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Oppfinnelsen vedrgrer en formulering for fremstilling av en instillasjonslgsning for bruk
ved fotodynamisk diagnose, omfattende hypericin bundet til et polymert
kompleksdannende middel, nemlig en polyetylenglykol eller et poly-N-vinylamid i form

av et alkalimetallsalt, spesielt kaliumsaltet eller natriumsaltet, ifglge patentkravene.

Blaerekreft er den vanligste kreften i urinveiene. Bleerekreft rammer menn mer enn tre
ganger sa ofte som kvinner. Det er den syvende vanligste typen kreft som er
diagnostisert hos menn (Ferlay et al., 2013). Omtrent 75-85% av pasienter med nylig
diagnostisert blaerekreft utviser ikke-muskelinvasive blaeretumorer, dvs. tumorer som
er begrenset til slimhinnen. Dette er tumorstadiene karsinom in situ (Tis), Ta eller T1
(Babjuk et al., 2015). Graden av tilbakefall ved ikke-muskelinvasiv blaerekreft er
sveert hgy. Sannsynligheten for tilbakefall er 15 til 61% i Igpet av det forste aret og 31
til 78% etter 5 &r (Witjes, Douglass, 2007). Den hgye graden av tilbakefall krever

mange ars overvadking og oppfglging av de en gang syke pasientene.

Det vanligste symptomet pa ikke-muskelinvasiv blaerekreft er hematuri. I tillegg kann
det oppsta irriterende symptomer eller smerter i nedre urinveier. En fysisk
undersgkelse gir ingen informasjon om en potensiell ikke-muskelinvasiv blaeretumor
(Babjuk et al., 2015). Den visuelle inspeksjonen av blzeren med et endoskop og
belysning med hvitt lys (cystoskopi med hvitt lys) og fjerning av vevsprgver er en
forste diagnose. Denne metoden er palitelig for eksofytiske tumorer. Flat karsinomer
(spesielt Tis), dysplasi, multifokal vekst og mikroskopiske lesjoner er mye

vanskeligere @ oppdage og overses ofte ved cystoskopi med hvitt lys.

Metoden for fluorescenscystoskopi (ogsa kjent som fotodynamisk diagnose (PDD))
forbedrer graden av p%visning av ikke-muskelinvasiv blaerekreft, spesielt Tis, og
reduserer dermed graden av tilbakefall (Burger et al., 2013, Kausch et al., 2010,
Stenzel et al., 2010).

Fotodynamisk diagnostikk (PDD) anvender de fotoaktive egenskapene til visse
forbindelser, sakalte fotosensibilisatorer, som foretrukket akkumuleres i tumorvevet

og forbedrer den optiske avgrensningen mellom normalt og neoplastisk vev.

Det grunnleggende prinsippet for fotodynamisk diagnostikk (PDD) er basert pa en
totrinns prosedyre som omfatter en systemisk eller topisk anvendelse av en
fotosensibilisator og aktivering av fotosensibilisatoren ved bestraling med synlig lys

med en passende bglgelengde.
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"Gullstandarden" for pavisning av ikke-muskelinvasiv blaerekreft er cystoskopi med
hvitt lys. Dersom det imidlertid er mistanke om Tis, anbefales bruk av
fluorescenscystoskopi (Babjuk et al., 2015), noe som gjgr at et gjennomsnitt pa 20%

mer Tis blir oppdaget (Witjes et al., 2010).

Porfyrinforlgperen 5-aminolevulinsyre (5-ALA) og derivatet heksaminolevulinsyre
(HAL) brukes ved fluorescensdiagnostikk. Begge stoffene er prodruger. Ved
metabolisering av medikamentet dannes et fotoaktivt molekyl som brukes for PDD.
Det eneste stoffet som er godkjent som et legemiddel for PDD ved indikasjonen

blzerekarsinom, er heksaminolevulinsyre (Hexvix®, Cysview®).

Egenskapene til hypericin (1,3,4,6,8,13-heksahydroksy-10,11-dimenylfenantro-
(1,10,9,8-opqgra)perylen-7,14-dion) som fotosensibilisator og indikator for kreftceller,
spesielt for p%visning av ikke-muskelinvasive tumorer i urotelet, er kjent. Hypericin er
ikke et pro-drug og ma ikke metaboliseres i vev, men kan stimuleres direkte med lys

med en passende bglgelengde s& snart hypericinet har akkumulert i vevet.

Imidlertid er ren hypericin hydrofob og uopplgselig i vann. Av denne grunn ble en
vannlgselig polymer, polyetylenglykol (PEG) i tidligere prekliniske studier, eller
serumproteiner i kliniske studier, anvendt som effektive hypericin-
transportgrer/baerere for a bringe det uopplgselige hypericin inn i malcellene
(D'Hallewin et al. 2000 og 2002; Olivo et al., 2003; Pytel et al., 2002).

Lgseligheten av hypericin kan gkes ved tilstedevaerelsen av hjelpestoffet
polyvinylpyrrolidon ("povidon", PVP) (WO 01/89576 A2).

En formulering av 25 mg PVP og 0,25 mg hypericin ble klinisk studert i 57 pasienter
(Kubin et al., 2008). Nar det gjelder flate lesjoner (Tis og dysplasi), ble det pa
lesjonsniva oppnadd en deteksjonsgrad pa 100% for Tis og 85% for dysplasi med
PVP-hypericin-understgttet PDD, mens cystoskopi med hvitt lys bare oppdaget 33%
(Tis) og 31% (dysplasi). ,

Den forbedrede deteksjon pa lesjonsniva er ogsa tydelig pa pasientniva: hos 16% av
pasientene oppdager PVP-hypericin-understgttet PDD lesjoner som ble oversett ved
cystoskopi med hvitt lys. Instillasjonstiden (oppholdstid i blaere) for PVP-
hypericinlgsningen var 60-220 minutter (gjennomsnittlig 111 £ 39 (SD) minutter)
(Kubin et al., 2008).
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3

Selv ndr den velkjente PDD-studien har oppnadd gode resultater, er et alvorlig
problem fremdeles ulgst. Den lange instillasjonstiden (dvs. & holde den administrerte
Igsningen i blaeren til pasienten) p& minst 60 minutter, er en belastning for pasienter
med ikke-muskelinvasivt bleerekarsinom som veldig ofte lider av smerter eller

kramper.

WO 2015/131891 A1l vedrgrer anvendelse av hypericin i form av natriumsalter til bade

fotodynamisk diagnose og fotodynamisk terapi.

Produktet som er beskrevet WO 2015/131891 Al er i form av en vannfri Igsning i
alkohol (nemlig etanol) og inneholder som tilsetningsstoff PEG. Lgsningen blir fgr

anvendelse som fotosensibilisator fortynnet i en bareropplgsning (glukoseopplgsning).

Den sdledes oppnadde infusjonsopplgsningen skal inneholde 0,01 til 0,05 mg

natriumhypericinat og bgr administreres i lgpet av 90 minutter.

Formalet med den foreliggende oppfinnelsen er @ tilveiebringe en steril farmasgytisk
hypericinformulering som kan produseres i stor skala og har en tilsvarende langvarig
stabilitet. Denne formuleringen av hypericin er antatt & vaere mer nyttig som

diagnostikum for blaerekreft enn kjente formuleringer.

Ovennevnte formal oppnds med en hypericinformulering som har trekkene ifglge krav
1.

Foretrukne og fordelaktige utfgrelsesformer av formuleringen ifglge oppfinnelsen er

gjenstand for underkravene.

Det har overraskende vist seg at hypericinformuleringen ifglge oppfinnelsen bare er
stabil og saledes anvendelig under kliniske betingelser nar hypericin er til stede som et

salt.

Innenfor rammen av en klinisk studie er det vist at hypericinformuleringen ifglge
oppfinnelsen er spesielt godt egnet for pavisning av maligne lesjoner hos pasienter
med mistanke om ikke-muskelinvasiv blaerekarsinom. Videre muliggjgr
hypericinformuleringen ifglge oppfinnelsen, uten & pavirke resultatene av PDD,
betydelig kortere instillasjonstider, noe som betyr en fordelaktig reduksjon av

belastningen for pasientene.
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Overraskende har anvendelse av formuleringen ifslge oppfinnelsen med en dose pa
22,5 mg PVP og 0,225 mg hypericin i kombinasjon med en instillasjonstid pa 30 til
maksimalt 50 minutter for en PDD av det ikke-muskelinvasive bleerekarsinom vist seg

3 vaere den optimale dosen.

Ved hjelp av formuleringen ifglge oppfinnelsen kunne Tis-lesjoner, som var blitt
oversett av cystoskopi med hvitt lys, identifiseres ved en instillasjonstid pa 30 til 50

minutter hos 35% av pasientene.

Fullstendig fjerning av tumoren (reseksjon) er det fgrste viktige trinnet i
pasientbehandlingen. Ofte er fullstendig reseksjon av tumorvev vanskelig. Som et
resultat blir tumormateriale oversett og forblir i pasientens blaere. Av denne grunn er

det spesielt viktig & oppdage og fierne kantene og grensene til tumorvevet fullstendig.

Anvendelsen av formuleringen ifglge oppfinnelsen med et hypericininnhold pa 0,225
mg (eksempel 1) viste en bedre gjenkjennelighet av vevsdetaljene, spesielt med
hensyn til kantomradene av tumorene. Dette gjgr diskriminering mellom malignt og

benignt vev lettere og tumoren kan fjernes fullstendig.

Denne bedre differensieringen mellom malignt og benignt vev kan ogsa oppnas med

et hypericininnhold pa 0,500 mg og en instillasjonstid pa bare 15 minutter.

Siden Tis-lesjoner er assosiert med ekstremt hgy grad av tilbakefall og en svart hgy
sannsynlighet for progresjon (det vil si utviklingen av en tumor til et mer fremskredet
stadium eller forekomst av metastaser), representerer en forbedret deteksjonsgrad og
dermed fullstendig fjerning av tumoren ved hjelp av hypericinformuleringen ifglge

oppfinnelsen en betydelig fordel med hensyn til det videre sykdomsforigpet.

Ved anvendelse av formuleringen ifglge oppfinnelsen er den ngdvendige
instillasjonstiden pa 15, gjennomsnittlig 30 til maksimalt 50 minutter, betydelig
kortere enn instillasjonstiden anvendt for en PDD med heksaminolevulinsyre. Allerede
etter en gjennomsnittlig instillasjonstid p& 30 minutter kunne maligne lesjoner
diagnostiseres ved anvendelse av den ovennevnte hypericinformulering. Denne
betydelig reduserte instillasjonstiden er en stor lettelse for pasienter med ikke-
muskelinvasiv blaerekarsinom og gker sannsynligheten for & oppfylle den ngdvendige

eksponeringstiden.
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Eksempler p& hypericinformuleringen ifglge oppfinnelsen er beskrevet nedenfor:

Generell prosedyre for fremstilling av en formulering som inneholder den aktive

bestanddelen natriumhypericinat:

Formalet er @ fremstille en hypericinholdig formulering for anvendelse som

fotosensibilisator innen omradet fotodynamisk diagnostikk.

Formuleringen ifglge oppfinnelsen fremstilles fra et salt av hypericin, spesielt fra Na-

hypericinat.

For & definere hypericininnholdet i utgangsmaterialet blir i tillegg til bestemmelsen av
innholdet, hovedsakelig vanninnhold og, i tilfelle av natriumhypericinat,
natriuminnholdet fastsatt. De kjemisk-fysiske egenskapene kan ha innvirkning pa

formuleringen av det farmasgytiske medikamentet.

For klinisk anvendelse er en stabilitet for formuleringen ifglge oppfinnelsen ngdvendig.
Stabiliteten sikres ved sammensetningen av det ferdige produktet og angar ogsa

fremstillingsprosessen. Pa grunn av de anvendte buffersystemene, kan en tilstrekkelig
stabilitet av bulklgsningen ogsa oppnas under fremstillingen helt til lyofilisering av det

ferdige produktet.

Som buffersystemer kan forskjellige tilsetningsstoffer anvendes, som foretrukket bade
for bulklgsningen og for den rekonstituerte opplgsningen oppnar en fysiologisk
kompatibel pH og et osmotisk trykk p& 290 mOsmol/kg etter rekonstituering med 50

ml vann for injeksjon. Fosfat- eller citratbuffersystemer kan primart anvendes.

Etter at bulklgsningen av de ovennevnte bestanddelen er ferdig, fylles den passende

mengde av bulklgsningen i injeksjonsflasker og lyofiliseres.

Eksempel 1:

Fra Na-hypericinatet fremstilles en Igsning med en malvekt pa 27,0 mg hypericin.

5,0 g av hypericinlgsningen tilsettes til 562,5 mg PVP k25 og opplgses fullstendig.
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Til denne Igsning tilsettes kvantitativt en fosfatbufferopplgsning til 250,0 g. Den

endelige konsentrasjonen av denne Igsningen er 0,0225 mg hypericin/g lgsning.

For lyofiliseringsformal fylles en definert mengde av den saledes oppnadde
bulkopplgsningen i injeksjonsflasker og det ferdige lyofilisat fremstilles ved anvendelse

av et passende lyo-program.

Eksempel 2:

Fremgangsmaten er som beskrevet i eksempel 1, hvor PVP k17 anvendes i stedet for

PVP k25 for @ danne kompleks med Na-hypericinat.

Eksempel 3:

Fremgangsmaten er som beskrevet i eksempel 1, hvor PVP k30 anvendes i stedet for

PVP k25 for & danne kompleks med Na-hypericinat.

Eksempel 4:

Fremgangsmaten er som indikert i eksempel 1, 2 eller 3, hvor en

sitronsyrebufferopplgsning anvendes i stedet for fosfatbufferopplgsningen.

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

forskjellige hypericinnivaer.

Fra hypericin-stamlgsningen (fremstilt fra natriumhypericinat) kan fglgende

fortynninger fremstilles fgr videre behandling:

¢ En definert mengde Igsningsmiddel tilsettes til og homogeniseres i 0,4 g av
hypericinlgsningen nevnt i eksempel 1. I dette tilfellet blir bare 187,5 mg PVP
(forskjellige typer PVP er mulig) tilsatt i det neste trinn for @ danne komplekset.
Dette resulterer i en sluttkonsentrasjon pa 0,0075 mg hypericin/g Igsning i den

ferdige bulklgsningen.

e En definert mengde Igsningsmiddel tilsettes til og homogeniseres i 0,2 g av
hypericinlgsningen nevnt i eksempel 1. I dette tilfellet blir bare 62,5 mg PVP

(forskjellige typer PVP er mulig) tilsatt i det neste trinn for & danne komplekset.
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Dette resulterer i en sluttkonsentrasjon pa 0,0025 mg hypericin/g Igsning i den

ferdige bulklgsningen.

I en klinisk studie ble formuleringen av hypericin ifglge eksempel 1 innfgrt i bleeren til
pasienter i en dose pa 22,5 mg PVP og 0,225 mg hypericin i gjennomsnitt fra 30 til 35
minutter, opp til maksimalt 50 minutter. Deretter ble det utfgrt en cystoskopi, farst

under hvitt lys, deretter under fluorescerende lys. Mistenkelige lesjoner ble fjernet og

klassifisert ved histologisk undersgkelse.

Hos 20 pasienter kunne Tis-lesjoner oppdages og bekreftes histologisk. PDD ved
anvendelse av en hypericinformulering ifglge oppfinnelsen viser en avgjgrende fordel
ved pavisning av Tis hos 35% av pasientene. Uten PDD som anvender
hypericinformuleringen ifglge oppfinnelsen ville Tis-lesjonene hos disse pasientene ha

forblitt uoppdaget.
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Patentkrav

1. Formulering for fremstilling av en instillasjonslgsning som er anvendbar ved
fotodynamisk diagnose, inneholdende hypericin i form av et alkalimetallsalt, spesielt
kaliumsaltet eller natriumsaltet, bundet til et polymert kompleksdannende middel, det
vil si en polyetylenglykol eller et poly-N-vinylamid hvori instillasjonslgsningen
inneholder 0,225 mg hypericin, karakterisert ved at formuleringen er et stabilt
lyofilisat oppna@dd fra en vandig Igsning som inneholder alkalimetallsaltet av hypericin,
det kompleksdannende middel og et buffersystem, spesielt en fosfatbuffer- eller en

sitronsyrebufferopplgsning.

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

polyvinylpyrrolidon (PVP) med forskjellige grader av polymerisering og tverrbinding.

3. Fremgangsmate for fremstilling av en stabil formulering ifslge krav 1 eller 2,

karakterisert ved de fglgende p&fslgende trinn,

(a) fremstilling av en vandig opplgsning av alkalimetallsaltet av hypericin,

(b) tilsetning av lgsningen oppnadd i trinn (a) til det kompleksdannende middel,

spesielt polyvinylpyrrolidon, og med opplgsning derav,

(c) en fosfatbuffer- eller en sitronsyrebufferopplgsning tilsettes til Igsningen oppnadd i

trinn b) for @ oppnad en konsentrasjon pa 0,0225 mg hypericin/g Igsning og

(d) fraksjoner av bulklgsningen oppnadd i trinn (c) lyofiliseres.
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