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Oppfinnelsen vedrgrer en formulering for fremstilling av en instillasjonslgsning for bruk
ved fotodynamisk terapi, inneholdende hypericin i form av et alkalimetallsalt, spesielt i
form av kaliumsalt eller natriumsalt, bundet til en polymer kompleksdanner, nemlig en

polyetylenglykol eller et poly-N-vinylamid, i samsvar med kravene.

Fotodynamisk terapi (PDT) er en metode som er egnet til behandling av tumorer og
premaligne endringer i huden og mukosa til forskjellige hulorganer (Juarranz m.fl.,
2008; Agostinis m.fl., 2011).

PDT-metoden baserer seg pa vekselvirkning mellom tre komponenter:

fotosensibilisator, lys i synlig omrade og oksygen.

Etter systemisk eller topisk pafgring av en fotosensibilisator fglger en akkumulering av
fotosensibilisatoren i det maligne vevet. Ved hjelp av lys med passende bglgelengde
kan fotosensibilisatoren stimuleres. I stimulert tilstand blir energi overfgrt til en
reaksjonspartner, f.eks. molekylaert oksygen. Med det genereres reaktive
oksygenmolekyler, som igjen skader cellulaere strukturer i tumorvevet, hvorigjennom
cellulzere prosesser som apoptose og nekrose innledes (Agostinis, m.fl., 2011: Allison
og Sibata, 2010).

En ideell fotosensibilisator for PDT fremviser selektiv akkumulering i tumorceller, ingen

eller minimal systemisk toksisitet og er fotokjemisk virksom.

Hypericin 1,3,4,6,8,13-heksahydroksy-10,11-dimetylfenantro (1,10,9,8-
opgra)perylen-7,14-dion er allerede beskrevet som en mulig fotosensibilisator i
litteraturen (Agostinis m.fl., 2002).

I in vitro-undersgkelser er virksomheten av hypericin i PDT vist i en rekke av

cellelinjer (Karioti og Bilia, 2010).

Videre bekrefter in vivo dyrestudier hypericins potensiale for bruk i PDT
(Bhuvaneswari m.fl., 2010; Chen m.fl., 2003; Liu m.fl., 2000; Sanovic m.fl., 2011).

Hypericin er hydrofobt og ulgselig i vann. Av denne grunn ble tidligere hypericin bragt
i Igsning ved hjelp av det organiske Igsemiddelet dimetylsulfoksid (DMSO) eller en
vannlgselig polymer, polyetylenglykol (PEG).

Dyreforsgk i en rottemodell viste oppmuntrende resultater med hensyn til PDT ved
blzerekarsinom. Der ble hypericin bragt inn i tumorcellene ved hjelp av

polyetylenglykol. Med en hypericindose pa 30 uM og en bestraling med lys (595 nm)
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med en intensitet pd 25 opp til 50 mW/cm? kunne inntil 98% av tumorcellene drepes
(Kamu habwa m.fl. 2003).

For klinisk bruk kreves imidlertid en vannlgselig formulering av hypericin som besitter

tumorselektivitet og kan stimuleres med lys i det synlige omradet.

Dokumentet WO 01/89576 A2 beskriver hvordan lIgseligheten til hypericin kan gkes
gjennom hjelpestoffet polyvinylpyrrolidon (povidon, PVP).

Bruk av PVP-hypericin i PDT er ogsa beskrevet i WO 2014/079972 A1. WO
2014/079972 Al befatter seg spesielt med en anordning som kan anvendes ved PDT

av hulorganer, som menneskeblaren.

WO 2015/131891 A1 vedrgrer bruk av hypericin i form av natriumsalt b&de for

fotodynamisk diagnose og for fotodynamisk terapi.

Produktet som vises i WO 2015/131891 A1l foreligger i form av en vannfri lgsning i
alkohol (nemlig etanol) og inneholder PRG som Igsningsformidler. Lgsningen skal for

sin bruk som fotosensibilisator fortynnes i en baererlgsning (glukoselgsning).

Den saledes frembragte infusjonslgsningen skal inneholde 0,01 til 0,05 mg natrium-

hypericinat og skal administreres over et tidsrom pa 90 minutter

PVP-hypericin fremviser en selektiv akkumulering i tumorceller in vitro og in vivo
(Kubin m.fl., 2008; Vandepitte m.fl., 2011).

Oppfinnelsen har som mal 3 tilveiebringe en steril og stabil formulering av hypericin,

som kan anvendes for klinisk bruk i PDT.

Dette malet oppnds med en formulering av hypericin som utviser trekkene ifglge

patentkrav 1.

Foretrukne og fordelaktige utfgrelsesformer av formuleringen av hypericin ifglge

oppfinnelsen er gjenstand for underkravene.
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Overraskende nok har det vist seg at formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen
kun er stabil og dermed anvendelig under kliniske betingelser ndr hypericin foreligger

som salt.

En evaluering av formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen i dyreforsgk har,
overraskende nok, vist at ved en dose pa 30 UM hypericin i en stabil formulering med
PVP i samsvar med eksempel 1 en pakrevet lysintensitet pd 5 eller 25 mW/cm? ved en
bglgelengde pa 595 nm og 120 minutters virketid i bleeren (instillasjonstid) er
tilstrekkelig til & drepe 98% av tumorcellene. Det samme resultat med 98% drepte
tumorceller oppnas ogsa ved samme lysintensitet og 40 uM hypericin med en virketid
pd 15 eller 30 minutter og behandling med lys med en bglgelengde p& 610 nm.
Likeledes oppnar en instillasjonstid pa 1 time, ved 20 uM hypericin, samme
lysintensitet og 570 nm lysfrekvens en dgdsrate p& 97%, og en instillasjonstid pa 120
minutter, ved 9 UM hypericin, samme lysintensitet og behandling ved 600 nm en
dgdsrate pd 95%. Hvormed, ved lysintensitteer pa 5 til 25 mW/cm?2 med lysfrekvenser
pa 570 til 610 nm, hypericinkonsentrasjoner fra 9 til 40 pM og virketider mellom 15 og
120 minutter, en dgdsrate pd 95 til 98% av tumorcellene (anvendelseseksemplene 1,

2, 3 og 4) oppnas.

Effektiviteten til en PDT-terapi avhenger i vesentlig grad av den totale mengden lys.
Samtidig gker sannsynligheten for lokale bivirkninger med gkende lysintensitet.
Ved hjelp av formuleringen ifglge oppfinnelsen oppnas en forbedret akkumulering i
malignt vev, hvorigjennom en betydelig redusert lysintensitet pa allerede 5 til

maksimalt 25 mW/cm? er tilstrekkelig til @ drepe tumorcellene.

Den selektive konsentrasjonen av formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen og
den overraskende lave lysintensiteten som var ngdvendig for en PDT-terapi i
dyremodellen ved bruk av formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen, tillater bruk
ved terapi av lesjoner i forskjellige kroppslige hulrom som kan nds med den

ngdvendige lysdose.

Nedenfor vil eksempler pad formuleringen av hypericin (hypericin-PVP kompleks) ifglge

oppfinnelsen bli gjengitt.

Generell prosedyre for fremstilling av en formulering med virkestoffet natrium-

hypericinat:
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Malet er fremstilling av en formulering inneholdende hypericin for bruk som

fotosensibilisator innen fotodynamisk terapi.

Formuleringen ifglge oppfinnelsen blir fremstilt fra et salt av hypericin, spesielt fra

natrium-hypericinat.

For & definere hypericin-innholdet i utgangsmaterialet blir i tillegg til
innholdsbestemmelsen, framfor alt vanninnhold og, i tilfellet med natrium-hypericinat,
natriumandelen spesifisert. De kjemisk-fysikalske egenskapene kan ha en innvirkning

pa formuleringen av det farmasgytiske medikamentet.

For klinisk bruk er stabilitet av formuleringen ifglge oppfinnelsen ngdvendig.
Stabiliteten sikres gjennom sammensetningen til det ferdige produktet, og angar
samtidig ogsa fremstillingsmetoden. Gjennom buffersystemene som anvendes kan en
tilstrekkelig stabilitet av bulklgsningen oppnds ogsa under fremstilling frem til

lyofilisering av det ferdige produktet.

Som buffersystemer kan forskjellige tilsatsstoffer anvendes, som fortrinnsvis bade for
bulklgsningen og for den rekonstituerte Igsningen oppnar en fysiologisk kompatibel
pH-verdi og et osmotisk trykk pa 290 mOsmol/kg etter rekonstitusjonen med 50 ml
vann for injeksjon. Fosfat- eller sitrat-buffersystemer kan i fgrste rekke komme til

anvendelse.

Etter at bulklgsningen med de ovennevnte bestanddeler er ferdig, blir den

motsvarende mengden av bulklgsningen fylt over pa injeksjonsflasker og lyofilisert.

Eksempel 1:

Fra natrium-hypericinatet fremstilles en Igsning med et malnettoinnhold p& 90,0 mg

hypericin.

5,0 g av hypericinlgsningen tilsettes til 1875 mg PVP k25 og lgses fullstendig opp.

Denne Igsningen blir kvantitativt utfylt til 250,0 g med en fosfatbufferlgsning. Den

endelige konsentrasjonen til denne Igsningen er 0,0225 mg hypericin/g lgsning.
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For lyofiliseringen blir en definert mengde av den sdledes oppnddde bulklgsningen fylt
over pa injeksjonsflasker og det ferdige lyofilisatet fremstilt med et motsvarende lyo-

program.
Eksempel 2:

Det blir fremarbeidet som angitt i eksempel 1, bortsett fra at PVP k17 blir anvendt for

kompleksering av natrium-hypericinatet istedenfor PVP k25.
Eksempel 3:

Det blir fremarbeidet som angitt i eksempel 1, bortsett fra at PVP k30 blir anvendt for

kompleksering av natrium-hypericinatet istedenfor PVP k25.
Eksempel 4:

Det blir fremarbeidet som angitt i eksemplene 1, 2 eller 3, bortsett fra at en

sitronsyre-bufferlgsning blir anvendt istedenfor fosfatbufferlgsningen.

Bulklgsningene fremstilt som beskrevet i eksemplene 1 til 4 kan produseres med

forskjellige hypericin-innhold.

Virksomheten til formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen ble kontrollert i et

preklinisk studie med bruk av formuleringen som eksempel 1.
Anvendelseseksempler:

For dette formal ble formuleringen av hypericin ifslge oppfinnelsen for PDT undersgkt i
en preklinisk, ortotop modell av blaeretumor hos rotter. I alle eksemplene ble
tumorene behandlet med formuleringen av hypericin ifglge oppfinnelsen i forskjellige
konsentrasjoner pa 9 til 40 uM, ved forskjellige lysintensiteter pa 5 eller 25 mW/cm?2,
forskjellige lysfrekvenser pa 570 til 610 nm og forskjellige instillasjonstider.

Eksempel 1. Etter 2 timers instillasjon med 30 pM av formuleringen av hypericin ifglge
oppfinnelsen og forskjellige lysintensiteter (5 eller 25 mW/cm?) med lys med en

bglgelengde pa 595 nm kunne opptil 98% av tumorcellene drepes.
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Eksempel 2. Etter 1 times instillasjon med 20 uM av formuleringen av hypericin ifglge
oppfinnelsen og forskjellige lysintensiteter (5 eller 25 mW/cm?) med lys med en

bglgelengde pa8 570 nm kunne opptil 97% av tumorcellene drepes.

Eksempel 3. Etter 15 eller 30 minutters instillasjon med 40 uM av formuleringen av
hypericin ifglge oppfinnelsen og forskjellige lysintensiteter (5 eller 25 mW/cm?) med

lys med en bglgelengde pa 610 nm kunne opptil 98% av tumorcellene drepes.

Eksempel 4. Etter 2 timers instillasjon med 9 yM av formuleringen av hypericin ifglge
oppfinnelsen og forskjellige lysintensiteter (5-25 mW/cm?) med lys med en

bglgelengde pa 600 nm kunne opptil 95% av tumorcellene drepes.

Resultatene av undersgkelsene pd rottemodellen er gjengitt i fig. 1 og 2. I
diagrammene star “ns” for "ikke signifikant og “*” star for “signifikant.” Diagrammene
i fig. 1 og 2 viser overlevelsen av tumorceller etter behandling med formuleringen av
hypericin ifglge oppfinnelsen og lys. 24 timer etter behandlingen var blaerevevet
dissosiert og de overlevende cellene ble bestemt med bruk av et klonogent assay i

sammenlikning med kontrollene (uten PVP-hypericin og lys).

Den relative overlevelsen til cellene under PDT-betingelser (PVP-hypericin i samsvar
med eksempel 1 og behandling med lys) er (representert som middelverdi + SD): 7,4
(+/- 6,4)% ved bruk av 5 mW/cm? og 2,4 (+/-4,0)% ved 25 mW/cm? og en
lysbehandlingsvarighet pa 60 minutter. Dette er vist i to diagrammer (fig. 1 og 2).
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Patentkrav

1. Formulering for fremstilling av en instillasjonslgsning som er anvendelig ved
fotodynamisk terapi, inneholdende hypericin i form av et alkalimetallsalt, spesielt i
form av kaliumsalt eller natriumsalt, bundet til en polymer kompleksdanner, nemlig en
polyetylenglykol eller et poly-N-vinylamid, hvor instillasjonslgsningen inneholder
hypericin i en konsentrasjon pa 9 til 40 uM, karakterisert ved at formuleringen er et
stabilt lyofilisitat som er utvunnet fra en vandig lgsning, inneholdende
alkalimetallsaltet av hypericin, kompleksdanneren og et buffersystem, spesielt et

fosfatbuffer eller en sitronsyre-bufferigsning.

2. Formulering ifglge krav 1, karakterisert ved at poly-N-vinylamidet er

polyvinylpyrrolidon (PVP) med forskjellig polymeriserings- og tverrbindingsgrad.

3. Fremgangsmate for fremstilling av en stabil formulering ifslge krav 1 eller 2,
karakterisert ved fglgende konsekutive fremgangsmatetrinn,

a) en vandig Igsning av alkalimetallsaltet av hypericin fremstilles,

b) lgsningen frembragt i trinn a) tilsettes til kompleksdanneren, spesielt
polyvinylpyrrolidon, og opplgses,

c) et fosfatbuffer eller en sitronsyre-bufferlgsning tilsettes til Igsningen
frembragt i trinn b), for 8 oppnd en konsentrasjon pa 0,0225 mg hypericin/g lgsning,
og

d)andeler av bulklgsningen oppnadd etter trinn c) lyofiliseres.
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