Sposob wytwarzania polimersomu zawierajacego roz bengalski oraz jego zastosowanie
w terapii fotodynamicznej raka podstawnokomorkowego skory

Przedmiotem wynalazku jest sposdb otrzymywania polimersomu zawierajacego
r6z bengalski (RB) oraz jego =zastosowanie w terapii fotodynamicznej raka
podstawnokomodrkowego skory.

Dziatanie polimersomu z rozem bengalskim polega na wzmocnieniu
przeciwnowotworowych (fototoksycznych) wiasciwosci leku (rézu bengalskiego)
poprzez zastosowanie no$nika — polimersomu.

Ro6z bengalski jest szeroko opisany w literaturze jako fotouczulacz - substancja
aktywna w terapii fotodynamicznej. Opisy patentowe US8974363 oraz CA2415280
dotycza wykorzystania rozu bengalskiego w roznych postaciach do leczenia chorob
skory, przewodu pokarmowego, oddechowego, moczowego oraz uktadu rozrodczego.
Wedtug tych OpiSOW RB znajduje zastosowanie
w przeciwdziataniu infekcjom bakteryjnym, redukcji nadwrazliwosci tkanek czy terapii
Przeciwnowotworowe;j.

Opis patentowy US9839688 dotyczy zastosowania roztworu rézu bengalskiego
jako czynnika chemoablacyjnego w terapii réznych typdw nowotworow.

Idealny fotouczulacz powinien charakteryzowaé si¢ wysoka wydajnoscia
generowania tlenu singletowego, brakiem toksycznosci w ciemnosci, dobra
rozpuszczalnoscia, preferencyjnym lokowaniem si¢ w komorkach nowotworowych 1
absorpcja w zakresie fal dtugich. Niestety wigkszo$¢ klinicznie stosowanych
fotouczulaczy nie spetnia wszystkich powyzszych wymagan.

Aby poprawi¢ funkcjonalnos¢ rézu bengalskiego, a tym samym zwigkszy¢ jego

potencjat fotodynamiczny opracowano kilka systemow dostarczania leku do guza, np.



opisany w zgtoszeniu wynalazku W0O2006133271 system sktadajacy sie z polimerowej
otoczki oraz fotouczulajacego rdzenia, czy w opisie patentowym JP5662431B2 rozne
nanoczastki potaczone z fotouczulaczem Iub w opisie zgloszenia wynalazku
US20170231903 potaczenie fotouczulacza z metalo-organicznymi rusztowaniami.

Obecnie prowadzone badania maja na celu zastosowanie innowacyjnych
nanonosnikow [Sztandera, K., Gorzkiewicz, M., Klajnert-Maculewicz, B. (2020).
Nanocarriers in photodynamic therapy—in vitro and in vivo studies. Wiley
Interdisciplinary Reviews: Nanomedicine and Nanobiotechnology, 12(3), e1509],
sposrod ktérych polimersomy zastuguja na szczegdlng uwage.

Polimersomy to nanouklady zbudowane z amfifilowych, syntetycznych
kopolimeréw blokowych. Posiadaja one sferyczng strukture zblizong do liposomdw.
Dzieki wprowadzeniu grup fotolabilnych w strukturze opracowanych przez nas
kopolimeréw, mozliwe jest przeprowadzenie sieciowania
z wykorzystaniem $wiatla UV, a tym samym uzyskanie struktur moggcych wielokrotnie
otwiera¢ si¢ i zamyka¢ w zaleznosci od warunkow $rodowiskowych. Tego typu
konstrukty moga okaza¢ si¢ zdolne do wydajnego transportu lekéw bezposrednio do
miejsca ich dziatania, przyczyniajac si¢ w ten sposob do eliminacji niepozadanych
skutkéw ubocznych. Zdolno$¢ polimersomu do otwierania si¢ wylacznie w pH
charakterystycznym dla $rodowiska guza moze dodatkowo zwigkszy¢ selektywno$é
dziatania rézu bengalskiego przez kontrolowane uwalnianie, a takze chroni¢ lek przed
degradacja podczas krazenia we krwi, dajac szans¢ na zmniejszenie dawki przy
zachowaniu efektu terapeutycznego.

Do tej pory wykorzystywano polimersomy jako nosniki fotouczulaczy

w terapii fotodynamicznej [Wang, Mian, et al. "Killing malignant melanoma cells with



protoporphyrin IX-loaded polymersome-mediated photodynamic therapy and cold
atmospheric plasma." International journal of nanomedicine 12 (2017): 4117.; Sood,
Nimil. "Multi-Functional Polymer Vesicles: Applications in Chemotherapy and
Photodynamic Therapy." (2014). Sood, Nimil. "Multi-Functional Polymer Vesicles:
Applications in Chemotherapy and Photodynamic Therapy." (2014).; Kyropoulou, M.,
DiLeone, S., Lanzilotto, A., Constable, E. C., Housecroft, C. E., Meier, W. P., &
Palivan, C. G. (2019). Porphyrin Containing Polymersomes with Enhanced ROS
Generation Efficiency: In Vitro Evaluation. Macromolecular Bioscience, 1900291 ].

Sposob wytwarzania polimersomu zawierajacego 16z bengalski wedtug
wynalazku polega na syntezie kopolimeru blokowego B (BCP-B), ktory powstaje w
wyniku zmieszania w ampule laboratoryjnej makroinicjatora PEGss-Br, DPA
(metakrylanu 2-(dimetyloamino)etylu) oraz substancji fotolabilnej B umozliwiajacej
sieciowanie powstalego polimersomu za pomoca promieniowania UV. Mieszaning
rozpuszcza si¢ w 2-butanonie, a nastepnie do ampuly dodaje sie¢ CuBr i odgazowuje
calos¢ dodajac do ampuly argon. Roztwér miesza si¢ przez jedna dobe w podwyzszone]
temperaturze. Nastgpnie w celu zakonczenia polimeryzacji ochtadza si¢ roztwor, a
ampule otwiera. Do roztworu dodaje sie¢ THF 1 catos$¢ filtruje. Powstaly roztwor
zageszcza sie 1 wytrgca przy uzyciu n-heksanu, a nastepnie suszy.

W kolejnym etapie rozpuszcza si¢ otrzymany wczesnie] kopolimer blokowy B w
kwasie solnym. Po calkowitym rozpuszczeniu podnosi si¢ pH roztworu do lekko
kwasnego 1 miesza przez kolejne trzy doby. W nastepnej kolejnosci polimersom
poddaje sie sieciowaniu przy uzyciu promieniowania UV. Tak przygotowany
polimersom zostaje otwarty przez doprowadzenie roztworu do kwasnego pH. Nastepnie

do roztworu dodawany jest r6z bengalski w celu jego enkapsulacji wewnatrz



polimersomu. Po jednej dobie mieszania zamyka si¢ polimersom podwyzszajac jego pH
do lekko zasadowego. Po tym procesie przeprowadzana jest dializa nanouktadu w celu
oddzielenia gotowego preparatu od pozostatosci rozu bengalskiego. Poziom
enkapsulacji okresla sie spektrofluorymetrycznie.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie polimersomu zawierajacego
r6z bengalski w terapii fotodynamicznej raka podstawnokomoérkowego skory.

Zastosowanie wedlug wynalazku polega na tym, ze rdz bengalski
i polimersom stosuje si¢ do wytwarzania leku w postaci koncentratu do przygotowania
roztworu do iniekcji dozylnej lub masci.

Korzystnym skutkiem wynalazku jest mozliwo$¢ jego usieciowania
w prosty sposob uzywajac lampy UV. Proces ten zwigksza stabilnos¢ nanouktadu, co
jest szczegOlnie wazng cecha gotowego preparatu. Dodatkowo opracowany przez
tworcow wynalazku nanouktad cechuje si¢ znacznym zwigkszeniem produkcji tlenu
singletowego, co stoi u podstaw aktywnosci fotodynamicznej fotouczulacza, tym
samym pozwalajac na podanie duzo mniejszej jego dawki do organizmu.

Wyniki wstgpnych badan in vitro przeprowadzonych na modelu komoérek raka
podstawnokomorkowego skéry (AsZ 1 CsZ) [So, Po-Lin, et al. "Long-term
establishment, characterization and manipulation of cell lines from mouse basal cell
carcinoma tumors." Experimental dermatology 15.9 (2006): 742-750] wykazaly, ze
otrzymany preparat wywiera oczekiwane, zwigkszone dzialanie fototoksyczne w
poréwnaniu z wolnym lekiem. Poréwnanie wynikow produkceji tlenu singletowego oraz
cytotoksycznosci jednoznacznie wskazuje, iz wytworzony preparat dziata skuteczniej,
tzn. potrzeba mniejszej dawki leku, aby osiagna¢ taki sam efekt terapeutyczny.

Opis figur rysunku



Fig. 1. przedstawia schemat syntezy kopolimeru blokowego B.

Fig. 2. uwalnianie r6zu bengalskiego z polimersomu w pH 5 oraz pH 7.4. Dane
przedstawiono jako srednia + SD z trzech niezaleznych powtorzen.

Na fig. 3. przedstawiono poziom produkcji tlenu singletowego po naswietlaniu
wolnego rézu bengalskiego oraz preparatu rézu bengalskiego enkapsulowanego w
polimersomie. Dane przedstawiono jako srednia = SD z trzech niezaleznych powtorzen.

Fig. 4. przedstawia efekt cytotoksyczny wolnego rézu bengalskiego oraz
preparatu rézu bengalskiego enkapsulowanego w polimersomie na komorki raka
podstawnokomorkowego skory (AsZ [lewa strona] oraz CsZ [prawa strona]) po
naswietlaniu zwiazkoéw (fototoksycznos¢) (panel A) oraz bez naswietlania (toksycznosé
ciemna) (panel B). Dane przedstawiono jako $rednia = SD z trzech niezaleznych
powtdrzen.

Wynalazek zostal przedstawiony blizej w przyktadach.

Przyktad 1.

Synteza kopolimeru blokowego B.

Synteze kopolimeru blokowego B rozpoczyna sie od potaczenia ze soba
w ampule laboratoryjne; gtéwnych sktadnikéw: makroinicjatora PEGys-Br (107 mg,
0.05 mmol), 2,2-bipirydyny (145 mg, 0.093 mmol), metakrylanu 2-
(dimetyloamino)etylu (666 mg, 3.35 mmol) oraz substancji fotolabilnej umozliwiajacej
sieciowanie za pomocg promieni UV (314.1 mg, 1.15 mmol). Sktadniki te rozpuszcza
si¢ w 2-butanonie (115 mL) 1 calos¢ mrozi w cieklym azocie. W kolejnym etapie do
ampuly laboratoryjnej zawierajacej powyzsze sktadniki dodaje si¢ CuBr (6.7 mg, 0.047
mmol), a mieszaning odgazowuje. Po tym etapie dodaje si¢ do mieszaniny argon i

calos¢ miesza przez jedna dobe podgrzewajac do temperatury 50°C. W trzecim etapie



schtadza sie ampule laboratoryjng do temperatury pokojowej i otwiera ja w celu
zakonczenia polimeryzacji. Powstaly roztwor rozpuszcza sie w THF, a nastepnie filtruje
przez tlenek glinu w celu oddzielenia pozostatosci miedzi. Roztwér zateza si¢ przy
uzyciu wyparki rotacyjnej. W celu wytracenia kopolimeru blokowego B do roztworu
dodaje sie schtodzony n-heksan, a nastepnie suszy si¢ prozniowo. Powstaty produkt
charakteryzuje sie za pomoca "H NMR.

Przyktad 2.

Sktadanie 1 sieciowanie polimersomu oraz wytworzenie gotowego preparatu.

Przygotowanie polimersomu rozpoczyna si¢ od rozpuszczenia kopolimeru
blokowego B w 0.01 M HCI, aby jego koncowe stezenie wynosito 0.5 mg/ml, a
nastepnie roztwor miesza si¢ za pomoca mieszadta magnetycznego (150 rpm) przez 30
minut w celu catkowitego rozpuszczenia kopolimeru blokowego B. W dalszej
kolejnosci dodaje sie do niego 1 M NaOH w celu podniesienia pH do 5.5-6. Nastepnie
roztwér miesza na mieszadle magnetycznym (150 rpm) przez 3 dni. Po tym czasie
roztwér filtruje si¢ za pomoca filtra strzykawkowego o porach wielkosci 0.8 um, a
nastepnie umieszcza w komorze UV (OmniCure S2000®, Excelitas Technologies) na
180 sekund w celu usieciowania polimersomu.

Enkapsulacja rozu benagalskiego wewnatrz polimersomu rozpoczyna si¢ od
dodania 0.4 M PBS aby jego koncowe stezenie w roztworze wynosito 10 mM, a
nastepnie roztwor miareczkuje si¢ przy pomocy 1 M HCL do osiagniecia kwasnego pH
roztworu (pH 5) w celu otwarcia polimersomu. Po tym procesie do roztworu
polimersomu dodaje si¢ roztwor rézu bengalskiego (stezenie koncowe: 50 uM), a
nastepnie miesza si¢ w ciemnosci przez jeden dzien na mieszadle magnetycznym (150

rpm). Po 24 godzinach zamyka si¢ polimersom przez podniesienie pH roztworu do 7.4



przy uzyciu 1 M NaOH. Nastepnie przeprowadza si¢ dializ¢ roztworu polimersomu z
rézem bengalskim w celu oddzielenia wolnego (niezamknietego wewnatrz
polimersomu) roézu bengalskiego. W tym celu do worka dializowego (SnakeSkin™
Dialysis Tubing, 3.5K MWCO, 22 mm, ThermoFisher) dodaje si¢ powstaly roztwor, a
nastepnie umieszcza si¢ go w PBS (pH 7.4) na 24 godziny wymieniajac kilkukrotnie
bufor zewnetrzny.

Po tym czasie procent enkaspulowanego rozu bengalskiego okresla sie
spektorfluorometrycznie.

Przyktad 3.

Wplyw  wolnego ro6zu bengalskiego 1 preparatu rézu bengalskiego
enkapsulowanego w polimersomie na produkcje tlenu singletowego.

Przygotowane roztwory wolnego rézu bengalskiego oraz rozu bengalskiego
enkapsulowanego w polimersomie w stezeniach przeliczonych na stezenie rézu
bengalskiego wynoszacych 0.125, 0.25, 0.5, 0.75 oraz 1 uM nanosi si¢ na czarng ptytke
96-cio dotkowa a nastepnie poddaje sie naswietlaniu lampa (Q.Light Pro Unit, z
zastosowaniem filtra 385—780 nm) w obecnosci sondy SOSG w stezeniu 1 uM.
Fluorescencje sondy mierzy si¢ w interwatach 5-cio minutowych przez godzine za
pomoca czytnika ptytek (Fluoroscan Ascent FL). Dlugos¢ fali wzbudzenia ustawiona
jest na 500 nm, a fali emisji na 538 nm, co odpowiada dlugosci fali wzbudzenia i emisji
sondy SOSG.

Wyniki eksperymentu jednoznacznie wskazujg znaczne zwiekszenie produkcji
tlenu singletowego przez 16z bengalski enkapsulowany
w polimersomie.

Przyktad 4



Wplyw enkapsulacji rézu bengalskiego na jego cytotoksycznos¢.

Komérki linii AsZ 1 CsZ hodowano w butelkach hodowlanych (Nunclon Delta
Surface do hodowli komoérek adherentnych firmy ThermoFisher) w podtozu 154 CF
(Gibco) zawierajacym: 2% inaktywowanej, chelatowanej plodowej surowicy bydlece;
(Sigma Aldrich) oraz 0.05 mM Ca®", w 37 °C w atmosferze 5% CO,.

Komorki wysiano na 96-cio dotkowa transparentna plytke w gestosci 3 x 10°*
komorek na dotek 1 inkubowano przez 24 godziny w 37 °C w atmosferze 5% CO,. Po
tym czasie komoérki inkubowano z  enkapsulowanym rézem  bengalskim
w polimersomie oraz wolnym rézem bengalskim w stezeniach przeliczonych na
stezenie rozu bengalskiego wynoszacych 0.125, 0.25, 0.5, 0.75 oraz 1 uM przez 5
godzin. Nastepnie komorki przeptukano przy uzyciu PBS. W dalszej kolejnosci
komorki naswietlano za pomoca lampy Q.Light Pro Unit z zastosowaniem filtra
385—780 nm przez 30 min. Po naswietlaniu komorki inkubowano w $§wiezym medium
hodowlanym przez 24 godziny w 37 °C w atmosferze 5% CO,
a nastepnie badano cytotoksycznos¢ zwiazkéw uzywajac metody MTT.

Doswiadczenia te pozwolity jednoznacznie okreslic zwiekszony efekt
fototoksyczny przedstawionego nanouktadu. W badanych stezeniach wolny lek
wykazywal umiarkowang fototoksycznos¢, podczas gdy badany system cechowat
znacznie zwickszona aktywnos$cia fototoksyczng, a tym samym potencjatem

zastosowania w terapii fotodynamicznej raka skory.



