterilniho isotonického roztoku, fluidizuje na mikrofluidizéru v ptislusné komotfe na finalni
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velikost ¢astic mensich nez 1000 nanometrt za teploty vyssi nez 0 °C a tlaku 1000 az 2000 Bar.
Poté je za stalého michani pfidana ucinna latka nebo upravena uc¢inna latka (hydrofobni
ftalocyanin hydroxyhlinity, hydrofobni ftalocyanin hlinity, hydrofobni ftalocyanin zinecnaty,
hydrofobni ftalocyanin kiemicity ¢i organokiemicity nebo hydrofobni ftalocyanin bez kovu)
v poméru mezi 0,1:1 az 3:1 ve vztahu k lecitinu (lipidu) a pfipravené upkonverznich nanocastice
v hmotnostnim poméru 0,1:1 az 0,25:1 ve vztahu k lecitinu. Vznikla suspenze se opét fluidizuje
na mikrofluidizéru v pfislusné mensi komore na konecnou velikost ¢astic menSich nez 500
nanometrl za tlaku 1000 az 2000 Bar a za teploty vyssi nez 0 °C.

Dal§im moznym postupem pfipravy liposomové lékové formy se svétlo-konvertujicimi
nanocasticemi je fluidizace lecitinu ¢i jiného lipidu (v Cistoté pro farmakologii, v koncentraci 1
az 40 mg na mililitr tekutiny - s vyhodou sterilniho isotonického roztoku) na mikrofluidizéru
v prislusné komore. Finalni velikost ¢astic je mensi nez 1000 nanometrt. Fluidizace probiha pii
tlaku nejméné 1000 az 2000 Bar, za teploty vétsi nez 0 C. Poté se samostatné fluidizuje na
mikrofluidizéru v pfislusné komoie ucinna latka (hydrofobni ftalocyanin hydroxyhlinity,
hydrofobni ftalocyanin hlinity, hydrofobni ftalocyanin zine¢naty, hydrofobni ftalocyanin
kremicity ¢i organokiemicity nebo hydrofobni ftalocyanin bez kovu) nebo upravena ucinna latka
(s vyhodou povrstvena glukozou, NaCl, polyethylenglykolem nebo lecitinem). U¢inna latka je
pouzita v poméru mezi 0,1:1 az 3:1 ve vztahu k lecitinu (lipidu) ve shodném objemu tekutiny,
s vyhodou isotonického roztoku. Konecna velikost ¢astic po fluidizaci je menSi nez 1000
nanometrl pii tlaku nejméné 1000 az 2000 Bar. Ob¢ fluidizované slozky se poté smisi spolecné
se svétlokoncertujicimi nanoc¢asticemi v hmotnostnim poméru 0,1:1 az 0,25:1 ve vztahu k lecitinu
a spolecné se fluidizuji na mikrofludizéru v pfislusné mensi komote pti tlaku nejméné 1000 az
2000 Bar za teploty vétsi nez 0 °C na konecnou velikost ¢astic maximalné 500 nanometra.

Neposledni moznosti ptipravy liposomové 1€kové formy se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi
je postup, kdy se lecitin ¢i jiny lipid (v istoté pro farmacii, v koncentraci 1 az 40 mg na mililitr
tekutiny, s vyhodou sterilniho isotonického roztoku) zpracuje mikrofluidizaci spole¢né s uc¢innou
latkou (hydrofobni ftalocyanin hydroxyhlinity, hydrofobni ftalocyanin hlinity, hydrofobni
ftalocyanin zinecnaty, hydrofobni ftalocyanin kiemicity ¢i organokiemicity nebo hydrofobni
ftalocyanin bez kovu) nebo upravenou ucinnou latkou (s vyhodou povrstvena glukézou, NaCl,
polyethylenglykolem nebo lecitinem) v poméru mezi 0,1:1 az 3:1 ve vztahu k lecitinu (lipidu).
Vznikla suspenze se dale smisi se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi v hmotnostnim pom¢ru
0,1:1 az 0,25:1 ve vztahu klecitinu a vsSechny slozky se poté spolecné fluidizuji na
mikrofluidizéru v ptislusné komote na finalni velikost ¢astic maximalné 500 nanometrt pii tlaku
nejméné 1000 az 2000 Bar za teploty vétsi nez 0 °C. Konecna velikost ¢astic je mensi nez 500
nanometrl pii tlaku nejméné 1000 az 2000 Bar za teploty vétsi nez 0 °C.

Rizné kombinace zpracovani lipidu, svétlo-konvertujicich nanocastic yterbia a ucinné latky
pomoci mikrofluidizace za danych podminek poskytuji lékovou formu s obdobnymi vlastnostmi,
jak dokazuji ptiklady provedeni vynalezu.

Béhem procesu mikrofluidizace jsou nejcastéji pouzivany mikrofluidiza¢ni komory typu Z a Y.
Oznaceni komor ukazuje na jejich geometricky tvar, pficemz se jedna o dlouhou kapilaru s danou
svétlosti, nejCastéji 100 az 200 nm, ktera obsahuje velké mnozstvi diamantovych Cepeli, skrz
které je mikrofluidizovana suspenze prohanéna pod tlakem. Pfitomnost zakrutl a zatacek
v komorach umoznuje promichavani mikrofluidizované suspenze a znemozZiuje vznik
nezadouciho laminarniho proudéni suspenze kapilarou.

Vysledna liposomova lékova forma se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi je intravenozné
aplikovana pro terapii nadori ¢i metastaz. Pfirozenymi pochody téla je preparat dopraven a
zakoncentrovan v indikovanych tumorech. Proces od aplikace po zakoncentrovani preparatu
v nadoru (nadorech) se pohybuje v fadu minut. Poté je nador ozaren svétlem o vinové délce 980
nm a intenzité nejméné 1 J/em®. Navrzena 1ékova forma v preklinickych testech na athymickych
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nu/nu mysich s xenotransplantovanymi lidskymi tumory vykazovala dezintegracni uc¢inek na
nador a indukovala remisi nadord.

Objasnéni vvkresu

Obr. 1: Mikroskopicka kontrola uc¢innosti mikrofluidizace. Tmavé krystalky predstavuji
neinkorporovany ftalocyanin, prihledné utvary predstavuji liposomy.

Obr. 2: Upkonverzni nanocastice povrstvené neporézni silikou. Zobrazeni elektronovym
mikroskopem.

Obr. 3: Vysledek infra¢ervené PDT pro jednotlivé Tpp (1-5), pro 1ékovou formu bez
FCH (6), pro aplikaci samotnych nanocastic (7).

Obr. 4: Porovnani zmény objemu tumoru pfi aplikacich riznych 1ékovych forem s FCH
podle piikladi 7a-9b intratumoraln¢. Tp; 10 minut.

Obr. 5: Porovnani zmény objemu tumoru pfi aplikacich riznych 1ékovych forem s FCH.
Tpr. 10 minut. Kontrolni skupina xenotransplantovanych mysi bez 1é€by (“kontrola’),
skupina mysi lé¢enych gelovym topickym preparatem dle patentu CZ 298978 (,.fc+lipo,
topicky*“), skupina mysi 1é¢enych 1ékovou formou dle tohoto patentu intratumoralné
(,,fctlipo+nano i.t.*), skupina mysi léCenych Iékovou formou dle tohoto patentu
intravenozn¢ (fctlipo+nano i.v.*).

Obr. 6: Porovnani velikosti upkonverznich nanocastic pfipravenych podle piikladu 5
v zavislosti na obsahu vody v reakéni smési.

Obr. 7: Porovnani velikosti upkonverznich nanocastic pfipravenych podle ptikladu 6
v zavislosti na reakénim case a poméru sodiku ke smési chlorida.

Obr. 8: Porovnani zmény objemu tumoru pfi aplikacich riznych 1ékovych forem s FCH.

Tpr 10 minut. UCN oznacuje upkonverzni nanocastice, FC oznacuje ftalocyanin, m1-8
oznacuje jednotlivé pokusné mysi, C oznacuje kontrolni mysi pouze ozafené laserem.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklady postupu Upravy praskového FCH:

Priklad 1
Praskovy jemné mlety FCH je povrstven glukozou v poméru 5 az 10 % hmotn. vzhledem k FCH.

a) 50 mg glukozy bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku
ptridan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se mezi 250 az
500 nm a cela smés byla michana minimaln¢ 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledovalo
zahtati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpareni veSkeré vody. Vysledkem byl FCH
povrstveny glukozou v 5% poméru.

b) 75 mg glukozy bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku
ptidan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti castic pohybujici se mezi 250 a
500 nm a cela smés byla michana minimalné¢ 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledovalo
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zahfati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpaieni veskeré vody. Vysledkem byl FCH
povrstveny glukézou v 7,5% poméru.

¢) 100 mg glukézy bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku
ptidan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti castic pohybujici se mezi 250 a
500 nm a cela smés byla michana minimaln¢ 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledovalo
zahtati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpareni veSkeré vody. Vysledkem byl FCH
povrstveny glukozou v 10% poméru.

Piiklad 2

Praskovy jemné mlety FCH je povrstven polyethylenglykolem PEG 600 v poméru 5 az 10 %
hmotn. vzhledem k FCH.

a) 50 mg polyethylenglykolu PEG 600 bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalé¢ho
michani byl kroztoku piidan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti castic
pohybujici se mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimaln¢ 10 minut pii laboratorni
teploté. Nasledovalo zahfati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpatfeni veskeré vody.
Vysledkem byl FCH povrstveny PEG v 5% poméru.

b) 75 mg polyethylenglykolu PEG 600 bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého
michani byl kroztoku pfidan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti castic
pohybujici se mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimaln¢ 10 minut pfi laboratorni
teploté. Nasledovalo zahrati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpatfeni veskeré vody.
Vysledkem byl FCH povrstveny PEG v 7,5% poméru.

¢) 100 mg polyethylenglykolu PEG 600 bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého
michani byl kroztoku piidan praskovy ftalocyanin hydroxyhlinity (1g) s velikosti Castic
pohybujici se mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimaln¢ 10 minut pii laboratorni
teploté. Nasledovalo zahtati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpafeni veSkeré vody.
Vysledkem byl FCH povrstveny PEG v 10% pom¢ru.

Ptiklad 3

Praskovy jemné¢ mlety FCH je povrstven lecitinem pro farmakologii v poméru 5 az 10 % hmotn.
vzhledem k FCH.

a) 50 mg praskového lecitinu bylo smichano s 10 ml ethanolu zahtaté na 40 °C. Za stalého
michani byl k suspenzi ptidan praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se
mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimalné 10 minut pfi laboratorni teploté.
Nasledovalo zahtati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpareni veskeré vody. Vysledkem byl
FCH povrstveny lecitinem v 5% poméru.

b) 75 mg praskového lecitinu bylo smichano s 10 ml ethanolu zahtaté na 40 °C. Za stalé¢ho
michani byl k suspenzi ptidan praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se
mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimalné¢ 10 minut pii laboratorni teploté.
Nasledovalo zahtati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odparteni veskeré vody. Vysledkem byl
FCH povrstveny lecitinem v 7,5% poméru.

¢) 100 mg praskového lecitinu bylo smichano s 10 ml ethanolu zahraté na 40 °C. Za stalého
michani byl k suspenzi ptidan praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se
mezi 250 a 500 nm a cela smés byla michana minimalné 10 minut pfi laboratorni teploté.
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Nasledovalo zahfati suspenze na teplotu 37 °C a postupné odpareni veskeré vody. Vysledkem byl
FCH povrstveny lecitinem v 10% poméru.

Piiklad 4
a) Praskovy jemné mlety FCH je povrstven NaCl v poméru 5 az 10 % hmotn. vzhledem k FCH.

50 mg NaCl bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku pfidan
praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se mezi 250 a 500 nm a cela smés
byla michana minimalné¢ 10 minut pii laboratorni teploté. Nasledovalo zahtati suspenze na
teplotu 37 °C a postupné odpateni veskeré vody. Vysledkem byl FCH povrstveny NaCl v 5%
poméru.

b) 75 mg NaCl bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku pfidan
praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti ¢astic pohybujici se mezi 250 a 500 nm a cela smés
byla michana minimaln¢ 10 minut pii laboratorni teploté. Nasledovalo zahtati suspenze na
teplotu 37 °C a postupné odpareni veSkeré vody. Vysledkem byl FCH povrstveny NaCl v 7,5%
poméru.

¢) 100 mg NaCl bylo smichano s 10 ml destilované vody. Za stalého michani byl k roztoku
ptidan praskovy FCH hydroxyhlinity (1g) s velikosti castic pohybujici se mezi 250 a 500 nm a
cela smes byla michana minimalné 10 minut pti laboratorni teploté. Nasledovalo zahrati suspenze
na teplotu 37 °C a postupné odpareni veSkeré vody. Vysledkem byl FCH povrstveny NaCl v 10%
poméru.

Priklady vyroby upkonvernich nanocastic:

Piiklad 5

Do 25ml teflonové nadoby bylo umisténo 80 mg smési chloridi lanthanoidi (YCl;, YbCls, ErCls,
GdCl; ve formé hexahydratli, v molarnim poméru prvkl Y:Yb:Er:Gd = 80:16:2:2) a smichano
s 300 mg NaOH. Do nadoby byla pfidana destilovana voda v mnozstvi 500 az 6000 mg a 1 ml
(1050 mg) iontové kapaliny 1-Butyl-3-methylimidazolium chlorid (bmimCl) roztavené pti 50 °C.
Smés byla michana po dobu 5 minut. Poté bylo ptidano 30 mg NH,F a smés byla michana dalsi 2
minuty. Nadoba byla poté umisténa do mikrovinné trouby DAEVO KOC-1BSK. Reakce
probihala pfi vykonu 1000 W po dobu 1 minuty. Po probéhnuti reakce byla smés premisténa do
20 ml methanolu a nanocastice byly oddé¢leny centrifugaci. Produkt byl precis§tén promyvanim
v 10 ml methanolu a 10 ml horké destilované vody.

Mnozstvi destilované vody pridané do reakéni smési ma vliv na velikost krystali. Cim vice vody,
tim mensi vysledné nanocastice. VEtsi obsah vody v reakéni smési ma za nasledek rychlejsi
zahtati celé smési a tim padem i rychlejsi fluoridaci. ZvysSeni hmotnosti vody v reakéni smési nad
4000 mg uz nema na velikost ¢astic valny vliv (viz obrazek 6).

Ziskané upkonverzni nanocastice vykazovaly pozadované fotochemické vlastnosti, nevykazovaly
vsak pozadovanou uniformitu ¢astic.
Piiklad 6

Iontova kapalina bmimCl (1-Butyl-3-methylimidazolium chlorid) byla nejprve roztavena
v nadobé z fluoropolymeru (PFA) pii teploté 60 °C. Hexahydraty chloridii YCl;, YbCl; a ErCl,
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byly smichany v molarnim poméru prvki Y:Yb:Er = 80:18:2. Jako fluorizacni agents byl pouzit
NaBF,, ktery byl ke smési chloridi ptidan ve stechiometrickém poméru 1:1 nebo 2:1, sodik ku
smési chloridi. Pripraveny prasek byl pfidan k roztavené iontové kapaliné a cela smés byla
promichana. Nasledn¢ byla sm¢s umisténa do suSici pece predehiaté na 240 °C po dobu 40, 70,
140, 180, 260 minut a 22 hodin.

Reakéni doba a pomér sodiku ku smeési chloridi mély vliv na velikost pfipravenych nanocastic i
na kvantovy vytézek upkonverze a tudiz fotochemické vlastnosti nanocastic. Nejoptimalnéjsi se
ukazala reakeni doba 260 minut pii teploté 240 °C s vyslednou velikosti nanocastic okolo 40 nm
a ucinnou upkonverzi svétla o vinové délce 980 nm na emisni vinovou délku 670 nm. Optimalni
upkonverze bylo dosazeno také pomérem sodiku ku smési chloridl 1:1. Pfi reakéni dobé 22
hodin pfi teploté¢ 240 °C a poméru sodiku ku smési chloridd 2:1 bylo taktéz dosazeno
pozadovanych vlastnosti nanocastic. Z diivodu ¢asové naroc¢nosti byly ale pro pripravu 1ékové
formulace zvoleny nanocastice pfipravené za podminek: 240 °C, 260 minut, 1:1 sodik:smési
chloridd. Piehled vlivu reak¢niho ¢asu a poméru sodiku ku smési chloridd na velikost nanocastic
ukazuje obrazek 7.

Cast ziskanych nanogastic byla dale upravena povrstvenim kiemicitanovou polymerni vrstvou
pomoci tetracthylorthosilikatu (TEOS). V plastové nadobé bylo smichano 6,6 ml Tritonu X-100
(Sigma Aldrich), 6,6 ml HNO; (1M), 32,6 ml acetylacetonu, 88 ml TEOS a 66 ml ethanolu za
vzniku povrstvovaciho roztoku. Tento roztok byl michan po dobu 6 hodin. Do 25 ml michané¢ho
povrstvovaciho roztoku bylo pfidano 0,4 g ptipravenych nanocastic. Suspenze byla michana
v digestofi pii laboratorni teploté az do odpareni povrstvovaciho roztoku.

Priklady postupu mikrofluidizace:

Piiklad 7

a) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 10 mg na
mililitr sterilniho isotonického roztoku, 100mM draselnofosfatového pufru (KPI). Fluidizace byla
provadéna v komote typu Z s primérem 100 mikrometri 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny
nékolikrat proSel mikrofluidizacni komorou pfi tlaku 1000 Bar. Poté byly za stalého michani
pridavany svétlo-konvertujici nanocastice piipravené v piikladu 5 za pouziti 500 mg vody,
v hmotnostnim poméru 0,2:1 ve vztahu k lecitinu, a dale byl za stalého michani a zahrati celé
smési na teplotu 35 °C pfidavan neupraveny mikrokrystalicky prasek ftalocyaninu (FCH o
velikosti ¢astic pohybujici se mezi 250 a 500 nm) v hmotnostnim poméru 1:1 ve vztahu
k lecitinu. Dale byla suspenze zpracovana opét na mikrofluidiza¢ni komote typu Z s primérem
100 mikrometrt, a to celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pfi tlaku 1500 Bar a za
priibézného chlazeni ledovou tfisti.

Byla pfipravena lékova forma 7a s koncentraci FCH hydoxyhlinitého 34,7 mg/ml.

b) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zatizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 30 mg na
mililitr sterilniho isotonického roztoku KPi. Fluidizace byla provadéna v komote typu
Y s primérem 100 mikrometrit 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny nékolikrat prosel
mikrofluidizacni komorou, pti tlaku 1000 Bar. Poté byly za stalého michani piidavany svétlo-
konvertujici nanocastice pripravené v piikladu 6, povrstvené TAOS, v hmotnostnim poméru
0,15:1 ve vztahu k lecitinu, a dale byl za stalého michani a zahtati celé smési na teplotu 37 °C
ptidavan prasek mikrokrystalického FCH povrstveného glukézou pripraven¢ho v piikladu 1b,
pfi¢emz G¢inna latka byla v hmotnostnim poméru 2:1 ve vztahu k lecitinu. Dale byla suspenze
zpracovana opét na mikrofluidizacni komote typu Y s primérem 100 mikrometrl, a to celkem
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110 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku 1600 Bar a za pribézného chlazeni ledovou
tristi.
Byla pfipravena lékova forma 7b s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 36,2 mg/ml.

Uginnost celého procesu byla sledovana mikroskopicky tak, aby se ve vysledné smési jiz
nevyskytovaly tmavomodré krystalky ftalocyaninu, a veskery ftalocyanin byl inkorporovan do
liposomti nebo byl z 1ékové formy vymyt.

Ptiklad 8

a) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii o koncentraci 10 mg na
mililitr sterilniho isotonického fyziologického roztoku. Fluidizace byla provadéna v komote typu
Z s praimérem 100 mikrometrt 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny néckolikrat prosel
mikrofluidiza¢ni komorou pfi tlaku 1200 Bar. Poté byl samostatné fluidizovan neupraveny prasek
mikrokrystalického FCH (o velikosti ¢astic pohybujici se mezi 250 a 500 nm, v hmotnostnim
poméru 2:1 ve vztahu k lecitinu v témz objemu isotonického roztoku), a to v mikrofluidizacni
komote typu Y s primérem 100 mikrometrd 50 cykly a poté s primérem 75 mikrometrd také
alesponn 50 cykly, celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku 1500 Bar. Obé
fluidizované slozky byly predehfaty na teplotu 37 °C, smichany a za stalého michani byly
ptridavany svétlo-konvertujici nanocastice ptipravené v piikladu 6, nepovrstvené, v hmotnostnim
poméru 0,1:1 ve vztahu k lecitinu. Cela smés byla poté opét zpracovana na mikrofluidizacni
komote typu Z s primérem 100 mikrometrti, a to celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou
pti tlaku 2000 Bar za prabézného chlazeni ledovou tiisti.

Byla pfipravena l¢kova forma 8a s koncentraci FCH hydoxyhlinitého 33,6 mg/ml.

b) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zatizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii o koncentraci 30 mg na
mililitr sterilniho isotonického fyziologického roztoku. Fluidizace byla provadéna v komote typu
Y s primérem 100 mikrometrit 50 cykly tak, aby cely objem tekutiny nékolikrat prosel
mikrofluidiza¢ni komorou, pfi tlaku 1500 Bar. Poté byl samostatné fluidizovan prasek
mikrokrystalického FCH povrstveny NaCl ptipraveny v piikladu 4a, v hmotnostnim poméru 1:1,
ucinna latka ve vztahu k lecitinu v témz objemu isotonického roztoku), a to v mikrofluidizacni
komote typu Z s primérem 75 mikrometri celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pfi
tlaku 1600 Bar. Ob¢ fluidizované slozky byly po zahtati na 37 °C smichany a za stalého michani
byly ptidavany svétlo-konvertujici nanocastice piipravené v piikladu 5 za pouziti 4000 mg vody,
v hmotnostnim poméru 0,15:1 ve vztahu k lecitinu. Cela smés byla poté opét zpracovana na
mikrofluidizacni komote typu Z s primérem 100 mikrometrd, a to celkem 120 cykly prichodu
kapaliny komorou pii tlaku 2000 Bar za priibézného chlazeni ledovou tiisti.

Byla pfipravena lékova forma 8b s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 33,1 mg/ml.

Uginnost celého procesu byla sledovana mikroskopicky tak, aby se ve vysledné smési jiz
nevyskytovaly tmavomodré krystalky ftalocyaninu, a veskery ftalocyanin byl inkorporovan do
liposomti nebo byl z Iékové formy vymyt.

Ptiklad 9

a) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 10 mg na
mililitr sterilniho isotonického roztoku KPi. Fluidizace je provadéna v komofe typu
Z s primérem 100 mikrometrt 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny néckolikrat prosel
mikrofluidizacni komorou, pii tlaku 1000 Bar. Poté byly k fluidizovanému lecitinu za stalého
michani pridavany svétlo-konvertujici nanocastice pripravené podle ptikladu 6, nepovrstvené,
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v hmotnostnim poméru 0,25:1 ve vztahu k lecitinu. Ke smési byl za stalého michani pfidavan
neupraveny prasek mikrokrystalického FCH v hmotnostnim poméru 2:1 ve vztahu k lecitinu.
Dale byla suspenze zpracovana na mikrofluidizacni komote typu Y s primérem 100 mikrometrti
60 cykly a poté s primérem 75 mikrometrd alespon 40 cykly, celkem nejméné 100 cykly
prichodu kapaliny komorou pii tlaku 1700 Bar a za prabézného chlazeni ledovou tfisti.
Nasledovalo zpracovani na mikrofluidizacni komote typu Z s primérem 100 mikrometrii, a to
celkem 100 cykly priichodu kapaliny komorou pfi tlaku 2000 Bar a chlazeni ledovou tiisti.

Byla pfipravena lékova forma 9a s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 35,9 mg/ml.

b) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin pro v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 30 mg
na mililitr sterilniho isotonického roztoku KPi. Fluidizace je provadéna v komoie typu
7 s primérem 100 mikrometrt 50 cykly tak, aby cely objem tekutiny néckolikrat prosel
mikrofluidizacni komorou, pii tlaku 1200 Bar. Poté byly k fluidizovanému lecitinu za stalého
michani pridavany svétlo-konvertujici nanocastice pripravené v piikladu 6, povrstvené TAOS,
v hmotnostnim poméru 0,1:1 ve vztahu k lecitinu g. Ke smési byl za stalého michani a zahtati na
teplotu 30 °C pridavan prasek mikrokrystalického FCH povrstveny polyethylenglykolem
ptipraveny v piikladu 2¢) v hmotnostnim poméru 0,5:1, u¢inna latka ve vztahu k lecitinu. Dale
byla suspenze zpracovana na mikrofluidizacni komote typu Y s primérem 100 mikrometrt
celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku 1800 Bar a za pribézného chlazeni
ledovou tiisti. Nasledovalo zpracovani na mikrofluidizacni komote typu Z s primérem 75
mikrometr@ a to celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku 2000 Bar a chlazeni
ledovou tFisti.

Byla pfipravena lékova forma 9b s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 33,8 mg/ml.

Uginnost celého procesu byla sledovana mikroskopicky tak, aby se ve vysledné smési jiz
nevyskytovaly tmavomodré krystalky ftalocyaninu, a veskery ftalocyanin byl inkorporovan do
liposomti nebo byl z Iékové formy vymyt.

Priklad 10

a) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistot€ pro farmakologii v koncentraci 10 mg na
mililitr sterilniho fyziologického roztoku. Fluidizace je provadéna v komote typu Z s primérem
100 mikrometr 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny né¢kolikrat prosel mikrofluidizacni
komorou, pifi tlaku 1200 Bar. Poté byl separatn¢ fluidizovan neupraveny prasek
mikrokrystalického FCH hydroxyhlinit¢ého v hmotnostnim poméru 2:1 ve vztahu k lecitinu.
Fluidizace je provadéna v komoie typu Y s primérem 100 mikrometrti 40 cykly tak, aby cely
objem tekutiny nékolikrat proSel mikrofluidiza¢ni komorou, pti tlaku 1000 Bar. Fluidizovany
lecitin byl smichan s fluidizovanym FCH a k jejich smési byly za stalého michani piidavany
svétlo-konvertujici nanocastice pripravené podle prikladu 6, povrstvené TAOS, v hmotnostnim
poméru 0,25:1 ve vztahu k lecitinu. Dale byla suspenze zpracovana na mikrofluidizacni komote
typu Y s primérem 100 mikrometr, a to celkem 100 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku
2000 Bar a chlazeni ledovou tiisti.

Byla pfipravena lékova forma 10a s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 35,1 mg/ml.

b) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zatizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 30 mg na
mililitr sterilniho fyziologického roztoku. Fluidizace je provadéna v komote typu Z s primérem
100 mikrometr 50 cykly tak, aby cely objem tekutiny nékolikrat prosel mikrofluidizacni
komorou, pii tlaku 1500 Bar. Poté byl separatné fluidizovan prasek mikrokrystalického FCH
povrstveny polyethylenglykolem ptipraveny v prikladu 2a v hmotnostnim pomeéru 2:1 ve vztahu
k lecitinu. Fluidizace je provadéna v komote typu Z s primérem 100 mikrometrd 60 cykly tak,
aby cely objem tekutiny nékolikrat prosel mikrofluidizaéni komorou, pii tlaku 1200 Bar.
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Fluidizovany lecitin byl smichan s fluidizovanym FCH a k jejich smési byly za stalého michani
pridavany svétlo-konvertujici nanocastice pripravené podle piikladu 6, povrstvené TAOS,
v hmotnostnim poméru 0,2:1 ve vztahu klecitinu. Dale byla suspenze zpracovana na
mikrofluidizacni komote typu Z s primérem 100 mikrometrli, a to 60 cykly prichodu kapaliny
komorou pfi tlaku 1500 Bar a nasledné na komote typu Y s primérem 75 mikrometrd 40 cykly a
chlazeni ledovou tfisti.

Byla pfipravena lékova forma 10b s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 34,2 mg/ml.

Uginnost celého procesu byla sledovana mikroskopicky tak, aby se ve vysledné smési jiz
nevyskytovaly tmavomodré krystalky ftalocyaninu, a veskery ftalocyanin byl inkorporovan do
liposomti nebo byl z Iékové formy vymyt.

Piiklad 11

a) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zafizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 10 mg na
mililitr sterilniho fyziologického roztoku spolu s praSkem mikrokrystalického FCH povrstveného
NaCl piipravené¢ho v prikladu 4b, pficemz G¢inna latka byla v hmotnostnim poméru 1:1 ve
vztahu k lecitinu. Fluidizace byla provadéna v komote typu Y s primérem 100 mikrometra 60
cykly tak, aby cely objem tekutiny nckolikrat proSel mikrofluidizacni komorou, pii tlaku
1200 Bar. Poté byly za stalého michani ptidavany svétlo-konvertujici nanocastice ptipravené
v ptikladu 6, povrstvené TAOS, v hmotnostnim poméru 0,1:1 ve vztahu k lecitinu. Dale byla
suspenze zpracovana na mikrofluidizacni komote typu Z s primérem 100 mikrometrdi, a to
celkem 100 cykly priichodu kapaliny komorou pii tlaku 1800 Bar a za pribézného chlazeni
ledovou tFisti.

Byla pfipravena lékova forma 11a s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 34,2 mg/ml.

b) Na chlazeném mikrofluidizéru (tj. zatizeni firmy Microfluidics, Inc., USA, poloprovozniho
typu) byl nejprve fluidizovan praskovy lecitin v Cistoté pro farmakologii v koncentraci 30 mg na
mililitr sterilniho isotonického roztoku KPi spolu s praskem mikrokrystalického FCH
povrstveného glukézou piipraveného v prikladu 1b, pficemZ u¢inna latka byla v hmotnostnim
poméru 2:1 ve vztahu k lecitinu. Fluidizace byla provadéna v komote typu Y s primérem 100
mikrometr 60 cykly tak, aby cely objem tekutiny nckolikrat prosel mikrofluidiza¢ni komorou,
pti tlaku 1000 Bar. Poté byly za stalého michani ptfidavany svétlo-konvertujici nanocastice
ptipravené v ptikladu 6, povrstvené TAOS, v hmotnostnim poméru 0,15:1 ve vztahu k lecitinu.
Dale byla suspenze zpracovana opét na mikrofluidizacni komote typu Y s primérem 100
mikrometrl a to celkem 110 cykly prichodu kapaliny komorou pii tlaku 1500 Bar a za
pribézného chlazeni ledovou tfisti.

Byla pfipravena lékova forma 11b s koncentraci FCH hydroxyhlinitého 35,2 mg/ml.

Ucinnost celého procesu byla sledovana mikroskopicky tak, aby se ve vysledné smési jiz

nevyskytovaly tmavomodré krystalky ftalocyaninu, a veskery ftalocyanin byl inkorporovan do
liposomti nebo byl z Iékové formy vymyt.

Priklady testovani terapeutické ti€innosti ptipravenych lékovych forem:

Piiklad 12

Pro ucely pilotniho testovani (screeningu) Iékovych forem piipravenych v ptikladech 7 az 11
byla zvolena intratumoralni aplikace l¢kové formy pfimo do nadoru athymickych holych nu/nu
mysi s xenotransplantovanymi lidskymi tumory, konkrétné s amelanotickym nepigmentovanym
melanomem linie C-32. Po implantaci lidskych nadorovych bun¢k do podkozi athymickych

-10 -



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 307580 B6

nu/nu mysi byl tumor monitorovan a jakmile dosahl velikosti cca 100 az 150 mm’ (cca 8 dni po
transplantaci), bylo ptikroceno k intratumoralni aplikaci lékové formy. Lékova forma pfipravena
dle piikladd 7 az 11 byla nejprve filtrovana ptes filtry s 1 mikrometrovymi pory, poté bylo 200
mikrolitrii 1ékové formy injekéné aplikovano piimo do tumoru pokusnych mysi. Po ¢asovém
intervalu 10 minut (Tpr) byla nadorova tkan ozatena laserem o vlnové délce 980 nm pii vykonu
3W a celkové energii 160 J/cm®.

Vysledek pokusu byl hodnocen na zakladé zmény objemu tumoru a velikosti povrchové nekrozy.
Vsechny ptipravené 1¢kové formy podle piikladii 7 az 11 vykazovaly pii intratumoralni aplikaci
podobné vysledky (viz obrazek 4). Pro nasledné testovani terapeutické ti€innosti vSak musela byt
z divodu velkého poctu pokusnych zvifat zvolena pouze jedna lékova forma, a tak byla
namatkou vybrana lékova forma pfipravena podle prikladu 7b.

Piiklad 13

Pro testovani terapeutické ucinnosti liposomové Iékové formy byly zvoleny athymické holé
nuw/nu mySi s Xxenotransplantovanymi lidskymi tumory, konkrétné s amelanotickym
nepigmentovanym melanomem linie C-32. Po implantaci lidskych nadorovych bun¢k do podkozi
athymickych nu/nu my3i byl tumor monitorovan a jakmile dosahl velikosti cca 200 mm” (cca 10
dni po transplantaci), bylo pfikroceno k intravenozni aplikaci 1ékové formy. Lékova forma
ptipravena dle ptikladu 7b byla nejprve filtrovana pies filtry s 1 mikrometrovymi pory, poté bylo
200 mikrolitrti 1¢kové formy injekéné aplikovano do ocasni zily pokusnych mysi. Po riiznych
Casovych intervalech byla nadorova tkan ozarena laserem o vinové délce 980 nm pti vykonu 3W
a celkové energii 160 J/cm’,

Mysi po 1é¢bé vykazovaly remisi tumord a zjevné hojeni provazené povrchovymi nekrézami. Pro
hodnoceni experimentu byly pouzity praveé tyto dva parametry: velikost tumoru v ¢ase po ozareni
a velikost povrchovych nekroz. Jako kontrolni panely byly pouzity athymické holé nu/nu mysi s
xenotransplantovanymi lidskymi tumory ozarené pouze laserem, mysi s aplikaci 1ékové formy
bez ozareni anebo s aplikaci 1ékové formy bez FCH a néslednym ozafenim. Vysledky testovani
ukazuje obrazek 8.

Bylo zjisténo, Ze G¢innost PDT, velikost nekroz a velikost tumoru je zavisla na Tpp — intervalu
mezi aplikaci pfipravku a ozafenim laserem, pficemz nejlepSich vysledkd bylo dosazeno pii
aplikaci lékové formy 10 minut pfed ozafenim laserem, naopak pii aplikaci lékové formy 12
hodin pfed ozafenim laserem byla 1éCba neti¢inna, nador nebyl ovlivnén a rostl dal (viz obrazek
3). Graf terapeutické ucinnosti 1ékové formy podavané i.v. v porovnani s kontrolni skupinou,
s gelovym topickym preparatem podle patentu CZ 298978 a s aplikaci 1ékové formy i.t. podle
ptikladu 10 ukazuje obrazek 5.

Pramyslova vyuzitelnost

Liposomova lékova forma se svétlo-konvertujicimi nanoCasticemi je vyuZitelna pro
infraervenou fotodynamickou terapii nadorovych onemocnéni.

PATENTOVE NAROKY

1. Liposomova I¢kova forma se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi, vyznacujici se tim,
Ze obsahuje lecitin, svétlo-konvertujici nano&astice NaYF, dopované Yb’* a Er’*
v hmotnostnim poméru 0,1:1 az 0,25:1 ve vztahu k lecitinu, a uc¢innou latku
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v hmotnostnim poméru 0,1:1 az 3:1 ve vztahu k lecitinu, pficemz uc¢inna latka je vybrana
ze skupiny zahrnujici hydrofobni ftalocyanin hydroxyhlinity, hydrofobni ftalocyanin
hlinity, hydrofobni ftalocyanin zine¢naty, hydrofobni ftalocyanin kiemicity ¢i
organokiemicity.

Liposomova lékova forma podle naroku 1, vyznadujici se tim, ze svétlo-konvertujici
nanocastice NaYF, dopovaného Yb** a Er’* maji molarni pomér sodiku ku ytterbiu a
erbiu je 1:1 az 2:1.

Liposomova l¢kova forma podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze svétlo-konvertujici
nanocastice NaYF, dopované Yb’* a Er’* maji molarni pomér ytria ku ytterbiu ku erbiu
80:18:2.

Liposomova lékova forma podle naroku 1 nebo 2 nebo 3, vyznaéujici se tim, Ze svétlo-
konvertujici nano¢astice NaYF, dopované Yb’* a Er’* jsou povrstveny neporézni silikou.

Liposomova lékova forma podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Ze ¢inna latka je ve
form¢ mikrokrystali nebo modifikovanych mikrokrystal(, které jsou povrstveny
farmaceuticky akceptovatelnym cukrem, polymerem, lipidem nebo soli, ktery tvoti 5 az
10 % hmotn. modifikovaného mikrokrystal

Zpusob pripravy liposomové Iékové formy podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze lecitin
a ucinna latka se smisi s vodou nebo vodnym roztokem v koncentraci 10 az 30 mg na
mililitr a vznikla suspenze se aplikuje do mikrofluidizéru osazeného mikrofluidizacni
komorou o priméru 75 az 100 mikrometrt za teploty vyssi nez 0 °C, mikrofluidizér se
nastavi na tlak 100 az 200 MPa a fluidizace se spusti alespon na 40 cykll prichodu
suspenze mikrofluidiza¢ni komorou, poté se k suspenzi ptidaji svétlo-konvertujici
nanocastice NaYF, dopované Yb’* a Er’*.

Zpusob pripravy liposomové lékové formy podle naroku 6, vyznacujici se tim, Ze
suspenze se svétlo-konvertujicimi nanocasticemi NaYF, se fluidizuje alespon 50 cykly.

Zpusob pripravy liposomové 1ékové formy podle naroku 6, vyznaéujici se tim, Ze se
lecitin pred smisenim s u¢innou latkou smisi s vodou nebo vodnym roztokem

v koncentraci 10 az 30 mg na mililitr a vznikla emulze se aplikuje do mikrofluidizéru
osazeného mikrofluidiza¢ni komorou o priméru 100 mikrometrt za teploty vyssi nez

0 °C, mikrofluidizér se nastavi na tlak 100 az 200 MPa a fluidizace se spusti alespoii na
50 cykla prichodu emulze mikrofluidizani komorou.

Zpusob pripravy liposomové 1ékové formy podle naroku 6, vyznaéujici se tim, Ze se
uc¢inna latka pred smisenim s lecitinem smisi s vodou nebo vodnym roztokem

v koncentraci 10 az 30 mg na mililitr a vznikla smés se aplikuje do mikrofluidizéru
osazeného mikrofluidiza¢ni komorou o priméru 75 az 100 mikrometrt za teploty vyssi
nez 0 °C, mikrofluidizér se nastavi na tlak 100 az 200 MPa a fluidizace se spusti alespon
na 40 cyklt prichodu smési mikrofluidiza¢ni komorou.

Zpusob ptipravy liposomové 1ékové formy podle naroku 7 nebo 8 nebo 9 nebo 10,
vyznacdujici se tim, Ze vodny roztok je sterilni isotonicky roztok, fyziologicky roztok

nebo pufr.

Liposomova l¢kova forma podle naroku 1 pro pouziti jako 1é¢ivo.
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12. Liposomova l¢kova forma podle naroku 1 pro pouziti pii I1éCeni nadorovych onemocnéni
infraCervenou fotodynamickou terapii.

6 vykrest
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Obr. 1

Obr. 2
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Zména objemu tumoru lidského nepigmentovaného melanomu linie €-32 pf
pouziti riiznych lékovych forem intratumoraing,

Objem tumory on

Zména objemu tumoru fidského nepigmentovaného melanomu linie €-32
pfi riznych variantach fotodynamicke terapie {PDT).
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