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(54) Nazev vynilezu;
Polymerni konjugaty paclitaxelu a docetaxelu s
pH fizenym uvolfiovinim kancerostatika

(57) Anotace:
V piredloZeném feieni je popsdan polymerni konjugat,
sestdvajici # derivatu cytostatika zvolenych ze skupiny taxani,
imenovité paclitaxeiu (P1X), docetaxelu (DTX) nebo
larotaxehs (L'TX) a pol ymerniho nosite pipraveného na béizi
linearniho nebo biodegradabilniho roubovaného kopolymeru
tvofencho jednotkami zakladniho kopolymeru N42-
hydroxy propyl Jmethakroylamidu (HPM A) a jednotkami
obsahujicimi methakryloylovany hydrazon aminokyselin nebo
oligopeptidi. Dale fedeni obsahuje zpusob piipravy uvedeného
polymerniho konjugétu, pii¢emz polymern{ nosié je podroben
polymeranalogické pfeméng noside reakci s esterem oxo-
kyseliny a cytostatika. Polymerni konjugat se pouziva pro
pipravu lé€iva k Iétbe nadoravych onemacnéni.
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Polymerni konjugity paclitaxelu a docetaxelu s pH fizenym uvoliiovinim kancerostatika

Oblast techniky
Vynilez se tyka struktury a vlastnosti vodorozpustnych polymemich terapeutik (pro-drug) na

bazi derivatu paclitaxelu (PTX), docetaxelu (DTX) a Larotaxelu (LTX) uréenych predeviim pro
16¢bu pevnych nadori pii terapii nadorovych onemocnéni v humanni mediciné.

Dosavadni stav techniky

Trendy vyvoje lé&iv se v posledni dobé velmi Casto zaméfuji na vyvoj lékovych forem umoZinyi-
cich specificky té¢inek 1é¢iva pouze v misté pozadovaného terapeutického efektu. Takto cilené
piisobici biologicky aktivni latky nalézaj{ uplatnéni zeyména v oblastech, kdy nezadouci vedlejsi
Géinky létiva mohou vést k poskozeni zdravych &asti organizmu. Toto nebezpedi je zv]aste
aktualni pii [é8bé cytotoxickymi latkami pii chemoterapii nddorovych onemocnéni. Je znamo, Ze
pFipojeni cytostatika k vodorozpustnému polymernimu nosi¢i chemickou vazbou umozfinje zvy-
$it rozpustnost jinak nerozpustnych nebo mélo rozpustnych 1é¢iv a vyrazné sniZit jejich pfimou
toxicitu. Vysok4 molekulova hmotnost polymeri zabrafiuje rychlému vyloudeni létiva z organiz-
mu glomerulami filtraci, a tim zajiit'uje prodiouZenou dobu cirkulace v krvi a setrvani v organiz-
mu a tim i éasové delii biologickou vyuzitelnost 1é€iva.

V minulosti bylo ptipraveno a studovano mnoho polymemnich konjugatlh kancerostatik s rozpust-
nymi polymery, ve kterych bylo létivo s protinadorovym G¢inkem pfipojeno k polymeru nestépi-
tclnou kovalentni vazbou, hydrolyticky nestabilni iontovou vazbou a nebo kovalentni vazbou
umozhujici fizené uvolfiovani 1éfiva a tim i jeho aktivaci na zakladé enzymatické & prosté
chemické hydrolyzy této vazby. Obecné jsou polymernf noside systému konstruovéany tak, aby
byly schopné uvolnit terapeuticky aktivni kancerostatikum z nosi¢e bud’ v nddoru, nebo 1 vice
specificky, ptimo v nddorové bufice. Vyznamnou skupinu polymemich terapeutik tvofi polymer-
ni 1é¢iva pripravena na béazi kopolymerii N—(2hydroxypropyl)methakrylamidu (HPMA), z nich2
je ¥ada aktivné smérovana k nadorim prostfednictvim k polymeru pfipojené sméfujic struktury
(protilatky, lektinu, hormonu). [Duncan 1985, Rihova 2000, Kopedek 2001, 2000, Duncan, 2005;
Satchi—Fainako et al., 2006]. Jejich syntéza je viak znaéné sloZitd. Pfi vyvoji polymernich kance-
rostatik bylo rovné? ukézano, Ze pro specifickou dopravu lé¢iva do mista vyskytu nédoru neni
nutné pouzit aktivné smérovaného nosife, ale vyrazné zvySené akumulace polymernich cyto-
statik, zv14§t& v pevnych nadorech, mAZe byt dosaZeno zvySenim molekulové hmotnosti poly-
merniho terapeutika nad vyluovaci mez nosife ledvinami (tzv. pasivni smérovini do pevnych
nadorit). Tato schopnost makromolekul akumulovat se v pevnych nadorech byla nazvana EPR
efektem (Enhanced Permeability and Retention) a bylo ukazéno, Ze se tento efekt vyznamné
projevuje i u nosicil na bazi kopolymerii HPMA [Noguchi et al., 1998; Seymour et al., 1995].

Jednim z hlavnich problémi pouziti HPMA kopolymert jako pasivné smérovanych vysokomole-
kuldrnich nosiél je jejich nestépitelny uhlikaty fetézec a z organizmu vyluditelné jsou pouze
polymery neptesahujici molekulovou hmotnost 40 aZ 50 000 g/mol. To znamen4, Ze nem4-li dojit
po opakovaném podani 1é¢iva k hromadéni polymeru v organizmu a ma-li byt molekulova hmot-
nost nosite co nejvyisi, aby bylo pasivni smérovéni co neji¢inngjsi, musi byt polymerni nosié
konstruovan jako v organizmu degradovatelny. Takové polymerni nosice na bazi HMPA kopoly-
merii byly neddvno vyvinuty a jejich struktura byla patentovana [Chybil et al. 2008; Etrych et al.
2008, Chytil PV 2006-207, Etrych PV 2006-592].

V literatufe existuje celé fada informaci o piipravé a studiu vlastnosti polymerd nesoucich kance-
rostatikum ptipojené k polymeru vazbou nachylnou k hydrolyze ve vodném prostfedi [Kratz
1999]. Mezi nimi zaujimaji v§znamné postaveni kopolymery HPMA, nesouci kancerostatikum
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doxorubicin vazany k polymernimu Fetézei hydrolyticky 3tépitelnou hydrozovanou vazbou
[Etrych 2002, Ulbrich 2004a, Uibrich 2004b, Ulbrich pat CZ 293 787 B6]. Tato vazba je relativ-
né stala v prostfedi krevniho fedité (v priib&hu transportu v organizmu) a hydrolyticky labilni
v mimeé kyselém prostiedi Zivé burky. Rychlost hydrolyzy této vazby tidi i rychlost uvolfiovani
[é¢iva. a tedy i koncentraci aktivni latky v misté poZadovaného G¢inku. Takovato polymemni
kancerostatika vykazovala pfi in vitro i in vivo testech na mysich podstatné vyssi protinadorovou
a¢innost proti fadé nadorovych linii nezli voiné léivo a v fadé pripadd vedlo jejich pouziti
k iplnému vyléeni pokusnych zvifat i pti terapeutickém zpiisobu podani. [Rihova 2001, Etrych
2001]. Zvyseni molekulové hmotnosti nosi¢e (biodegradovatelné roubované polymery, micelarni
a nanogelové systémy) vidy vedlo ke zvySeni €innosti protinadorové aktivity lé¢iva ovéfované
v in vivo systémech.

Paclitaxel a docetaxel patfi do skupiny taxani, protinadorovych léciv rutiné pouZivanych pii lé¢-
bé ovarialnich nadoru a nadori prsu, plic, prostaty a dal$ich [Vanhoefer et al., 1997]. Kromé ved-
lejsi toxicity b&Zné u kancerostatik je jejich daldi nevyhodou velmi mala rozpustnost ve vodnych
roztocich a tedy nezbytnost podani v riznych excipientech, pfedeviim v Cremoforu EL, coZ rov-
néz vede k daldim vedlej$im Géinkim Iékové formy. PFi nékterych schématech podani miZe
dokonce podani taxani v Cremophoru EL vyznamné snizit efekt ié¢by [Ng et al., 2006].

Vazbou t&chto 1éCiv na polymemi nosi¢e (PEG, HPMA kopolymer, poly(glutamova kyselina)
byla ziskdna ve vodé velmi dobfe rozpustna pro-lééiva, s prodlouZenou dobou cirkulace v orga-
nizmu a zvy3enou akumulaci v pevnych nadorech. Jejich protinddorova aktivita byla ovéfovina
in vivo na zvifecich modelech a v nékterych ptipadech i klinicky. Tak paclitaxel (PTX) byl
kovalentné vazan na poly(ethylenglykol) (PEG) nestépiteinou esterovou nebo 7-karbamatovou
vazbou (C2-0OH skupina) a nebo pomoci hydrolyticky labiini aminokyselinové spojky (Ala, Gly)
[Greenwald et al, 1995; Greenwald, 2002; Greenwald et al., 2003; Pendri et al., 1998]. Bylo
ukazano, Ze protinadorova aktivita konjugatu zivisi na struktufe pouZité vazby mezi polymerem
a Iécivem a 7e¢ vyznamnym faktorem je i molekulovd hmotnost nosite. Konjugat s PTX byl
testovan ve fazi | klinickych testi [Satchi—Fainaro et al., 2006], ale zfejmé s malym aspé&chem.

Mnohem Uspééngjsi v klinickych testech se ukazuje byt konjugat paclitaxelu s poly(glutamovou
kyselinou) (Xyotax) [Winter 2005, kratz et al.,, 2008]. V tomto konjugatu je PTX vazin na
polyaminokyselinovy nosié esterovou vazbou pies —OH skupinu v pozici 2. K uvolnéni lédiva
dochazi v diisledku degradace polymerniho fetézce, vzniku Glu derivatu PTX a jeho nasiedné
hydrolyzy. V soucasné dobe je tento konjugat ve fazi I1I klinickych testd.

Paclitaxel byl rovné2 vazin na HPMA kopolymery esterovou vazbou za pouZiti biodegradovatel-
né oligopeptidové GlyPheLeuGly spojky. Bylo ukizino, Zze PTX se po inkubaci s lysozomalnimi
enzymy uvoliluje z nosie a toto uvolnéni je duleZité pro dosaZeni protinddorové aktivity in vivo.
PNU166945 je konjugat HPMA kopolymeru s esterové vazanym PTX, ktery byl klinicky
testovan na fazi [ [Tarwogt et al., 2000; Terwogt et al., 2001], po této fazi viak bylo dalsi testo-
vani zastaveno. Z vySe uvedenych vysledkl je zfejmé, ze konjugace paclitaxelu s polymemim
nosi¢em vede k vyraznému zlepSeni vlastnosti 1é€iva (rozpustnost, zlepsena biologicka vyuZi-
telnost), Ma-li v3ak lé¢ivo najit uplatnéni v humanni medicing, je tfeba peciivé volit a na miru
pripravit jak strukturu a molekulovou hmotnost nosice, tak i strukturu spojky mezi polymerem a
Ié&ivem Fidici rychlost a tedy i koncentrace IéCiva v misté poZadovaného d&inku. P vyvoji
optimalnich struktur je nezbytné ovétit funkci téchto struktur ve vhodnych in vive modelech.

Podstata vynalezu

Polymemi Ié&iva podie vynilezu se vyznaduje tim, Ze je na vodorozpustny polymerni nosi¢ pfi-
praveny na bazi lineamiho nebo roubovaného kopolymeru HPMA navazano kancerostatikum ze
skupiny taxani, paclitaxel (PTX), docetaxel (DTX) nebo larotaxel {LTX) (dile 1é¢iva). Létivo je
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ptipojené k polymemim fetézciim pies esterovou skupinu vzniklou acylaci sekundarnich -OH
skupin v poloze 2 pomoci spojek (spaceril) obsahujicich pH—senzitivni hydrolyticky Stépitelné
hydrazonové vazby. Tyto spojky mohou byt tvofeny kyselinovymi zbytky riiznych oxokyseiin,
kterymi je do struktury 1éCiv zavedena karbonylova skupina, spojenych se zbytky jednotlivych
aminokyselin, oligopeptidi a nebo daldimi strukturami dovolujicimi zakonéeni postrannich fetéz-
cii polymerniho nosice hydrazovanou skupinou. Molekulova hmotnost polymemiho fetézce je
v piipadé linearniho polymeru volena pod vyluCovaci mezi HPMA kopolymeru z organizmu,
s vvhodou v rozmezi 10 az 50 000 g/mol. V piipadé roubovaného kopolymeru je molekulova
hmotnost volena v rozmezi 50 az 250 000 g/mol.

Polymemi léCivo podie vynalezu je pfipraveno pro intravenozni (injekce nebo infuze) podani
v roztoku, miéZe byt ale podino i intratumoralné &i intraperitonealné a je uréeno pro [ébu
pevnych nadori. Polymer s chemicky vazanym cytostatikem je konstruovan tak, aby byl stabilni
v pribéhu cirkulace v krevnim fedidti a nedochazelo k hydrolyze hydrozonové vazby mezi
danym taxanem a polymerem, pfipadné, aby byla rychlost hydrolyzy v pribéhu transportu orga-
nizmem minimalni (pfi pH v krevnim feciiti 7.4), tak aby se nemohl projevit cytotoxicky efekt
uvolnéného lééiva &i jeho derivatu. Cely systém je konstruovan jako systém piisobici dvoufazove.
Diky vhodné volbé molekulové hmotnosti nosiée, umoZiujici extravasaci ale i uéinnou akumu-
laci v nadorové tkani, by mélo po pocéateéni akumulaci lé¢iva v nadorové tkani dojit k interakci
s bunéénou membranou a k praniku moickularmé rozpuiténého polymemiho lé¢iva do jednotli-
vych nadorovych bun&k pinocytéozou. Uvnitf cilovych bunék by mélo dojit v disledku poklesu
pH z vnéjiiho pH (7.4) na intracelularni pH (5 aZz 6) k rychlé hydrolyze hydrazonové vazby a
k uvolnéni lé¢iva nebo jeho derivatu z nosiée. V nasledném kroku by mélo dojit k hydrolyze
esterové vazby jiZ z polymeru uvolnéného derivatu 1ééiva chemickou hydrolyzou a nebo specific-
t&ji Oéinkem intracelularnich enzymil, napf. karboxyesteraz. Redalnost vy$e navrzeného mecha-
nizmu pisobeni pelymernich 1ééiv podie vynalezu je dolozena experimenty modelového uvolio-
vani lééiv z polymerniho nosi¢e. Vysledky t&chto testil, véetné testii protinddorové aktivity. jsou
uvedeny v piikladové &asti pfihlasky.

Polymemi konjugaty s cilenym protinddorovym G€inkem podle vynalezu se vyznaluji tim, Ze
cytostatikum (taxol, docetaxel, larotaxet) je ptipraveno prostfednictvim esterové vazby a spaceru
na polymerni nosi¢ tvofeny linearnim [Etrych pat CZ 297 827 B6, publ 2008] a nebo roubova-
nym [Etrych pat CZ 298 945 (B6), publ 2008] HPMA kopolymerem prostiednictvim hydroiy-
ticky labilni hydrazonové skupiny vzniklé reakci karbonylové skupiny derivatu molekuly léciva
s hydrazidovou skupinou polymerniho nosife. Polymerni nosile jsou pFipraveny zpravidia
radikalovou roztokovou kopolymerizaci HPMA s komonomery odpovidajicimi pozadovanému
sloZeni. Vazbou pt¥isluiného taxanu na polymerni nosi¢ dojde k vyraznému sniZeni jeho cytotoxi-
city, vyraznému zvyieni molekulové hmotnosti lé¢iva a tim k prodlouZeni doby cirkulace v krev-
nim ob&hu, dojde k prodlouZeni celkové doby setrvani 1é¢iva v organizmu a tedy i ke zvygeni
jeho biologické vyuzitelnosti (bioavailability). Polymerni léCivo podle vynalezu se dale vyzna-
¢uje tim, ze vazba léQiva k polymernimu nosiéi je relativné stala v priibéhu transportu v krevnim
Fedisti a télnich tekutinach a je hydrolyticky Stépitelna v mimé& kyselém prostfedi narodu a
zejmeéna uvnitf cilovych nadorovych bunék v endozémech vyznadujicich se mirné kyselym pH.
To znamena, Ze 1éCivo je transportovano krevnim fe¢istém v neaktivni, na polymer vazané formé,
a k jeho uvolnéni a aktivaci dojde pfedeviim aZ po priniku do cilovych nadorovych bunék.
Aktivace lé¢iva aZ v cilovych buikich vede k eliminaci vedlejdich iG¢inkd jinak toxickych
cytostatik a k zacileni jejich a¢inku pfednostng na nadorové buiiky. Za cileny (pasivni) transport
do nadoru &i nadorovych bun¢k je odpovédny polymerni nosi¢ ptipraveny na bazi kopolymeri
HPMA, jehoz molekulova hmoinost a tedy i 0&innost akumulace v nadorové tkani miize byt
Fizena zménami ve struktufe skeletu polymemiho nosife (nedegradovatelny linearni polymer,
vysokomolekularni biodegradovatelny roubovany polymer).

Oblasti pouZiti pfedloZzeného vynalezu je pouziti polymernich lé¢iv podle vynalezu pro [é¢bu
solidnich nadori p¥i malignich onemocnénich v humanni medicinég.
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Syntéza a struktury polymernich konjugat(

Syntéza polymernich konjugatl podle vynalezu je provadéna v nékolika krocich, detailni finalni
struktura konjugatu vyznamné zaleZi na zvoiené syntetické cesté.

V prvnim kroku syntézy jsou syntetizovany zikladni monomery: HPMA, methakryloylované
derivaty aminokyselin a oligopeptidi zakon&ené hydrazidovou (CONHNH;) skupinou, pfipadné
zakoncené hydrazidovou skupinou chrinénou t.~butyloxykarbonyiovou skupinou (Boc).

Ve druhém kroku jsou syntetizovany polymemi prekurzory, tj. HPMA kopolymery nesouci
funkéni skupiny (randon copolymers) slouZici jako polymemi nosice pro léCiva.

Polymemi prekurzor nesouci podél fetézce funkéni hydrazidové skupiny je moZné ptipravit bud’
radikalovou kopolymerizaci vyse uvedenych funk&nich monomeri s HPMA, nebo polymeranalo-
gickou preménou zikladniho kopolymeru nesouciho funkéni skupiny.

Roubované kopolymery jsou pFipraveny z multivalentnich a semitelechelickych HPMA kopoly-
mer( podle postupu popsaného Etrychem et al. v CZ 298 945, J. Controlled Release 2008, 132,
184 az 192.

Zikladni kopolymer (prekurzor) je kopolymer HPMA a methakryloylovanych hydrazidd amino-
kyselin nebo oligopeptidi vybranych ze skupiny glycyl, glycylglycyl, p—alanyl, 6-aminohexa-
noyl (AH), 4-aminobenzoyl a nebo sloZeny acyl vychazejici zoligopeptidi GlyPheGly,
GlyLeuGly, GlyLeuPheGly a GlyPheLeuGly), vyznadujici se tim, Zze obsahuje 70 aZz 98 mol %
HPMA a 2 az 30 % mol jednotek s hydrazidovymi funkénimi skupinami (viz Schéma 2. se
spojkou tvofenou 6-aminchexanoylem).

Derivat 1é¢iva je slougenina lé¢iva (PTX, DTX nebo LTX) vznikla acylaci hydroxylové skupiny
v pozici 2 lé&iva pFisluinou oxokyselinou. S vyhodou byly pouZity nasledujici oxokyseliny: kyse-
lina levulova, 4-(2-oxopropyl)benzoova kyselina, 4—oxo—pent—2—enova a kyselina 5—oxo-hex—
2—enova a 6—oxo-hept-2—enova (viz Schéma 1.).

Polymemi konjugat je sloudenina polymerniho prekurzoru s derivatem léciva, kde derivat 1é¢iva
je navdzadn na polymerni prekurzor hydrazonovou vazbou pfipravenou reakci karbonylové
skupiny derivatu lé¢iva s hydrazidovymi skupinami polymeru, vyznadujici se tim, Ze obsahuje 70
az 98 mol % HPMA, 1,5 aZ 29,5 mol % jednotek s hydrazidovymi funkénimi skupinami a 0,5 az
10 mol % jednotek s hydrazonové navazanym derivitem légiva (viz Schéma 3. se spojkou
tvofenou 6-aminchexanoylem & kyselinou levulovou).

Piehled obrazkil na vykresech

Obr. 1. Graf rychlosti uvoliiovani PTX a jeho derivatd z lineamich polymermnich konjugati
v pufrou o pH 5 (model intracelularniho prostiedi).

Obr. 2:  Graf rychlosti uvoliiovani PTX a jeho derivata z linearnich polymernich konjugatd
v pufru o pH 7,4 {(model krevniho fecisté).

Obr. 3:  Pieziti my3i C57BL/6 s lymfomem EL4, ktery byl poddn DTX, derivat LEV-DTX a
linearni polymemni konjugit PHPMA-AH-N-N=DTX-LEV. Davky léCiv byly 2x20 mg
ckvivalentu DTX/kg, konjugit PHPMA-AH-NH=DTX-LEV byl podin vdivce 2x20 a
2x40 mg ekvivalentu DTX/kg.
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Obr. 4:  Preziti mySi 57BL/6 s lymfomem EL—4, kterym byl podan derivat paclitaxelu LEV~
PTX a lineamni polymemi konjugat PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV. Pro omezenou rozpustnost
nemchl byt podan PTX ve volné forme.

Obr. 5:  Pfeziti mySi BALB/c s karcinomem mlé¢né zlazy 4T1, kterym byl podan paclitaxel.
derivat paclitaxelu LEV-PTX a linearni polymerni konjugat PHPMA—AH-NH-N=PTX-LEV.
PTX a PTX-LEV byl injikovan v davce 2x30 mg ekvivalentu PTX v den 8 a 12 {viz text), a
konjugat PHPMA—AH-NH-N=PTX-LEV v davce 2x60 mg ekvivalentu PTX/kg v den 8 a 12.

Obr. 6:  Preziti my$i C57BL/6 s lymfomem EL—4, kterym byl podany linearni polymerni konju-

gat PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV s obsahem DTX 8,2 % a 16.3 %, v davce 2x30 mg ckviva-
tentu DTX i.v.,den9a 13,

Priklady provedeni vynalezu

Priklady provedeni syntézy meziprodukti a konjugatd podle vynalezu

Priklad 1; Syntéza monomeri a derivati 1é¢iv

HPMA byl pfipraven podle diive pospaného postupu [Ulbrich a kol. 2000]. Elementarni analyza:
vypocteno 58,8 % C, 9,16 % H, 9,79 % N; nalezeno 58,98 % C, 9,18 % H, 9,82 % N. Produkt byl
chromatograficky isty.

6 -(Methakryloylamino)hexanoythydrazin (V' —(6-hydrazino—6—oxohexyl)-2—methylakrylamid
(MA-AH-NHNH;) byl pfipraven podle dfive popsaného postupu (Etrych et al., CZ 297 827 B6).

Ester kyseliny levulové a paclitaxetu (v pozici -OH2) (LEV-PTC) byl ptfipraven reakci kyseliny
levulové s paclitaxelem pomoci karbodiimidové metody (dicyklohexylkarbodiimid, DCC)
v N, N'—dimethylformamidu (DMF).

Kyselina levulova (19,4 mg, 0,167 mmol) a DCC (37,5 mg, 0,182 mmol) byly pii laboratorni
teploté rozpustény kazdy v 0,15 mL DMF. Oba roztoky byly ochlazeny na —18 °C a smichany.
Po 20 minutach byl k tomuto roztoku pfidan roztok paclitaxelu (10 mg, 0,117 mmol) a ¥N-
dimethylaminopyridinu (DMAP) (14 mg, 0,117 mmol) v 0,3 mL DMF. Reakce probihala
30 minut pii —18 °C a 16 h pfi 4 °C. Prib&h reakce sledovan na TLC — desti¢ky Silikagel 60 F1s4
(ethylacetat: hexan 1:1, Rf(PTX) = 0,25, RLEV-PTX) = 0,15, Rf (Levulic acid)= 0,45).
produkt byl vy<¢istén od nizkomolekulamich pfimési pomoci chromatografie na koloné (60 cm x
4 cm) naplnéné Silikagelem v ethylacetatu. Frakce obsahujici produkt PTX—-LEV byla zachycena
a zahus$téna na 0,4 mL a produkt vysraZzen do 20 mL diethyleteru. Produkt byl odsit, promyt
malym mnozstvim diethyleteru a vakuové suden do konstantni hmotnosti. Vytézek &inil 98 mg
produktu (84 %) s teplotou tani 136 aZ 138 °C. TLC (ethylacetat: hexan 1:1) jedna skvrna pti Rf
=0,15. MALDI-TOF MS: 970 (M+Na).

Cistota viech monomerii a derivati Ié&iv byla stanovena pomoci HPLC systému [Schmidzu
HPLC systém vybaveny kolonou s reverzni fazi Chromolith Performance RP-18¢ (100 x
4.6 mm) a UV-VIS detektoru Shimadzu SPD-10AVvp (230 nm); eluent voda—acetonitril s gra-
dientem 50 a2 100 vol. % acetonitrilu, pritok 0,5 mL.min™'].

Ester kyseliny levulové a docetaxelu (v pozici OH 2) (LEV-DTX) byl pfipraven obdobné jako
LEV-PTX reakci kyseliny levulové s docetaxelem karbodiimidovou metodou (DCC) v DMF.
Kyselina levulova (38 mg, 0,327 mmol) a DCC (100 mg, 0,487 mmol) byly pti laboratorni teplo-
t¢ rozpustény kazdy v 0,25 mL DMF. Oba roztoky byly ochlazeny na —18 °C a smichany. Po
20 minutach byl k tomuto roztoku pfidan roztok docetaxelu (200 mg, 0,247 mmol) a N.N-
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dimethylaminopyridinu (DMAP) (28 mg, 0,229 mmol) v 0,6 mL DMF. Reakce probihala
30 minut pfi —18 °C a 16 h pfi 4 °C. Priibéh reakce sledovan na TLC - desti¢ky Silikagel 60 Fasy
(ethylacetat: hexan 1:1, RADTX) = 0,3, RRLEV-DTX) = 0,2, Rf{(Levulic acid) = 0,45). produkt
byl vy€istén od nizkomolekularnich pifimési dvakrat pomoci chromatografie na koloné (60 cm x
4 cm) naplnéné Silikagelem v ethylacetatu. Frakce obsahujici produkt DTX-LEV byla pokazdé
zachycena a zahusténa na 0,6 mL a produkt vysrazen do 20 mL diethyleteru. Produkt byl odsat,
promyt malym mnoZstvim diethyleteru a vakuové sufen do konstantni hmotnosti. VytéZek £inil
179 mg produktu (80 %) s teplotou tani 86 aZ 89 °C. TLC (ethylacetat : hexan 1:1) jedna skvrna
pfi Rf = 0,20. MALDI-TOF MS: 929 (M+Na).

Schéma | struktury estert kyseliny levulové a 4—(2—oxypropyl)benzoové s paclitaxelem a doce-
taxelem: A) Ester kyseliny levulové a paclitaxelu, LEV-PTX; B) Ester 4+2-oxo—
propyl)benzoové kyseliny a paclitaxelu, OPB-PTX; C) Ester kyseliny levulové a
docetaxelu, LEV-DTX,

Ester 4{2—oxopropyl)benzoové kyseliny a paclitaxelu (v pozici -OH 2) (OPB—PTX by! ptipra-
ven stejnym vyse popsanym postupem pro pfipravu LEV-PTX, a to reakci 4—(2-oxopropyl)-
benzoové kyseliny s paclitaxelem pomoci konjugainiho ¢inidla DCC v DMF.

Vytézek cinil 85 %. Teplota tdni 143 aZ 145 °C. TLC (ethylacetat: hexan 1:1) jedna skvma p#i Rf
=0,25. MALDI-TOF MS: 1032 (M+Na).

Ester 4{2—-oxopropyl)benzoové kyseliny a docetaxelu (v pozici -OH 2) (OPB-DTX) byl piipra-
ven stejnym vyse popsanym postupem pro piipravu DTX-LEV, a to reakci 4-(2—oxopropyl)-
benzoové kyseliny s docetaxelem pomoci DCC v DMF.

Vytézek cinil 81 %. Teplota tini 94 az 96 °C. TLC (ethylacetat: hexan 1:1) jedna skvma pii Rf =
0,28, MALDI-TOF MS: 950 (M+Na).

Ester 4-oxo-pentenové [3-acetylakrylové] kyseliny a paclitaxelu (v pozici -OH 2) (AAK-PTX)
byl pfipraven stejnym vySe popsanym postupem pro pfipravu LEV-PTX, a to reakci 4—oxo-
pentenové kyseliny s paciitaxelem pomoci DCC v DMF.
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Vytézek &inil 86 %. Teplota tani 138 az 139 °C. TLC (ethylacetat: hexan 3:1) jedna skvrna pii Rf
=0,6. MALDI-TOF MS: 968 (M+Na).

Ester 5—oxo-hexenové kyseliny a paclitaxelu (v pozici ~OH 2) (OHE-PTX) byl pfipraven
stejnym vy$e popsanym postupem pro piipravu PTX-LEV, a to reakci 5—oxo-hexenové kyseliny
s paclitaxelem pomoci konjuga¢niho &inidla DCC v DMF.

Vytézek &inil 85 %. Teplota tani 132 az 134 °C. TLC (ethylacetat: hexan 3:1) jedna skvrna pfi Rf
=0,65. MALDI-TOF MS: 982 (M+Na).

Ester 5—oxo—Hexenové kyseliny a docetaxelu (v pozici -OH 2) (OHE-DTX) byl pfipraven
stejnym vyde popsanym postupem pro piipravu DTX-LEV, a to reakci 5-oxo-hexenové kyseliny
s docetaxelem pomoci konjuga¢niho &inidla DCC v DMF.

Vytézek &inil 86 %. Teplota tani 84 aZ 86 °C. TLC (ethylacetat: hexan 3:1) jedna skvina pfi Rf =
0.7. MALDI-TOF MS: 940 (M+Na).

Piklad 2: Syntéza polymerniho prekurzoru — kopolymeru HPMA s MA-AH-NHNH,

Kopolymer poly(HPMA—co-MA~AH-NHNH;) byl pfipraven roztokovou radikalovou kopoly-
merizaci HPMA a MA-AH-NHNH; v methanolu pfi 60 °C podle diive popsaného postupu
[Etrych patent].

NH,
/
HN

(\
Hl
OH
0 NH o NH

CH, In CH, Jo

Schéma struktury polymemiho prekurzoru, kopolymeru poly(HPMA—<co—~MA-AH-NHNH,).

Piiklad 3: Ptiprava polymernich konjugatl obsahujicich derivity létiv (PHPMA-AH-NH-
=LEV-PTC, PHPMA-AH-NH-NLEV-DTX, PHPMA-AH-NH-N=OPB-PTX,
PHPMA-AH-NH-N=OPB-DTX, PHPMA-AH-NH-N=OHE-PTX, PHPMA-AH-
NH-N=OHE-DTX, PHPMA-AH-NH-N=AKK-PTX a PHMPA-AH-NH-
N=AKK-DTX)

Kopolymery s derivaty PTX, DTX a LTX navazanymi k PHPMA nosiéi hydrolyticky 3tépitelnou
hydrazonovou vazbou byly ptipraveny reakei polymernich prekurzoril obsahujicich hydrazidové
skupiny s pfislusnym derivatem lé¢iva v methanolu za katalyzy kyselinou octovou.

Roztok 100 mg kopotymeru poly (HPMA—co-MA—~AH-NHNH,) v 1,1 mL methanolu byl smi-
chan s roztokem LEV-PTX v 0,2 ml methanolu. Do michané reak&ni smési bylo pii 25 °C po 1
minut® pfidano 40 uL kyseliny octové. Priib&h reakce (abytek LEV-PTX) byl sledovan promoci



20

25

30

CZ 303072 B6

TLC (desticky Silikaget 60 Fys4, ethylacetat, R{LEV-PTX) = 0,8). Po 2 h byla reakéni smés
¢isténa gelovou filtraci od volného derivatu lé€iva na koloné napinéné Sephadexem LH-20
v methanolu. Polymerni frakce byla izolovana, zahu$téna na vakuové odparce a produkt srazen
do 50 ml ethylacetatu, izolovan filtraci na frité¢ S4, promyt 150 mL. ethylacetitem a susen do
konstantni hmotnosti. Obsah celkového PTX nebo jeho derivitu v polymernim konjugatu byl sta-
noven pomoci HPLC staveni (HPLC Shimadzu systém) po Gplné hydrolyze polymerniho
konjugatu v roztoku HCL (pH 2) po dobul h p#i 37 °C a extrakei derivatu PTX do chloroformu.
<M, a distribuce molekulovych hmotnosti byly zjiitény pomoci kapalinové chromatogratie
(kolona TSKGel 400 (3000x10 mm), 20% 0,3 M octanovy pufr (CH;COONa/CH,COOH; pH
6,5; 0,5 g/L NaN;) a 80% methanol, pritok 0,5 mL/min, detekce diferencialnim refraktometrem,
detektorem rozptylu svétla (DAWN-DSP-F, Wyatt, Technology, USA) a UV detektorem
(250 mm). Charakterizace polymerniho lé¢iva: Celkovy vytéZek reakce vazby léciva: 96 mg
(88 %), obsah celkového LEV-PTX 9,2 % vahovych, obsah volného PTX <0,2 % z celkového
obsahu PTX. Postup vazby derivatu PTX na polymerni prekurzory hydrazonovou vazbou byl
stejny pro vSechny typy prekurzord a derivati léCiv.

Schéma3 struktury polymerniho konjugitu PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV s navazanym
derivitem, esterem kyseliny levulové a docetaxelu.

Ptiklad 4: Uvolfiovani PTX, DTX nebo jejich derivatl z polymernich konjugata

Bylo méreno mnozstvi PTX, DTX nebo jejich derivati uvolnénych z polymernich konjugati po
jejich inkubaci ve fosfatovém pufru o pH 5,0 (0,1 M fosfatovy pufr obsahujicim 0,05 M NaCl)
modelujicim intraceluldri prostiedi a fosfatovém pufru pH 7,4 modelujicim prostfedi krevniho
fedistd. Mnoistvi uvolfiovanych Iééiv nebo jejich derivatit v inkubaénim roztoku bylo stanoveno
pomoci HPLC (Shimadzu). V pfedem urtenych &asovych intervalech bylo odebirdno 200 pL
inkubaéniho roztoku a po extrakci uvolnénych (égiv a jejich derivatii do chloroformu bylo jejich
mnoZstvi stanoveno pomoci HPLC systému [Schimadzu HPLC systém vybaveny kolonou
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s reverzni fazi Chromalith Performance RP—18e (100x 4,6 mm) a UV-VIS detektoru Schimadzu
SPD—10AVvp (230 nm); eluent voda—acetonitril s gradientem 50 aZz 100 vol. % acetonitrilu,
pritok 0,5 mL.min™.

Po inkubaci konjugatii (koncentrace 5 mg/mL) ve fyziologickém prostiedi p¥i 37 °C (fosfatovy
pufr, pH 7.4) se uvoliuji lé€iva PTX a DTX (&i jejich derivaty) vyznamné pomaleji (Obr. 2) nez
v mirné kyselém prostfedi pfi pH 5,0 modelujicim prostfedi v endozomech a iysozomech nadoro-
vych bunék (Obr. 1) U obou lé€iv ma na rychlost uvoliiovani z polymemiho konjugatu a pomér
uvolnénych slozek (lé¢ivo a jeho derivat) zasadni vliv struktura oxokyselinové spojky. Spojka
tvoiena kyselinou levulovou nebo 4-(2—oxopropyl)benzovou uvoliiuje velmi rychlé uvolnéni
derivitu lééiva v pH 5, k hydrolyzy esterové vazby mezi lé€ivem a kyselinou oviem dochazi jen
velmi pomalu. Naproti tomu spojka tvofena Kyselinou 4—oxo-—pentenovou stabilizuje jak hydra-
zonovou vazbu, tak vazbu esterovou, nedochazi k vyznamnému uvolnéni 1é€iva ani jeho derivatu.
Pti inkubaci ve fyziologickém prosttedi o pH 7.4 dochédzi u polymernich konjugati se spojkou
tvoienou kyselinou levulovou nebo 4—(2—oxopropyl)benzoovou k Sasteéné hydrolyze hydrazono-
vé vazby, ve srovnani s prostiedim o pH 5 vyznamné niZdi rychlosti. V pH 7.4 je patme, zZe
stabilita esterové vazby mezi kyselinou levulovou a lé€ivem je niZsi a z jedné tfetiny se uvolfiuje
volné léCivo. Naproti tomu v piipadé spojky tvorené 4—{2-oxopropyl)benzoovou kyselinou se
uvolituje jen derivat 1éciva, esterova vazba je stabilni. Rozpad derivatu lé¢iva na volné légivo
nebo pfimé odstépeni léciva z polymerniho konjugatu je piedpoklidano hOéinkem enzymi, a to
predeviim karboxy esteraz.

Pfiklad 5: Ukazka in vitro biologické aktivity linearnich polymernich konjugitd docetaxeiu a
paclitaxelu pfi inkubaci s buiikami nadorovych linii; T-bunééného lymfomu EL—4 a
karcinomu mlééné zlazy 4T1,

Tabulka 1 Hodnoty IC50 (v ng/ml)

EL 4 4T1
DTX 0.0001 0.0004
DTX-LEV 0.015 0.0031
PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEYV | 3.9 0.750
PTX 0.0013 0.0003
PTX-LEV 0.19 0.0054
PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV | 33.6 3.90

Ptiklad 6: Ukazka in vivo biologické aktivity linedrnich polymernich konjugiti docetaxelu a
paclitaxelu u my$i inokulovanych T bunécnych lymfomem EL4.

Pro in vivo demonstraci aktivity konjugatd docetaxelu a paclitaxelu byl pouzit model my3iho
syngenniho T bunéného lymfomu EL—4. Mysim kmene CS7BL/6 (samice byl v den 0 subkutan-
né implantovano 1x10° nadorovych bunék EL—4. Lééiva byla podana intraven6zng (i.v.), a to ve
dvou davkach podanych v den 8 a den 12 pro transplantaci nidorovych bunék. Prvni davka byla
poddna v dob&, kdy byly nadory dobfe vyvinuté, hmatatelné, o velikosti zhruba 300 mm’,
V pokusu byla sledovana velikost nadortl, télesnd vaha mysi, celkovy zdravotni stav a preZiti.
Efekt konjugdtu byt vidy porovnivan s efektem volného léciva (DTX, PTX) a jeho derivatl
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(DTX-LEV, PTX-LEV). Priméma doba pieZiti nelédenych kontrolnich mysi s lymfomem EL—4
byla 31.3 dne (SD 3,66, stiedni doba pieziti 30,5 dne).

DTX, PTX a derivaty DTX-LEV, PTX-LEV byly pro i.v. aplikaci rozpoustény ve smési Cremo-
phor EL (Sigma, USA) a etanol (1:1), po rozpusténi léiva byl objem doplnén 4 objemovymi dily
PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok). Konjugat PHPMA~AH-NH-NDTX-LEV,
PHPMA-AH-NH-N=PTX~LEYV byly rozpoustény v PBS. Objem kazdé¢ jednotlivé davky iéCiva
byl 0.2ml. Aplikovany byly nasledujici davky lé¢iv. DTX a derivait DTX-LEV 2x20 ng
ekvivalentu DTX/kg, konjugat PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV v divce 2x20 a 2¢40 mg DTX
ckvivalentw’kg. PTX a derivait PTX-LEV vdavce 2x30 mg ekvivalentu PTX/kg konjugat
PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV v divce 2x60 mg ekvivalentu PTX/kg.

A. Protinadorova G¢innost konjugitu PHPMA-AH-NH-N="DTX-LEV (Obr. 3)

Volny DTX indukoval Gplnou regresi nadorii EL—4 u 4 mysi ze 7 testovanych.Derivat LEV-DTX
mel nizSi efekt a indukoval dploou regresi nadoru EL—4 u | z 8 testovanych my3si. Konjugat
PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV v divce ekvivalentni volnému DTX (2x20 mg ekvivalentu
DTX/kg) vylécil také 1| my3 ze skupiny 8 mysi. Zvy3eni davky konjugit na dvojnasobek
2x40 mg DTX ekvivalentu DTX/kg) vsak vedlo k vylééeni 7 mysi ze skupiny (n=8). V zadné
testované skuping neby| zaznamenan ubytek vahy (jakoZto znak toxicity lédiva). Mysi, u nichz
doslo k aplné regresi nadoru, zistaly bez znamek nadorového ristu ¢i toxicity do dne 94, kdy jim
byly znovu transplantovany nadorové buiiky EL-84 ve stejné (tj. letalni) davce, a mysi byly
ponechany bez lécby. Tato druhy transplantace byla provedena pro prikaz imunologicky zpro-
stiedkované resistence proti nadoru. Statisticky vyznamny podil mysi vylééenych konjugatem
PHPMA—AH-NH-N=DTX-LEV (2x40 mg gp. DTX/kg) byl resistentni vi&i nddoru EL—4 (5
my3i resistentnich ze 7, tj. 71 %). Odpovidajici podil resistentnich jedincit byl i mezi my3mi
vylééenymi volnym DTX (ze 4 vyléenych myS$i byly 3 mySi resistentni).

Zavér:  Konjugat PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV mél vyznamny protinadorovy uéinek u
mysi C57BL/6 s lymfomem EL-4, jeho podani nebylo prokdzano vedlej$imi toxickymi efekty a
umoznilo ustaveni resistence proti nadoru u 71 % vylééenych jedinca.

B. Protinadorova Gcinnost konjugatu PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV (Obr. 4)

Volny PTX se pro velmi omezenou rozpustnost nepodafilo mysim podat (mys$i ihned po injekci
hynuly). Derivat PTX-LEV nemél protinadorovy efekt u lymfomu EL—4 {neprodlouZil priamémé
pieziti, zidnd my3 se nevylédiva; n=8), Konjugast PHPMA-~AH-NH-N=PTX-LEV v davce
2x60 mg ekvivalentu PTX/kg nevylédil zadnou my3 ani neprodlouZil primémé pieZiti (n=8).
V Zadné skupiné nebyl zaznamenan pokles vahy jako piiznak toxicity 1é¢iva.

Zavér:  Derivat PTX-LEV (2x30 mg PTX eq./kg) ani konjugit obsahujici derivat PTX
(2x60 mg ekvivalentu PTX/kg) nemély pfi 1€¢ini syngenniho mysiho lymfomu EL—4 terapeutic-
ky efekt.

Ptiklad 7: Ukazka in vivo biologické aktivity linedrniho polymerniho konjugatu paclitaxelu u
mysi inokulovanych karcinomem miééné Zlazy ET1 (obr. 5).

Byl pouzit model mysiho syngenniho karcinomu mlééné zlazy 4T1. Mysim kmene BALB/C
(samice) bylo v den 0 subkutanné implantovano 1x10° nddorovych bunék 4T 1. Lééiva byla poda-
na intravendzné (i.v.). a to ve dvou davkach podanych v den 8 a den 12 po transplantaci nadoro-
vych bunék. Prvni davka byla podana v dobg, kdy byly nadory dob¥e vyvinuté, hmatateiné, o

velikosti zhruba 300 mm’. V pokusu byla sledovana velikost nadori, télesna vaha my$i, celkovy
zdravotni stav a preziti. Efekt konjugitu byl porovnavan s efektem volného létiva (PTX) a jeho
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derivatu (PTX-LEV). Primémé preZiti nelééenych kontrolnich my3i bylo 34,9 dni (SD 2,59;
stfedni doba pfeziti 35 dni).

PTX. PTX-LEV a konjugit PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV byly pro i.v. aplikace pfipraveny
stejné jak uvedeno vySe (viz. Pfiklad 6 A, B). Aplikovany byly tyto davky: PTX as derivat PTX—
LEV v davce 2x30 mg ekvivalentu PTX/kg, konjugit PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV v divce
2x60 mg ekvivalentu PTX/kg.

Konjugat PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV dplné vylétil 3 z 8 testovanych mysi. Po aplikaci
derivatu PTX-LEV doslo k regresi nadoru 4T1 u 1 z 8 mysi. Aplikace volného létiva (PTX) byla
provazena vyznamnymi nezadoucimi G¢inky: aplikace druhé davky i.v. vyvolala prudkou reakci
{ktede, pozdé&ji Spatny ceikovy stav — najeZena srst, ochablost, ktery trval nejméné 24 hodin) u
prvni z mysi. Ostatnim my3$im ve skupiné pak byla druha davka sniZena o 10 %, a aplikovdna
intraperitoneéiné misto i.v. Vylélila se pouze jedna my3, které byla davka injikovana v, u
ostatnich se neprojevil Zadny lééebny efekt PTX. V Zadné pokusné skupiné se neprojevilo sniZeni
vahy jako pfiznak toxicity ié¢iva.

Pro zjisténi resistence vylétenych my3i proti nadoru 4T1 byly vylétené mysi znovu transplanto-
vany 129 dni po prvni transplantaci nadorovych bunék. Podruhé byto injikovano 1x10° bungk
4T1 sc. a my3i byly ponechany bez létby. U viech t&chto mysi (3 vylééené konjugitem
PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV, | vylééena PTX-LEY) nadory nerostly, to znamena Ze tyto
mysi byly resistentni vii¢i danému nadoru.

Zavér: Konjugit PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV mél vyznamny protinadorovy G¢inek u
mys$i BALB/C s karcinomem miééné Zlazy 4T1, jeho podani nebylo provéazeno vedlejimi toxic-
kymi efekty a umoZnilo ustaveni resistence proti nadoru u 38 % vylédenych jedinci

P¥iklad 8: Ukazal in vivo biologické aktivity linearnich polymernich konjugata docetaxelu s riiz-
nym obsahem lé¢iva u mé&feni inokulovanych T bun&énym lymfomem EL4 (Obr. 6)

Byl pouZit nadorovy model lymfomu EL—4, popsany vyse (P¥iklad 6). Konjugdty PHPMA-AH-
NH-N=DTX-LEV s obsahem lé¢iva 8.2 hmotn. % DTX (9,1 hmotn. % DTX-LEVY) a 16,3
hmotn. % DTX (18,0 hmotn. % DTX-LEV) byly pro aplikaci rozpustény v PBS (0,2 ml) a byla
pouZita suboptimalni davka 2x30 mg ekvivalentu DTX/kg intravendzné&, den 9 a 13 po transplan-
taci nadorovych bunék.

Konjugit s niz3im obsahem léCiva (8,2 % DTX) vylédil 1 my$ z 8 testovanych a u ostatnich
statisticky vyznamné prodlouZil pfeZiti (nelédené kontroly primér pieziti 27,25 dne, SD 1,64,
medidn 28 dni; léfené mysi primér 41,75 dne, SD 6,54, median 45 dni; p<0,0!). Konjugat s vys-
§im obsahem légiva (16,3 % DTX) vylédil také | z 8 testovanych mysi, ale pfeZiti ostatnich mysi
ve skupiné nebylo vyznamné prodlouzeno.

Zavér:  Obsah derivitu léciva v konjugitu PHPMA-AH-NH-N=DTX-LEV mél vyznamny
vliv na protinadorovy G¢inek u my3f C57BL/6 s lymfomem EL—4 pfi podani suboptimalnf davky
2x30 mg ekvivalentu DTX/kg. Polymern{ konjugat s niz§im obsahem prokazal vy33i protinadoro-
vou aktivitu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Polymerni konjugat sestivajici ze zakladniho kopolymeru a na tento kopolymer hydrazova-
nou vazbou kovalentn& vazaného derivitu légiva, kde zakladni kopolymer je vytvofen monomer-
nimi jednotkami N-2-hydroxypropyimethakrylamidu (HPMA) a monomemimi jednotkami na
aminoskupiné methakryloylované aminokyseliny nebo na aminoskupiné methakryloylovaného
oligopeptidu, kde acyl aminokyseliny tvofici soucdst monomerni jednotky nebo sloZeny acyl
oligopeptidu tvoticiho soudast monomerni jednotky je vybrdn ze skupiny sestévajici z glycyiu,
glycylglycylu, beta—alanylu, 6-aminohexanoylu (AH), 4-aminobenzoylu, GlyPheGly, GiyLeu-
Gly, GlyLeuPheGly a GlyPheLeuGly,

»

vyznadujici se tim, Ze

derivét létiva je slouéenina lé&iva vybraného ze skupiny sloZené z paclitaxelu (PTX), docetaxelu
(DTX) vznikla acylaci hydroxylové skupiny v pozici 2 Ié&iva oxokyselinou majici 5 az 10 uhli-
kovych atomi a hydrazonova vazba je vytvofena mezi uhlikovym atomem puvodné nesoucim
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karbonylovou skupinu oxokyseliny a koncovym dusikovym atomem hydrazidové skupiny zak-
ladniho kopolymeru.

2. Konjugat podle naroku | obecného vzorce |

H,C

(o] paniee

O  CH,

(),

kde symbol SP, pfedstavuje na aminoskupiné methakryloylovanou aminokyselinu nebo na
aminoskupiné methakryloylovany oligopeptid, n, m a p jsou ptirozena ¢isla a symboly R' az R*
1 piedstavuji substituenty tvofici jednu ze skupin a), b), ¢), kde
a) R' = benzoyl, R? = acetyl, R’ = methyl, R* = hydroxy, takie derivat léiva je derivatem
paclitaxelu,
b) R'= tert—butoxykarbonyl, R> = H, R’ = methyl, R* = hydroxy, takZe derivat 1éiva je deri-
vatemn docetaxelu,
15 vyznadujici se tim, Zeoxokyselinaje vybrina ze skupiny sloZené z kyseliny levulo-

vé, 4-H2—oxopropyl)benzoové, 4—oxo—pent—2—enové, 5-oxo-hex—2—enové a 6-oxo-hept-2-
enové, takZe symbol = R~ znamena

CH,
o CH,
CH, CH,
! CH, o o

3. Konjugat podle nékterého z predchozich ndrokit vyznadéujici se tim, Ze mono-
merni jednotky HPMA tvoti 70 aZ 98 molémich %, monomerni jednotky s hydrazidovymi funké-
nimi skupinami 1,5 az 29,5 molamich % a jednotky s navazanym derivitem cytostatika 0,5 az
10 moldmich % v3ech monomemich jednotek konjugatu.

20
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4. Konjugat podle nékterého z ptedchozich narokil, vyznadujici se tim, Zesestiva
z hlavniho fetézce nesouciho Ié&ivo a daldich Fetézel—~ roubd, které pfipadné rovnéZ nesou lé€ivo,
ptiemz tyto rouby jsou k hlavnimu fetézci piipojeny vazbou v organismu Stépitelnou.

5. Konjugat podle nékterého z pfedchozich narokil, vyzna&ujici se tim, Ze pokud
je linearni, spada jeho molarni hmotnost do intervalu 10 000 az 50 000 g/mol a pokud je roubo-
vany, spad4 jeho molarni hmotnost do intervalu 50 000 az 250 000 g/mol.

6. Zpisob ptipravy polymerniho konjugitu definovaného nékterym z narokil | az5,vyzna-
Cujici se tim, Ze se radikilovou kopolymeraci pfipravi zakladni kopolymer nesouci
hydrazidové funkéni skupiny a na ten se pfipoji derivat ié€iva podle naroku | reakci karbonylové
skupiny oxokyseliny s hydrazidovou skupinou zakladniho kopolymeru.

7. Derivat lé¢iva jak je definovan v naroku | vybrany ze skupiny

LEV-PTX
(18,28,3R,45,7R,95,108,12R, 155)-4,12-Diacetoxy~15—{[(2R,3S)-3—«benzoylamino)-2—(4-oxo

pentanoyloxy)-3—fenylpropanoyljoxy}—1,9—dihydroxy-10,14,17,1 7-tetramethy!- | -oxo—6—oxa-
tetracyklo—[heptadec—|3—en—2—yl-benzoat],

-15-
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LEV-DTX

5 1.7B.10p—trihydroxy—9—oxo-50,20-epoxytax—1 | -en—2a.4, 1 3a—triyl4—-acetit—2-benzoit-13-
{(2R,38)-3—[(tert-butoxykarbonyl)amino}-2-{4-oxo—pentanoyloxy)-3—fenylipropanoat},

1w OPB-PTX
(18.28,3R 48,7R,98,108,12R,155)4, 12--Diacetoxy—- 1 5—{[(2R,3S)-3—(benzoylamino)-2~[4—(2~

oxopropyl)benzoyloxy]-3—fenylpropanoylJoxy}—1,9-dihydroxy-10,14,17,1 7—tetramethyl~11-
oxo—6—oxatetracyk lo—{heptadec—13—en—2-yl-benzoat],

-16-
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OPB-DTX

1,78.10p—trihydroxy-9—oxo—5p3,20—epoxytax—| l-en—2a.4, 1 Ja—triyl-4-acetat—2-benzoat-13-
H{2R.38)-3-[(tert—butoxykarbonyl)amino}-2—{4—~2—oxopropyl)}-benzoyloxy}-3-fenylpropa-
noat},

o
HO
o
o o

AAK-PTX
(18,28,3R,48,7R,95,108,12R, 155)-4,12-Diacetoxy—| 5-{[(2R,38)-3benzoylamino)-2-{4-

oxopent-2-enoyloxy}-3—enoyloxy]-3-fenylpropanoy!]-oxy }—1,9-dihydroxy-10,14,17,17—tetra-
methyl-11-oxo—6—oxatetracyklo—[heptadec—13—en—2-yl-benzoit],
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OHE-PTX

5 (15,28.3R.48,7R,98.108,12R.158)4,12—Diacetoxy—1 5—{[(2R,3S)-3~(benzoylamino)-2-{4—
oxohex-2-enoyloxy]-3—fenylpropanoyl]oxy } - 1,9—dihydroxy—10,14,17,1 7-tetramethyl—| |—oxo—
6—oxatetracyklo—{heptadec—13—en—2-yl-benzoat],

10
OHE-~-DTX

1,7B,108-trihydroxy—9—oxo—5p,20~epoxytax—1 1 —en—2a.,4, | 3a~triyl4—acetat—-2—-benzoat—13—
{(2R38)-3[(tert—butoxykarbonyl)amino]-2—-{4—oxohex-2—enoyixy)}-3—fenylpropanoat} .

8. Pouziti polymemiho konjugitu podie nékterého z naroki | aZ 5 k pripravé légiva pro 1é¢bu
solidnich nadori pfi malignich onemocnénich v humanni medicing.

20

3 vykresy
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1 - PHPMA-AH-NH-N=PTX-LEV
2 - PHPMA-AH-NH-N=PTX-OPB
3 - PHPMA-AH-NH-N=PTX-AAK
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