Spos6b otrzymywania nanozeli uwalniajgcych kowalencyjnie zwigzang trehaloze

Przedmiotem wynalazku jest spos6b otrzymywania nanozeli uwalniajacych
kowalencyjnie zwigzang trehaloze, majacy zastosowanie w przedtuzonym uwalnianiu trehalozy
w mediach wodnych o pH > 7,0, zwlaszcza w temperaturach fizjologicznie istotnych.

Trehaloza jest naturalnym disacharydem, zbudowanym z dwéch czasteczek glukozy,
polaczonych wigzaniem a,0’-1,1’-O-glikozydowym. Trehaloza wystepuje w wielu réznych
organizmach, w tym w bakteriach, roslinach, owadach, drozdzach, grzybach i bezkr¢gowcach.
Zapobiegajac denaturacji bialek, pelni rézne funkcje ochronne przed warunkami stresowymi,
takimi jak wysoka lub niska temperatura, utlenianie, wysuszanie i odwodnienie. Dzigki tym
wlasciwosciom trehaloza znalazla liczne zastosowania biomedyczne i jest zatwierdzong przez
Amerykanska Agencje ds. Zywnosci i Lekow (FDA) substancja bezpieczna do spozycia oraz
farmaceutyczna substancja pomocniczg. Trehaloza jest stosowana jako stabilizator biatek
w wielu lekach, takich jak Advate®, Avastin®, Lucentis®, Herceptin®.

Dotychczasowe badania wykazaty, Ze trehaloza dziala jako modulator autofagii, dzigki
czemu moglaby byé stosowana jako lek profilaktyczny w chorobach, w ktérych autofagia
odgrywa wazna role. Autofagia to naturalny proces zachodzacy w organizmie, ktéry umozliwia
komérkom samodegradacje skladnikéw wewnatrzkomérkowych w lizosomach w celu ich
recyklingu. Zaburzenia autofagii wiazg si¢ z wieloma chorobami. Aktywacja autofagii jest
niezbedna w podejsciach terapeutycznych w chorobach neurodegeneracyjnych, takich jak
choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, choroba Huntingtona i stwardnienie zanikowe
boczne. Wiele zwigzkow regulujacych autofagie jest opracowywanych do celéw
terapeutycznych, wsrdd nich trehaloza.

Z doniesien literatury niepatentowej znane jest, ze trehaloza indukuje autofagie in vitro
iinvivo[H.J. Lee, Y. S. Yoon, 8. J. Lee, Cell Death Disease, 2018, 9; K. Pierzynowska et al.,
Metaolic Brain Disease, 2018, 33, 989]. Ponadto aktualnie prowadzone sg badania kliniczne
dotyczace efektdéw terapeutycznych podawanej dozylnie trehalozy u pacjentéw z choroba
Alzheimera (NCT04663854, faza 1) oraz zmniejszenia stanu zapalnego u pacjentdéw z ostrym
zespotem wieficowym (NCT03700424, faza 2).
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Z literatury patentowej znane s3 rozwigzania polegajace na zastosowania trehalozy
w roznych formulacjach przeznaczonych do stymulacji autofagii i leczenia choréb
neurodegeneracyjnych.

W badaniach in vivo przedstawiono sposéb podawania doustnego trehalozy poprzez
pojenie zwierzat doswiadczalnych 2-5% roztworem trehalozy w okresie kilku tygodni.

W patencieW02017136922A1 twoércy przedstawili wyniki badan przeprowadzonych
na szczurach celem zbadania potencjatu trehalozy do leczenia rbéinych zaburzen
neurologicznych, w tym miedzy innymi choroby Parkinsona.

Z chinskiego opisu patentowego CN109789316A znane jest wykorzystanie trehalozy
w leczeniu lizosomalnych choréb spichrzeniowych.

Z innego opisu patentowego W02018176098A1 znane jest zastosowanie trehalozy
w zapobieganiu lub zmniejszaniu dysfunkcji poznawczych zwigzanych z nabytym
uszkodzeniem mézgu u myszy. Podawanie doustne trehalozy w wysokich dawkach jest
konieczne ze wzgledu na niewielka ilo§¢ jej wchianiana do krwiobiegu. Powodem slabej
biodostepnosci trehalozy sa dwa czynniki: staba przenikalnos¢ przez blony komorkowe oraz
szybka enzymatyczna hydroliza trehalozy w jelitach za pomocg trehalazy.

Chcac zwiekszyé efektywnosé dzialania trehalozy tworcy patentu W02017136449A1
zastosowali oprocz trehalozy jednoczesnie inhibitor trehalazy. Badania prowadzili u myszy
doswiadczalnych w leczeniu miazdzycy i choroby sthuszczeniowej watroby.

W opisie patentowym W02019032685A1 przedstawiono pozajelitowe podawanie
trehalozy poprzez drogi oddechowe, trehaloza stymulowata autofagie dla zlagodzenia
przewleklych choréb sercowo-naczyniowych i neurodegeneracyjnych.

Z innych opiséw patentowych znane jest zastosowania trehalozy podawanej dozylnie
w leczeniu miopatii i zaburzen neurodegeneracyjnych zwiazanych z nieprawidlows agregacja
bialek W0O2014181333A2 oraz w leczeniu ataksji rdzeniowo-mo6zdzkowejW02014181333A2.

W powyzszych doniesieniach patentowych stosowane dawki doustne sg bardzo wysokie
(od 10 mg/kg/dzien do lg/kg/dzien), a dla zapewnienia skuteczno$ci dziatania trehaloza
podawana jest przez diugi okres czasu, w cyklach kilkutygodniowych. Wysokie dawki mogg
powodowaé dyskomfort, np. biegunke czy wzdecia. W prowadzonych aktualnie badaniach
klinicznych trehaloza podawana jest dozylnie w dawce 15 g/tydzief przez 12 tygodni. Brakuje
rozwigzan, ktére pozwolilyby na zmniejszenie dawki i czgstotliwosci podawania trehalozy,
do tej pory nie s3 znane zadne formulacje zawierajagce stopniowo uwalniang trehaloze

w warunkach fizjologicznych do zastosowania w terapii.
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Dotychczas nie s3 znane nanozele zawierajace kowalencyjnie zwigzang trehaloze, ktore
uwalniaja trehaloze¢ w sposob przedluzony w pH powyzej 7,0 i tworza stabilne dyspersje
w roztworach o sile jonowej podobnej do ptynéw ustrojowych.

Zagadnieniem technicznym wymagajacym rozwiazania jest sposdéb otrzymywania
nanozeli do uwalniania trehalozy w $rodowisku plyndéw ustrojowych o pH > 7,0 oraz
do pozajelitowego jej podawania.

Celem wynalazku jest wytworzenie nanozeli o rozmiarze nie przekraczajgcym 500 nm
zawierajgcych kowalencyjnie zwigzana trehaloze, ktéra jest uwalniana w sposob przedhuzony
w mediach wodnych o pH > 7,0, w szczegdlnoéci w temperaturze fizjologicznie istotnej
(35°C -40°C).

Cel ten osiggnieto poprzez kopolimeryzacje wolnorodnikowa (met)akrylanu-6-O-
trehalozy z monomer(em/ami) typu akrylamidowego w obecnosci czynnika sieciujacego
technika miniemulsji typu woda w oleju.

Ostatnie badania wykazaty, ze obecno$¢ w sieci polimerowej hydrozeli jednostek
monomerycznych z grupy monomeréw akrylamidowych (pierwszo- i drugorzedowych)
znacznie przy$piesza alkaliczng hydrolize¢ wiazania estrowego w jednostkach
monomerycznych typu akrylanowego. [M. Burek, S. Waskiewicz, A. Lalik, . Wandzik,
Polymer Chemistry, 2018, 9, 3721, DOIL: 10.1039/c8py00488a; M. Burek, I. Wandzik,
Polymers, 2019, 11, (art. No. 2027), DOI: 10.3390/polym11122027). Wykazano, ze
odpowiedni dobdér monomomeréw do syntezy hydrozeli pozwala wyregulowaé szybkosé
hydrolizy wiazania estrowego, tak by przybiegala w §rodowisku umiarkowanie alkalicznym
fizjologicznie istotnym (pH 7.4). Trehaloza zostala wbudowana w strukture nanozeli poprzez
ugrupowanie estrowe wykorzystujac (met)akrylan 6-O-trehalozy, a jako komonomer(y)
wykorzystano monomery z grupy monomerdw akrylamidowych (pierwszo- i
drugorzgdowych). Przeprowadzenie polimeryzacji technikg miniemulsji pozwala uzyskaé
nanozele o rozmiarze nie przekraczajacym 500 nm.

Zaleta rozwiazania wedhug wynalazku jest:

» przedluzony czas uwalniania trehalozy w mediach wodnych o pH > 7,0,

w szczegblnoséci w temperaturze fizjologicznie istotnej (35%-40°C),

* mozliwos¢ regulowania ilosci i szybkoéci uwalniania trehalozy,
" brak zalezno$ci szybkosci uwalniania trehalozy od st¢zenia nanozeli,

* mozliwosd¢ uzyskania nanozeli o0 wysokiej zawartosci trehalozy (> 50% wagowych),
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= stabilno$¢ dyspersji nanozeli w wielu mediach wodnych w tym, w mediach
wykorzystywanych w badaniach biologicznych, w mediach izotonicznych z ptynami
ustrojowymi oraz w mediach zawierajgcych serum,

» rozmiar nanozeli nie przekracza 500 nm.

Sposob otrzymywania nanozeli uwalniajgcych kowalencyjnie zwigzang trehalozg, polega
na tym, Ze prowadzi sie kopolimeryzacj¢ wolnorodnikows z udzialem (met)akrylanu-6-O-
trehalozy o wzorze ogdlnym 1, gdzie R=H lub CH3 w ilosci od 10% do 90% wagowych
w stosunku do wszystkich monomeréw, z co najmniej jednym monomerem z grupy
monomeréw akrylamidowych w ilo§ci co najmniej 10% w stosunku do wszystkich
monomeréw, w obecno$ci czynnika sieciujacego w ilosci od 0,5% do 20,0% wagowych
wszystkich monomerdw, korzystnie w zakresie 5-10% wagowych.

Korzystnie w sposobie otrzymywania nanozeli wedlug wynalazku kopolimeryzacj¢
prowadzi sie technika miniemulsji typu woda w oleju w stosunku objgtosciowym od 5%
do 15% fazy wodnej, korzystnie 10%, gdzie faze ciggly stanowi rozpuszczalnik organiczny
niemieszajgcy sie z wodg, a faze rozproszong stanowi wodny roztwér monomerdw
w zakresie od 2% do 75 % wagowych, korzystnie 20% wagowych, zawierajacy inicjator
polimeryzacji wolnorodnikowe;j

Korzystnie w sposobie otrzymywania nanozeli wedlug wynalazku jako monomery
z grupy monomerdw akrylamidowych stosuje si¢ amidy pierwszo- i/lub drugorzedowe.

Korzystnie w sposobie otrzymywania nanozeli wedlug wynalazku jako czynnik sieciujacy
stosuje si¢ monomer zawierajacy co najmniej dwa wigzania reaktywne w polimeryzacji
wolnorodnikowej, korzystnie N, N’-metylenobisakrylamid (MBA);

Korzystnie w sposobie otrzymywania nanozeli wedhug wynalazku jako rozpuszczalnik
organiczny stosuje si¢ niemieszajacy si¢ z wodg weglowodor nasycony, przy czym
rozpuszczalnik zawiera niejonow(y/e) stabilizator(y) emulsji.

Korzystnie w sposobie otrzymywania nanozeli wedlug wynalazku jako inicjator
polimeryzacji wolnorodnikowej stosuje si¢ inicjator termiczny, fotochemiczny lub redoks w
ilodci od 0,1 do 5% wagowych, korzystnie fenylo-(2,4,6-trimetylobenzoilo) fosfinian litu
(LAP) jako fotoinicjator w iloéci 1% wagowych.

Zastosowanie nanozeli otrzymanych sposobem okre$lonym powyzej do przedhuzonego

uwalniania trehalozy w mediach wodnych o pH > 7,0.
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W rozwigzaniu wedlig wynalazku do wytworzenia nanozeli wykorzystano technike
miniemulsji typu woda w oleju, w ktérej fazg rozproszona stanowi wodny roztwor monomerow
oraz inicjatora polimeryzacji wolnorodnikowej, a fazg ciggla rozpuszczalnik organiczny
niemieszajacy si¢c z woda zawierajacy niejonow(y/e) stabilizator(y) emulsji. Jako monomery
zastosowano (met)akrylan 6-O-trehalozy (Wzdér I), monomer(y) z grupy monomerow
akrylamidowych (pierwszo- i/lub drugorz¢dowych) oraz czynnik sieciujgcy.

Przedmiot wynalazku objaéniono w ponizszych przyktadach.

Przykiad 1

Polimeryzacja miniemulsyjna — synteza nanozeli

Reagenty: (i) Metakrylan lub akrylan 6-O-trehalozy o wzorze I; (ii) jeden lub wigcej
monomeréw z grupy akrylamidowych, (iii) N,N’-metylenobisakrylamid (MBA), (iv) fenylo-
(2,4,6-trimetylobenzoilo) fosfinianu litu (LAP) o lgcznej masie 227,25mg rozpuszczono
w 1 mL buforu PBS (pH 6,0) w temperaturze pokojowej. Tak przygotowana mieszanina
monomeréw zostala przeniesiona do 10 mL zimnego cykloheksanu zawierajacego 611mg
SPAN 80 i byla sonikowana 5 minut. Nast¢pnie emulsja byla naswietlana diodami LED
(POWER LED 3W EPILEDS 395-405 nm) przez 30 minut. Po tym czasie produkt zostal
wytracony acetonem (40 mL), odwirowany i przemyty dwukrotnie acetonem. Po wysuszeniu
surowy produkt byl oczyszczony przez dializg przy zastosowaniu membrany dializacyjnej
o MWCO 12-14 kDa w zakwaszonej wodzie (pH 6,0) jako roztworze zewngtrznym.
Oczyszczony nanozel zostat zliofilizowany i przechowywany w temperaturze 4°C. Srednica
hydrodynamiczna nanozelu w dyspersji w wodzie zostala oznaczona metoda dynamicznego
rozpraszania swiatla (DLS). Zawarto$¢ trehalozy zostala oznaczona enzymatycznie za pomocg
testu Trehalose Assay Kit (Megazyme International, Bray, Ireland).

Przyklad 1.1

Synteza nanozelu TGN-1

Do syntezy zastosowano: akrylan 6-O-trehalozy o wzorze I, gdzie R=H (170 mg), chlorek 3-
akrylamidopropylo)trimetyloamoniowy (AAPTMAC) (35 mg), MBA (20 mg), LAP (2,25 mg)
Wydajnos¢ nanozelu TGN-1: 62%

Srednica hydrodynamiczna nanozelu TGN-1: dy =120 nm, PDI=0,24

Zawarto$¢ trehalozy: 57%



Przyklad 1.2

Synteza nanozelu TGN-2
Do syntezy zastosowano: akrylan 6-O-trehalozy o wzorze I, gdzie R=H (153 mg), akrylamid

(AM) (35 mg), AAPTMAC (17 mg), MBA (20 mg), (LAP) (2,25 mg)

Wydajnoé¢ nanozelu TGN-2: 73%

Na Fig. 1A przedstawione jest widmo H' NMR (600 MHz) dyspersji nanozelu TGN-2
w D20 (10 mg/mL) po syntezie i oczyszczeniu

Srednica hydrodynamiczna nanozelu TGN-2: dn =84 nm, PDI=0,30

Zawartos¢ trehalozy: 53%

Przyklad 1.3

Synteza nanozelu TGN-3

Do syntezy zastosowano: akrylan 6-O-trehalozy o wzorze I, gdzie R=H (170 mg), AM (35 mg),
MBA (20 mg), LAP (2,25 mg)

Wydajnos$¢ nanozelu TGN-3: 54%

Srednica hydrodynamiczna nanozelu TGN-3: dy =78 nm, PDI=0,29

Zawarto$¢ trehalozy: 59%

Przyklad 2

Opis uwalniania trehalozy

Suchy nanozel (10 mg) zostal umieszczony w 1 mL wody dejonizowanej i pozostawiony na 15
minut, nast¢pnie mieszanina byla sonikowana 30 sekund. Z tak przygotowanej dyspersji
bazowej przygotowano dwie dyspersje w buforze PBS (pH 7,4): 1 mg/mL i 0,1 mg/mL.
Dyspersje zostaly umieszczone w inkubatorze (37°C) z ciaglym mieszaniem (250 rpm). Prébki
do oznaczania uwolnionej trehalozy pobierano co 12 h, a trehaloz¢ oznaczanoc enzymatycznie
za pomocy testu Trehalose Assay Kit (Megazyme International, Bray, Ireland). Na Fig. 2A
przedstawione sa profile uwalniania trehalozy z nanozeli TNG-1, TNG-2 i TNG-3 o stezeniach
0,1 mg/mL. Na Fig. 2B przedstawione s3 profile uwalniania trehalozy z nanozelu TNG-2
o stgzeniu 0,1 mg/mL i 1 mg/mL.

Na Fig. 1B przedstawione jest widmo H' NMR (600 MHz) dyspersji nanozelu TGN-2 w DO
(10 mg/mL) po 72 godzinnej inkubacji w buforze PBS (pH 7,4) o temperaturze 37°C.



Przyklad 3

Opis badania stabilnosci dyspersii
Stabilnos¢ dyspersji nanozeli byla oznaczana dla st¢zenia | mg/mL w kilku mediach: wodzie,

PBS (pH 7.4), izotonicznym 5% roztworze glukozy, DMEM + 10% FBS, RMPI + 10% FBS,
oraz w medium do hodowli pierwotnych kultur komérkowych. Oznaczenie stabilno$ci
wykonano metoda turbidymetryczng poprzez pomiar absorbancji probek przy dhugosci fali 650
nm w temperaturze 37°C. Na Fig. 3 przedstawiono oznaczenia absorbancji w czasie 0 h (A), 24
h(B), 48 h (C), 72 h (D).

Skréty: PBS - buforowana fosforanem sél fizjologiczna; DMEM - Dulbecco's Modified Eagle
Medium, FBS —serum plodowe z cielat; RMPI - Roswell Park Memorial Institute.




