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)

VERSCHIEDENEN POLYMERISATIONS- UND VERNETZUNGSGRADES

Hypericin, ein Naturstoff der in verschiedenen Pflan-
zen, Pilzen aber auch in Protozoen und sogar Wanzen
vorkommt. Die lipiden und wasserunltslichen Eigenschaf-
ten von Hypericin erschweren die Applikation im mensch-
lichen Kérper.

Durch die Bindung der Reinsubstanz Hypericin an
Polyvinylpyrrolidon (PVP) kann ein gut wasseriéslicher
Komplex dargestellt werden, der fur therapeutische und
diagnostische Anwendungen geeignet ist.

Die wasserlosliche Wirkstoffkombination kann bei-
spielsweise zur Durchfithrung der photophysikalischen
Diagnostik (PPD) eingesetzt werden.

Nach selektiver Bindung des Komplexes an Lésionen
humanen Gewebes wird mit elektromagnetischer Strahlung
(Licht) oder Ultraschall der Farbstoff angeregt und der
physikalische bzw. chemische Response zur Diagnostik
genitzt.

Die Wirkstoffkombination ist folgendermassen zusam-
mengesetzt: die Reinsubstanz Hypericin aus Pflanzen
isoliert (oder synthetisches Hypericin etwa aus Emodin
synthetisiert) gebunden oder komplexiert an Polyvinylpyr-

rolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Vernetzungs-
grades. Dadurch kann der ansonsten wasserunlosliche Farbstoff
Hypericin zu verschiedenen medizinischen Zwecken in wassriger
Form verabreicht werden.
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine wassrige Losung des Pflanzeninhaltsstoffes
Hypericin durch Bindung an Polyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen Polymerisations- und Ver-
netzungsgrades zur Verwendung fur therapeutische oder diagnostische Anwendungen, wie zum
Beispiel als Photosensitizer in der photophysikalischen Diagnostik.

Besonders fiir die systemische Applikation grosserer Mengen (bis 5 mg | kg KG) fehlt
bis heute die entsprechende wissrige Verabreichungsform.

Hypericin kommt in der Natur haufig vor und ist ein Pflanzeninhaltsstoff, der nicht nur in
Hypericum perforatum (Johanniskraut) enthalten ist, sondern auch in vielen anderen Hypericum
Species (Hypericum hirsutum, H. montanum, etc.) sowie in verschiedenen anderen Pflanzen (zB.
in Buchweizen mit Seitenketten als Fagopyrin). Weiters ist dieses Pigment in Protozoen (Ble-
pharisma, Stentor coeruleus) zu finden, in Halbflugler (Wanzen, Hemiptera) und als Vorstufe im
Blatterpilz Dermocybe austroveneta. Die Flechtenart Nephroma laevigatum enthalt ebenfalls
Hypericinderivate.

Uber Emodin aus Cortex fangulae (Faulbaumrinde) ergibt sich ein einfacher semisynthetischer
Weg zu Hypericin.

in den letzten 25 Jahren entwickelte sich die selektive Photosensibilisierung von malignen Ge-
weben, oder Gewebeerkrankungen anderer Art zu einem eigenstandigen medizinischen Gebiet [1,
2, 6). Darin finden insbesondere zwei Methoden klinische Anwendung [3]:

. Ausnutzung physikalischer Effekte (zB. lichtinduzierte Fluoreszenz) zur Diagnose (Photo-

physikalische Diagnose (PPD))

« Ausnutzung der lichtinduzierten photodynamischen Prozesse als Therapieform (Photodyna-

mische Therapie (PDT))

Die Entwicklung der PDT und PPD zeigt heute einen progressiven Verlauf. Seit 1992 hat sich
der monatiiche Output an wissenschaftlichen Publikationen nahezu verdreifacht (Current Contents:
Life Sciences). Dieses Faktum ist einerseits darauf zuriickzufuhren, dafk sich die PDT als effektive
Tumortherapie erwiesen hat und andererseits auch fur nichtmaligne Erkrankungen wie zB. Gefal-,
Viruserkrankungen Anwendung findet.

PDT und PPD bedienen sich Mechanismen, die der Wechselwirkung zwischen Licht und Ge-
webe zugrundeliegen. Vermittler dieser Wechselwirkungen sind ein geeigneter Photosensitizer und
Sauerstoff. So ergeben sich vier EinfluBbereiche - Licht, Sensitizer, Sauerstoff und Gewebe-
matrix (physikalisch-optische und chemische Gewebebeschaffenheit [4, 5]), deren Zusammenwir-
ken die zielfuhrende Anwendung von PDT und PPD erméglicht. Photosensitizern, die geringe
systemische Toxizitst aufweisen und sich im Idealfall im malignen Tumor anreichern, werden
verabreicht. Darauffolgende Belichtung mit sichtbarem Licht induziert photochemische Reaktionen
vor allem vom Typ I, aber auch Typ |, die weitgehend eine Zerstérung von Biomembranen, Biomo-
lekilen und subzellularen Organelien hervorrufen {3].

Diese Reaktionen werden therapeutisch in der photodynamischen Tumortherapie gendtzt, in
dem cytotoxische Reaktanden der aktivierten Photosensitizer Tumorzellen zerstoren. Weiters kén-
nen bei malignen Lasionen angereicherte Sensitizer tber ihr Fluoreszenzlicht fur diagnostischen
Methoden herangezogen werden.

Die beiden Dokumente EP 0 702 957 B1 und DE 197 56 677 A1 beschreiben Arzneistoffextrak-
te aus verschiedenen Pflanzen, die nach Zugabe von PVP bis zur Trockene eingeengt werden. Es
entsteht dabei eine heterogene Mischung aus einigen hundert bis tausend verschiedene Pflanzen-
inhaltsstoffen und PVP, die schlieRlich fur peroralen Einnahme Anwendung finden soll.

In der vorliegenden Anmeldung soll jedoch eine definierte Reinsubstanz (Hypericin, syntheti-
siert oder als Naturstoff isoliert und hochgereinigt) eingesetzt werden und eine echte Komplex-
bindung mit PVP hergestellt werden, und keine Mischung.

Die vorliegende Erfindung befaft sich mit einer neuen Verabreichungsform von Sensitizern
(Hypericin komplexiert mit PVP = Farbstoffkomplex) zur Diagnostik oder Behandlung von malignen
aber auch nichtmalignen Erkrankungen.

Erfindungsgemaf ist ein solches Heilmittel folgendermassen zu einem Farbstoffkomplex zu-
sammengesetzt:

« Hypericin (aus Hypericum perforatum isoliert, oder synthetisiert zB. aus Emodin):

« in wissriger Losung (etwa physiolog. Kochsalzlésung) und

* Polyvinylpyrrolidon (PVP)
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Durch PVP ist es mdglich den wasserunidslichen Sensitizer Hypericin in wéssriger Losung zu
verabreichen. Dadurch ist die Verwendung von stark gewebeirritierenden organischen Lésungsmit-
teln vermeidbar und eine physiologisch gtinstige Applikationsform fur verschiedenste diagnostische
und therapeutische Anwendungen darstellbar..

Je nach Anwendungsbereich liegen etwa folgende Konzentrationen der Komplexverbindung
vor:

Hypericin von 1 uMol/i bis 0,1 Mol/l

PVP von 1 uMol/l bis 0,1 Mol/l

Das molare Verhaltnis von PVP zu Hypericin ist abh&ngig vom Polymerisations- und Vernet-
zungsgrades des PVP. Je kieiner die molare Masse von PVP, desto hoher muss dessen Konzen-
tration im Verh&itnis zu Hypericin vorliegen, um den Sensitizer vollstandig zu lésen.

Bei topischer Verabreichung ist auf Grund der geringeren Diffusionsgeschwindigkeit die Kon-
zentration von Hypericin noch héher anzusetzen.

Die erste Ausgestaltung dieses Verfahrens besteht darin, daR aktivierbare Komplexe bzw. Ver-
bindungen hergestellt werden, die sich aus Hypericin zusammensetzt, das komplexiert oder kova-
lent gebunden ist an Polyvinylpyrrolidone verschiedenen Polymerisationsgrades. Figur 1 zeigt die
zeitabhangige Laslichkeit von Hypericin nach Kompiexierung durch PVP. Ohne PVP zeigt sich
keine Absorption im relevanten Spektralbereich. Erst nach Zugabe von PVP entsteht das typische
Absorptionsspektrum von Hypericin (max 600 nm) durch Lésung dieses Farbstoffes im wassrigen
Medium.

Hypericin bildet in wassriger Umgebung sofort unldsliche Aggregate, die ausfallen und vor al-
lem keine Fluoreszenz mehr zeigen (siehe Diwu Z. et al. [14]). Die vorliegende Lésung von Hyperi-
cin-PVP zeigt das typische Absorbtionsspektrum und emittiert Fluoreszenzlicht bei etwa 600 nm
Welleniange. Dies zeigt, dass Hypericin in geléster Form vorliegt (Hypericin in aggregierter oder
mikrodispersiver Form emittiert nach Anregung kein Fluoreszenzlicht).

Es hat sich herausgestelit, daB durch die Bindung von Hypericin an PVP eine wasser-
I1ésliche Form des Farbstoffes zur Verfiigung steht, die leicht applizierbar ist und eine bes-
sere Verteilung der Sensitizer und verbesserte Anreicherung und Selektivitat in pathologi-
schem Gewebe erreicht werden kann.

Bevorzugt werden als Trager Polyvinylpyrrolidone (PVP) mit einem Polymerisationsgrad von
niedrigeren Molmassen (10.000 - 80.000 g/Mol), da diese durch Zellmembranen diffundieren kén-
nen und ausscheidbar sind. PVP komplexieren Farbstoffe und es stelite sich in Experimenten
heraus, daf} auch iipophile Farbstoffe wie Hypericin so in wassrige Losung gebracht werden koén-
nen. Lasionen in der Blase (durch Spilung) konnten so angefarbt und Gber Fluoreszenzlicht nach
Anregung erfolgreich detektiert werden. Nach Bedarf kann der Polymerisationsgrad von PVP auch
héher festgelegt werden.

Verwendung finden diese PVPs als Blutserumersatz, kinstliche Tranenfliissigkeit, zur Entgif-
tung und als Tablettenbinde- und Uberzugsmittel (orale Anwendung). Als Blutserumersatz werden
heute jedoch Uberwiegend Dextrane, Gelatine-Starke-Derivate und Serumproteiniésungen ver-
wendet, die ebenfalls Farbstoffe komplexieren kénnen und in dem hier Beschriebenen Verfahren
zum Einsatz kommen kénnen. Durch die Verwendung dieser unterschiedlichen Losungsvermittler,
wird auch die Gewebeselektivitat und -affinitat verandert und kann somit zu einer selektiveren
Anreicherung im entsprechenden Gewebe begunstigen.

Die Hypericinkomplexe werden bei systemischer Anwendung etwa 0,1 bis 36 Stunden vor der
Behandlung verabreicht. Dabei erwiesen sich Dosierungen der Sensitizer von 0,1 mg bis 5,0 mg
pro kg Korpergewicht als gunstig. Die Anreicherung im Zielgewebe wird nach herkémmlichen
Methoden (Fluoreszenzspektroskopie) bestimmt.

Geeignet zur Behandlung sind vor allem Tumore und Lasionen auf und unter der Haut, wie
auch in Kavitaten und Lumina oder tiefer liegenden Gewebeteilen. Gegenstand der vorliegenden
Erfindung ist es die zur Anregung erforderliche Lichtenergie (elektromagnetische Strahlung) mittels
Lichtwellenleiter in das Zielgewebe zu bringen. In kavitdren Regionen (Hohirsumen wie auch die
Blase) kann durch Spulung des Gewebes auch mit héher molekularem PVP die Diffusion des
Farbstoffkomplexes in die Lasionen ermoglicht werden. Hierbei wird auch die Wirkung des Ultra-
schalls auf die biologischen Transportvorgénge hervorgehoben.

Der Transport der Farbstoffkomplexe soll uber die GefaRe oder durch Diffusion durch Haut
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und/oder Gewebe zu den Lasionen erfolgen, wo eine selektive Anreicherung der Komplexe auf-
grund unterschiedlicher Morphologie und Physiologie beispielsweise von Tumoren stattfinden soll.
Nichtphysiologische (pathologische) Vorgange im Organismus umfassen sowohl gutartige wie
auch bésartige Erkrankungen. All diese Erkrankungen zeichnen sich durch erhéhten Stoffwechsel
aus. Auf Grund auch dieser Tatsache lagert sich der Farbstoff komplex bevorzugt in diesen Kérper-
regionen an. Dadurch ist eine erhdhte Sensibilisierung des erkrankten Gewebeareals zu erzielen.

Die genannten Verbindungen reichern sich also sowoh! in malignen als auch in benignen Lasi-
onen an, nicht aber in gesundem Gewebe. Dadurch ist die Detektion von Lasionen uber emittiertes
Fluoreszenzlicht moglich (Diagnostik). Die selektive Sensibilisierung ermoglicht weiters die thera-
peutische Behandlung (photodynamische Therapie).

Auch eine Kombination Ultraschall-Licht gewahrleistet ein breiteres Anregungsspektrum und
erdffnet eine selektivere Behandlungsform von malignen Gewebearealen und anderen Léasionen,
die sich im Schnittpunkt der beiden physikalischen Energieeintrage befinden - wodurch umliegen-
des Gewebe von der Behandiung mehr oder weniger unbetroffen bleibt.

Wenn bei der ersten erfindungsgemafen Behandlung nicht die volistandige Entfernung malig-
nen oder pathologischen Gewebes erreicht werden kann, ist eine Wiederholung der Therapie mog-
lich. Es wird gegebenenfalls sodann mehrmals, im Abstand von einigen Wochen nachbehandelt.
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PATENTANSPRUCHE:

Wirkstoffkombination zur Diagnostik und Behandlung von Tumoren dadurch gekennzeich-
net, dass die Reinsubstanz Hypericin an Polyvinylpyrrolidon (PVP) gebunden beziehungs-
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weise komplexiert ist.

Wirkstoffkombination nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass die Bindung bezie-
hungsweise Komplexierung von Hypericin an Polyvinylpyrrolidon (PVP) verschiedenen
Polymerisations- und Vernetzungsgrades vorliegt.

Verfahren zur Herstellung einer Wirkstoffkombination zur Behandlung von Tumoren und
krankem Gewebe, beziehungsweise zur photophysikalischen und photodynamischen Dia-
gnostik, bezichungsweise zur Krebsfruherkennung, dadurch gekennzeichnet, dass Hyperi-
cin an PVP gebunden beziehungsweise komplexiert wird.

Verfahren nach Anspruch 3 dadurch gekennzeichnet, dass die Komplexierung in wassriger
gegebenenfalls abgepufferter Losung vorgenommen wird.

Verfahren nach Anspruch 4 dadurch gekennzeichnet, dass die Wirkstoffkombination in an
sich bekannter Weise zur intravenosen, intrakavitéaren, oralen, intraperitonealen und ober-
flachlichen Verabreichung, in hydrophilen oder hydrophoben Tragerstoffen vorzugsweise
in Form einer Losung, Creme eines Gels, Emulsionen oder Pflasters bereitgestellt wird.
Verfahren nach Anspruch 5 dadurch gekennzeichnet, dass die Wirkstoffkombination zur
inhalativen Verabreichung in Form eines Aerosoles bereitgestelit wird.

Verwendung der Wirkstoffkombination nach Anspruch 1 und 2 zur Herstellung eines Arz-
neimittels zur Behandiung von Tumoren und krankem Gewebe.

Verwendung der Wirkstoffkombination nach Anspruch 1 und 2 zur Herstellung eines Dia-
gnostiziermittels zur photophysikalischen beziehungsweise photodynamischen Diagnostik
und zur Krebsfriherkennung.

HIEZU 1 BLATT ZEICHNUNGEN
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Figur 1: Photometrischer Nachweis der Léslichkeit von
Hypericin in Wasser nach Komplexierung durch PVP. a)
Hypericin ohne PVP. b) Hypericin + PVP nach 30 Minuten, c)
Hypericin + PVP nach 60 Minuten. d) Hypericin + PVP nach 180
Minuten.
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