PRIHLASKA VYNALEZU

zveiejnéna podle § 31 ziakona &. 527/1990 Sb.

a9 (22) Prihlageno: 09.11.2001
CESKA
REPUBLIKA (32) Datum podént prioritn{ ptihla3ky:  (09.11.2000

(31) Cislo prioritni prihlasky:  2000/247306

(33) Zem¢ priotity: US

(40) Datum zvefejnéni ptihlasky vynalezu:  17.09.2003
(Véstnik & 9/2003)

(86) PCT &islo:  PCT/US01/43325
(87) PCT &islo zvetejnéni: ~ WO02/058622

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2003 -1515

(13) Druh dokumentu: A3

(5D Int. C1. 7;

A 61 K 31/4741
A 61K 31/4745
AG61K 31/47
A61P 35/00

CZ 2003 - 1515 A3

(71) Ptihlagovatel:
NEOPHARM, INC,, Lake Forest, IL, US;

(72) Pavodce:

Ahmad Imran, Wadsworth, IL, US;
Zhang Jia-Ai (Allen), Vernon Hills, IL, US;
Rahman Aquilur, Potomac, MD, US;

(74) Zastupce: 5
Guttmann Michal JUDr. Ing., Nad Stolou 12, Praha 7,
17000;

(54) Nazev ptihlagky vynalezu:
Komplexy SN-38 s lipidem a zpiisob jejich pouziti

(57)Anotace:

Resent se tyk4 novych piipravki a zpiisobii 1é¢eni onemocnéni
zpisobenych bun&nou proliferaci, zejména lé¢enf rakoviny u
savcl, obzv]a¥té pak lidi. Terapeutické pfipravky podle
pfedloZeného feSeni zahrnuji komplexy SN-38 s lipidem, kde
komplexy mohou obsahovat kterykoliv z riznych neutralnich
nebo nabitych lipidd, vyhodné kardiolipin. Pfipravky jsou
schopné u&inné inkorporovat SN-38 do komplext a jsou
schopné solubilizace SN-38 v relativné vysokych
koncentracich.




w WAZ~1575"

(X ] oo oe (X ] o0
[ LN ) L] . L 1 [ ] L ¢ :
LN ) [J (XXX ] (] L] L]
. e0e ¢ o * e o @ . .
. L L] L L] L LN 4 L]
(AR X ] LX) (X ] ose LR J oe

KOMPLEXY SN-38 S LIPIDEM A ZPUSOB JEJICH POUZITI

Oblast techniky

PfedloZeny vynilez se tyka komplexti SN-38 s lipidy, jejich zplsobu
vyroby a pouziti pfi 1é¢eni onemocnéni, zejména pak onemocnéni tykajicich se

proliferace eukaryotickych bunék.

Dosavadni stav techniky

Slou¢enina znaméa jako 7-ethyl-10-hydroxykamptothecin (SN-38) a
formalnéji jako ((+)-(45)-4,11-diethyl-4,9-dihydroxy-1H-pyrano[3°,4":6,7]-
indolizino[1,2-b]chinolin-3,14(4H,12H)-dion byla poprvé popséna v patentu US
4,473,692 jako aktivni metabolit irinotekanu, derivat kamptothecinu. Pfedpoklada
se, Ze tato latka se vdZe na enzym topoizomerazu I, coZ je enzym zodpovédny za
uvolnéni torzniho napé&ti v DNA indukci reverzibilnich jednofetézcovych zlomil.
Zda se, Ze vazba SN-38 blokuje religaci (,religation) jednofetdzcovych zlomu
tomoizomerazou-I, coZ zplsobuje cytotoxicitu u savéich bun&k, které ziejmé
nemohou jinak dostatedné opravit vzniklé zlomy.

Metabolicka konverze irinotekanu na SN-38 se primarn& vyskytuje v jatrech
a zahrnuji Stépeni karbamatové vazby mezi kamptotecinovou &asti a
dipiperidinovym vedlej§im fetézcem, které je zprostiedkovano karboxylesterazou.
Nasledné tento derivat podléhéd konjugaci za vzniku glukuronidového metabolitu.

Jako inhibitor topoizomerdzy I purifikované z lidskych a hlodav¢ich
buné¢énych linii je SN-38 piiblizné 1000-krat Uu¢innéj$i neZ irinotekan. In vitro
testy cytotoxicity ukézaly, Ze SN-38 je az 2000-krat toxi¢t&j$i neZ irinotekan.
Z toho plyne, Ze SN-38 ma potencidl byt vysoce udinnym antineoplastickym
agens. TudiZ SN-38 je vyhodnéjsi neZ jeho kamptothecinové prekurzory z hlediska
toho, Ze nevyZaduje aktivaci v jatrech. Odpovidajici formulace by tedy mohla byt
pouzivana pii mistnich i systémovych zpiisobech 1é€eni.

SN-38 je neobyejn& nerozpustny ve vodnych roztocich. Navzdory své
nerozpustnosti ve vodé, ma také nizkou afinitu k lipidovym membranim, ze

kterych ma tendenci precipitovat do vodné faze. Tyto vlastnosti (rozpustnost)




brani vyuziti SN-38 jako terapeutika. Navic uéinnost SN-38 pfi opakovanych
podanich miZe byt limitovdna vznikem multirezistence, kterd nejenZe sniZuje
GCinnost samotného léku, ale také udinnost urditych dal$ich antineoplastickych
terapeutik. Obecna toxicita SN-38 také limituje jeho terapeutické pouZiti.

TudiZ zde existuje potieba formulaci, které zlep§i G&¢innost SN-38 takovym
zplsobem, Ze SN-38 miiZze byt pouZivino ulinngji p¥i 1éfeni onemocnéni
souvisejicich s bun&¢nou proliferaci. Takova formulace by méla mit vhodnou
rozpustnost a toxicitu a byla by uinnd pfi 1éCeni uréitych proliferativnich
onemocnénich, napf. rakoving.

PiedloZeny vynédlez poskytuje takové zplsoby a pfipravek. Tyto a dalsi
vyhody pfedloZeného vynélezu, jakoZ i daldi charakteristiky vynalezu, budou lépe

pochopeny pomoci nasledujiciho popisu pfedloZeného vynalezu.

Podstata vynalezu

Pfedlozeny vynilez se tyk4 novych pfipravki SN-38, zplsobii jejich
pfipravy a pouZiti pfi 1é¢eni onemocnéni zplsobenych proliferativnimi
eukaryotickymi buiikami, napf. rakovina, zejména u savci, obzvlasté pak lidi.
Ptipravky SN-38 zahrnuji SN-38 komplexovany s lipidem, kde vice neZz 50 hmotn.
% SN-38 je komplexovano s lipidem. Komplexy zahrnuji lipozémy a mohou
obsahovat kteroukoliv z rtznych neutrdlnich nebo nabitych lipidovych latek,
vyhodn€ kardiolipin. Vhodné lipidy zahrnuji jakékoliv farmaceuticky pfijatelné
lipofilni latky, které vazi SN-38, ¢imZ poskytuji stabilni farmaceutickou formulaci
a usnadiiuje jeji podani savclim. Kardiolipin miZe byt synteticky nebo ziskany
z piirodnich zdroji. Lipidové komplexy mohou mit vlastni negativni nebo
pozitivni naboje nebo mohou byt neutrdlni. Vyhodné komplexy také obsahuji o-
tokoferol. Komplexy SN-38 mohou byt pouZiviny vyhodn& se sekundarnimi
terapeutickymi  agens  jinymi neZ SN-38, vletn& antineoplastickych,
antifungalnich, antibiotickych nebo jinych aktivnich agens. Lipozémové komplexy
mohou byt multilamelarni vezikuly, unilamelarni vezikuly nebo jejich smé&si podle
potieby. PiedloZeny vynélez také zahrnuje zpisoby pfipravy takovych komplext
SN-38. PfedloZeny vynalez se déle tyka zplisobi, pii kterych terapeuticky G&inné

mnoZzstvi SN-38 komplexl je zahrnuto ve farmaceuticky pfijatelném excipientu a




podavano savci, napf. lidem, za uéelem lé&eni proliferativnich onemocné&ni, napt.
rakoviny.

V jednom zejména vyhodném zpisobu p¥ipravy komplexit SN-38 je SN-38
rozpuSténo v alkalickém roztoku a pouZivano k hydrataci lipidové vrstvy za

vzniku lipozém1.

Detailni popis vynalezu

PtedloZeny vynalez se tyka pfipravkid a zplisobl dodani SN-38 do savéiho
hostitele. Ptripravky a zplsoby jsou charakterizovany obchazenim problémt
s rozpustnosti SN-38, vysokou stabilitou SN-38 a komplexu, schopnosti podani
SN-38 jako bolusu nebo kratké infuze ve vysokych koncetracich, sniZenou
toxicitou SN-38, zvySenou terapeutickou Gdinnosti SN-38 a modulaci
multirezistence.

Piipravek podle pfedloZeného vynalezu je lipidovy komplex s SN-38, ve
kterém komplex vyhodné obsahuje kardiolipin. Vhodné komplexy jsou
charakterizovany vazbou SN-38 s lipofilni slou€eninou, kterd& meéni rozpoustéci
charakteristiky takovym zplisobem, Ze mohou byt vytvofeny a pouZivany stabilni
farmaceutické preparaty. Komplexy zahrnuji, ale neni to nikterak limitovano,
lipozémy a micely. V komplexech mtzZze byt SN-38 vazan na lipid kovalentnimi,
hydrofébnimi, elektrostatickymi, vodikovymi nebo jinymi vazbami a vazba miZe
byt kdekoliv, kde miZe byt SN-38 jednoduSe zachyceno do vnittku lipozému.
Ptipravky SN-38 zahrnuji SN-38 komplexované s lipidem, kde asi 50 hmotn.%
SN-38 nebo vice je komplexovano s lipidem, vyhodné&ji asi 70 hmotn.% nebo vice,
jes§té vyhodnéji asi 80 hmotn.% nebo vice a nejvyhodné&ji asi 90 hmotn.% SN-38
nebo vice je komplexovano s lipidem. V

Vyhodné obsahuji komplexy SN-38 se lipidem kardiolipin. MiZe byt
pouzivan kterykoliv vhodny kardiolipin. Naptfiklad miZe byt kardiolipin
purifikovan z pfirodnich zdroji nebo miZe byt chemicky syntetizovan, napf.
tetramyristylkardiolipin, zptisoby, které jsou znadmé z dosavadni techniky.

Komplexy SN-38 obecné obsahuji kromé kardiolipinu dal$i komplexotvorna
¢inidla. Vhodnd <¢inidla zahrnuji farmaceuticky pfijatelné syntetické,

semisyntetické (modifikované pfirozené) nebo pfirozené se vyskytujici slouéeniny




majici hydrofilni a hydrofébni mista. Tyto slou€eniny zahrnuji amfifilni molekuly,
které mohou mit vlastni pozitivni, negativni nebo neutralni niboje, nebo které -
postradaji naboj. Vhodnd komplexotvorna ¢&inidla zahrnuji sloudeniny, napf.
fosfolipidy, jenZ mohou byt syntetické nebo odvozené z pfirodnich zdrojd, napt.
ziskané z vajec nebo séji. Vhodné fosfolipidy zahrnuji sloudeniny, napf.
fosfatidylcholin  (PC), fosfatidylethanolamin | (PE), fosfatidylserin (PS),
fosfatidylglycerol (PG), fosfatidovou kyselinu (PA), fosfatidylinositol (PI),
sfingomyelin (SPM) atd., samotné nebo v kombinaci. PouZivany mohou byt
fosfolipidy dimyristoylfosfatidylcholin (DMPC), dimyristoylfosfatidylglycerol
(DMPG), dioleoylfosfatidylglycerol (DOPG), distearoylfosfatidylcholin (DSPC),
dioleoylfosfatidylcholin (DOPC), dipalmitoylfosfatidylcholin (DPPC),
diarachidonoylfosfatidylcholin (DAPC) nebo hydrogenovany Sojovy
fosfatidylcholin (HSPC).

Komplexy SN-38 s lipidem obecné zahrnuji alespoii jednu steroidni sloZku,
napf. cholesterol, polyethylenglykolové derivaty cholesterolu (PEG-cholesteroly),
koprostanol, cholestanol nebo cholestan nebo a-tokoferol. Také mohou obsahovat
derivaty sterolu, napf. cholesterol-hemisukcinat (CHS), cholesterol-sulfat, atd.
Mohou byt také pouzivany derivaty organick)'lch kyselin s tokoferoly, napi. o-
tokoferol-hemisukcinat (THS). Vhodné komplexy SN-38 mohou byt také
piipraveny s glykolipidy nebo pfirozenymi nebo derivatizovanymi mastnymi
kyselinami, atd. Vyhodn4 komplexotvornd ¢inidla SN-38 zahrnuji kardiolipin,
fosfatidylcholin, cholesterol a a-tokoferol, které jsou spojeny za vzniku lipozému.

Mize byt pouzivano jakékoliv vhodné mnoZstvi SN-38. Vhodna mnoZstvi
SN-38 jsou ta mnoZstvi, kterd mohou byt stabilné inkorporovana do komplexi
podle pfedloZeného vynalezu. SN-38 by mél byt vyhodné pfitomen ve vyse
uvedenych pfipravcich o koncentraci od asi 0,01 do asi 5 mg/ml, vyhodné&ji od asi
0,1 do asi 4 mg/ml, jesté¢ vyhodnéji od asi 0,5 do 3 mg/ml, a jesté vyhodnéji od asi
0,8 do 2, nejvyhodné&ji od asi 1 do 1,5 mg/ml SN-38.

Vhodné pfipravky také obecné obsahuji od asi 1 do asi 50 hmotn.%
kardiolipinu nebo vyhodné od asi 2 do asi 25 hmotn.% kardiolipinu, vyhodné&ji od
asi 5 hmotn.% do asi 20 hmotn.% kardiolipinu. Tyto pfipravky také obecn&
obsahuji od asi 1 hmotn.% do asi 95 hmotn.% fosfatidylcholinu, nebo vyhodnéji

od asi 20 hmotn.% do asi 75 hmotn.% fosfatidylcholinu. Vyhodné piipravky také
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obecné obsahuji o-tokoferol v koncentraci od asi 0,001 hmotn.% do asi 5
hmotn.%.

O komplexotvornych ¢&inidlech lze také wuvaZovat jako o latkach
vytvafejicich lipozémy a v takovych pfipadech, kdy jsou pouZivana k pfipraveni
lipozéml dosud zndmymi zpisoby. K pfipraveni poZadovanych komplexdi mohou
byt rozpu$téna samotna nebo s dal$imi lipofilnimi sloZkami, v&etné SN-38, ve
vhodnych rozpoustédlech. Vhodnd rozpoustédla jsou takova, kterd poskytuji
dostatenou rozpustnost a mohou byt odpafena bez zanechéni jakychkoliv
mnoZstvi farmaceuticky nepfijatelnych zbytkii. Naptiklad mize byt kardiolipin
rozpudtén v nepolarnim nebo mirné polarnim rozpoustédle, napi. ethanolu,
methanolu, chloroformu nebo acetonu. SN-38 muZe byt rozpustén v nepolarnim,
mirné¢ polarnim nebo polarnim rozpoustédle. Pfikiady vhodnych rozpoustédel SN-
38 zahrnuji methanol, chloroform, aceton nebo vodné alkalické rozpoustédlo.

Obecné zahrnuje zplsob smichani rozpu§téh}’rch lipofilnich slozek
dohromady a odpaieni nebo lyofilizaci rozpoustédla(del) za vzniku homogenni
lipidové vrstvy. Odpafeni rozpoustédla mize byt provedeno jakymikoliv
vhodnymi prostfedky, pfi kterych neni naruSena stabilita slozek. Lze fici, Ze SN-
38 je stabilni do té doby, dokud si chemické struktura udrZi svou integritu nebo do
t¢ doby, dokud chemicka struktura je v rovnovaze. Chemické struktury
v rovnovaze s SN-38 specificky =zahrnuji struktury, jenZz poskytuji ve&tsi
rozpustnost pfi vy$§im pH, ale které jsou konvertovany na SN-38, pokud je pH
sniZeno.

Komplexy SN-38, véetné lipozémt nebo micel, pak mohou byt pfipraveny
pfidinim vhodného rozpoustédla do suché smési lipidové vrstvy. Vhodna
rozpoustédla zahrnuji farmaceuticky pfijatelné rozpoustédla. Obecné jsou
rozpou§tédla vodné roztoky obsahujici farmaceuticky pfijatelné soli, pufry nebo
jejich smési. V jednom zplsobu je lipidovéa vrstva hydratovana vodnym roztokem
SN-38 majicicm alkalické pH. Vhodné rozmezi pH se pohybuje od asi 7 do asi 11,
Vodné roztoky majici vhodné pH mohou byt pfipraveny z vody obsahujici vhodné
mnozstvi NaOH v ném rozpuSténé. Alternativn€ mohou byt takové roztoky
pfipraveny s pufry, napf. TriseHCl, které maji pK vrozmezi 1 pH jednotky

poZadovaného pH.
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Lipozémové komplexy jsou piipraveny dispergovanim lipidu ve vodném
roztoku za intenzivniho michani. MiZe byt pouZivan jakykoliv zptisob michani
tak, aby vybrany zpiisob vytvarel dostatednou hybnou silu mezi lipidovou vrstvou
a polarnim rozpoustédlem, &imZ by dochdzelo k homogenizaci sm&si a tvorbé
poZadovanych komplext. Napiiklad michani miZe byt dosaZeno vortexem,
magnetickym michdnim a/nebo sonikaci. Tam, kde jsou potfeba multilameldrni
lipozémy, 1ze je jednoduSe vytvofit vortexovanim roztoku. Tam, kde jsou potieba
unilamelarni lipozémy, je do zplisobu zahrnuty sonikaéni nebo filtraéni krok.

Lipozomalni komplexy SN-38 mohou byt pfipraveny smichanim SN-38,
kardiolipinu, cholesterolu, fosfatidylcholinu a o-tokoferolu ve vhodném
rozpoustédle za vzniku homogenni smési. Sm&s je suSena za vzniku lipidové
vrstvy a hydratovdna do lipozémi pfiddnim vody nebo vodného roztoku a
michéanim.

Alternativn€ mohou byt lipozémy SN-38 ptipraveny spoleénym
rozpusténim lipofilnich sloZek (s vyjimkou SN-38) a jejich odpafenim za vzniku
lipidové vrstvy. Roztok SN-38 se pfipravi ve vodném roztoku o alkalickém pH a
pouZzije k hydrataci suché lipidové vrstvy a tvorby lipozémd.

Obecné miiZe byt pouZivan kterykoliv vhodny zpidsob tvorby lipozémi,
pokud generuje lipozémalné =zachyceny SN-38. Mohou byt pouZivany
multilamelarni vezikuly, stabilni plurilamelarni vezikuly a vezikuly s odpafovanim
v obracené fizi (,reverse phase evaporation“ vezikuly). PiedloZeny vynilez se
tyka také piipravkd s SN-38 zachycenym do lipozému.

Vhodné lipozémy mohou byt neutralni, negativné nebo pozitivné nabité,
kde ndboj miZe byt funkci naboje lipozémovych sloZek a pH lipozémového
roztoku. Napfiklad pfi neutrdlnim pH mohou ze smési fosfatidylcholinu,
cholesterolu a stearylaminu vznikat pozitivné nabité lipozémy. Negativn& nabité
lipozémy mohou vznikat naptiklad =z fosfatidylcholinu, cholesterolu a
fosfatidylserinu.

Cilové agens mohou byt navazany na komplexy SN-38 takovym zplsobem,
Ze komplexy mohou byt nasmérovany do konkrétnich tkédni nebo orgénfi. Agens
mohou byt vadzany kovalentnimi, elektrostatickymi nebo hydrofébnimi vazbami
s komplexy. Vhodné cilové agens zahrnuji sacharidy a proteiny nebo jsou znimy

jiné agens, jenz dosdhnou Zadanych tkani nebo organd. Naptiklad patent US




6,056,973, ktery je zde uveden jako odkaz, publikuje néktera cilova agens a cilové
buiiky. (Viz col. 11, 1.1-41). Publikovany jsou také zplsoby piipravy vhodnych
konjugatt. (Viz Col. 11, 155 — col. 14, 1.20).

Komplexy SN-38 mohou byt filtrovany pfes vhodné filtry kvili regulaci
rozdéleni velikosti. Vhodné filtry zahrnuji ty, které mohou byt pouZivany
k dosaZeni pozadovaného rozsahu velikosti lipozémi z filtratu. Napiiklad mohou
byt pfipraveny lipozémy a nasledné filtrovany pfes 5 mikronovy filtr kvili ziskéani
lipozé6ml majicich primér asi 5 mikroni nebo mens$i. Alternativné mohou byt
k pripravé lipozémi majicich primeéry asi 1 um, 500 nm, 200 nm, 100 nm nebo
jakychkoliv jinych vhodnych velikostech pouziviny 1 pm, 500 nm, 200 nm, 100
nm nebo jiné filtry. Alternativn& se miiZe filtrace provadét po formulaci v tekutych
excipientech nebo fedicich roztocich, jak je popsano niZe.

Pokud je tfeba, mohou byt lipozémy suSeny, napf. odpafenim nebo
lyofilizaci, a lipozémy resuspendovany v jakémkoliv vhodném polarnim
rozpou$tédle. Pokud jsou lipozémy lyofilizovany, mohou byt pfed lyofilizaci
pfidany neredukujici cukry kvili ziskéni stability. Jednim z takovych vhodnych
cukri je sacharosa. Pokud jsou lipozémy pfipraveny hydrataci lipidové vrstvy
alkalif, vodné roztoky obsahujici SN-38, je Zadouci pouzit pufry s nizkym pH
k resuspendovani  lyofilizovanych  lipozémt. Vhodnd rozpous$tédla pro
resuspendovani lipozéml zahrnuji napiiklad roztok pufrovany laktatem majici pH
asi 3,5.

PiedloZeny vynalez zahrnuje farmaceutické preparaty, které kromé
netoxickych, inertnich, farmaceuticky pfijatelnych excipientd obsahuji komplex
SN-38, a zplsoby pfipravy takovych pfipravkd. Netoxickymi, inertnimi,
farmaceuticky piijatelnymi excipienty se rozumé&ji pevné, polopevné nebo tekuté
fedici roztoky, fillery a pomocné latky jakéhokoliv typu.

Ptedlozeny vynalez také zahrnuje farmaceutické preparaty v jednotkovych
davkach, coZz znamena, Ze preparaty jsou ve formé& individudlnich &astic, napf.
kapsli, pilulek, ¢ipk a ampuli, kde obsah komplexu SN-38 odpovida frakci nebo
mnohadetné jednotlivé davce. Jednotlivé davky mohou obsahovat napf. 1, 2, 3
nebo 4 jednotlivé davky nebo 1/2, 1/3 nebo 1/4 jednotlivych davek. Jednotliva

davka vyhodné obsahuje takové mnozstvi SN-38, které je obsazeno v jednom




podani, a které obvykle odpovida celé, poloviéni, tietinové nebo &tvrtedni denni
davce.

Tablety, drazé, kapsle, pilule, granule, ¢ipky, roztoky, suspenze a emulze,
pasty, masti, gely, krémy, lotion, pras§ky a spreje mohou byt vhodné farmaceutické
preparaty.

Pro perordlni zpisob podani miZe byt pouZivan komplex SN-38 ve formé&
tablet, kapsli, losengid (,,losenges“), praskd, sirup, vodnych roztokt, suspenzi,
atd. K pfipravé tablet mohou byt pouZivany nosife, napf. laktosa, citrat sodny a
soli kyseliny fosfore¢né. Déle mohou byt zahrnuty bobtnadla, napf. Skrob a
lubrikaéni prostfedky, napf. stearat hofeénaty, laurylsulfat sodny a talek. Redici
roztoky, napf. laktosa a polyethylenglykoly o vysoké molekulové hmotnosti
mohou byt pouZivany pfi ptipravé ddvek ve formé kapsli. Aktivni slozka miZe byt
kombinovéana s emulzifika¢nimi a suspendaénimi prostfedky k vytvofeni vodnych
suspenzi pro peroralni pouZiti. Podle potfeby mohou byt pfidany aromatiza&ni
prostfedky, napf. sladidla.

Pro mistni podéani a ¢ipky mohou byt 1ékové komplexy opatieny ve formég
takovych geld, oleji a emulzi, které se pfipravuji pfidanim vhodnych, ve vodé&
rozpustnych nebo ve vodé nerozpustnych excipientli, napf. polyethylenglykoly,
ur¢ité tuky a estery nebo smési téchto latek. Vhodné excipienty jsou takové, ve
kterych jsou 1ékové komplexy dostate¢né& stabilni pro terapeutické pouZiti.

VySe wuvedené farmaceutické piipravky jsou pfipraveny pro podani
obvyklym zplsobem podle zndmych metod, napf. smichanim komplexovaného
SN-38 s vhodnym excipientem(y).

PtedloZeny vyndlez také zahrnuje pouziti SN-38 podle predloZeného
vynélezu a farmaceutické preparadty, které obsahuji SN-38 podle pfedloZeného
vynélezu, na lidech a ve veterinarni mediciné pro prevenci, zlepSeni a/nebo 1é&eni
onemocnéni, zejména pak té€ch nemoci, které jsou zpisobeny bunéénou proliferaci,
napi. rakovinou, u kteréhokoliv savce, napf. kravy, koné&, prasete, psa ¢&i kocky.
Nicméné& zplsob je obzvla§té vyhodny pro pouZiti pfi 1é¢eni lidi, zejména pak
rakoviny a dalich onemocnéni zpisobenych buné&éénou proliferaci. P¥ipravky
podle piedloZeného vynalezu maji konkrétni pouZiti pfi 1é€eni lidského lymfomu,

rakoviny vaje¢nikd, prsou, plic a stfeva kromé roztrousené skler6zy.
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Aktivni slouenina nebo jeji farmaceutické preparaty mohou byt podavany
peroradln€, parenteralng, intraperitonealné, rektéln® nebo intratumoralni injekei.
Jelikoz SN-38 nevyZaduje aktivaci v jatrech, je vyhodné pouzivat piedloZené
pfipravky mistné, napf. pfimou injekci do ramene nebo nohou nebo v ptipadé lidi
do ruky.

Davka se u lidi vaZicich 70 kg pohybuje napf. od asi 0,1 do 2 mg nebo od
asi 0,5 do 1 mg SN-38 na kg t&lesné hmotnosti. Vyhodné se davka pohybuje od asi
0,5 do 2,0 mg SN-38 na kg té€lesné hmotnosti. Nicmén& miiZe byt nezbyté se
odchylit od vy$e zminéného rozmezi divek a to zejména z hlediska charakteru a
télesné hmotnosti subjektu, ktery ma byt oSetfovan, charakteru a sile onemocnéni,
charakteru preparatu a v pfipadé podéani léku, také Casu a dob&, po kterou se
podani provadi. V nékterych pfipadech bude davka niZ§i nebo vy3$i neZ shora
zminéna davka. Konkrétni potfebna optimalni davka a typ podani SN-38 miZe byt
stanoven odbornou vefejnosti pomoci dostupnych metod. Vhodna mnoZstvi jsou
terapeuticky udinnd mnoZstvi, kterd nezplsobuji nadbytednou toxicitu podle
empirickych studii.

Vyrazna vyhoda pfipravkd obsahujicich kardiolipin spo&iva v tom, Ze
poskytuji zpisob modulace multirezistence v rakovinovych buiikach, které jsou
podrobeny SN-38. Konkrétné redukuji pfipravky podle pfedloZeného vynalezu
tendenci rakovinovych bunék podrobenych chemoterapii SN-38 ke vzniku
rezistence vii¢i témto pfipravkiim a sniZuji tendenci rakovinovych bunék ke vzniku
rezistence vuci dal§im terapeutickym agens, napi. taxol nebo doxorubicin. TudiZ
jind agens mohou byt vyhodn€ pouZivina se souasnym léfenim v kombinaci
s SN-38.

Nyni, kdyZ byl popsan piedloZeny vynalez, nésleduji konkrétni piiklady,
které jsou zde uvedeny pro ilustraci a nemaji nikterak piedloZeny vynalez

limitovat.




10

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

SN-38 (3 pmoly) se rozpusti ve chloroformu obsahujicim 3 pmol
kardiolipinu. Do této smési se pfidd 14 pmold fosfatidylcholinu rozpusténého
v hexanu a 10 pmoli cholesterolu v chloroformu. Sm&s se opatrn& michéd a
rozpoustédla se odpafi za vakua pfi teploté niZ8i nez 30°C za vzniku tenké suché
vrstvy lipidu a 1éCiva. Lipozémy se pak vytvoii pfidanim 2,5 ml fyziologického
roztoku a intenzivnim michanim sloZek na vortexu. Baiiky se pak vortexuji kvili
vzniku multilamelarnich lipozémd a piipadné sonikuji v sonikatoru k ziskani
unilamelarnich lipozémi. Uginnost SN-38 enkapsulace se stanovi dialyzaci
alikvétniho podilu ptedmétnych lipozémi pfi 50 000 x g po dobu 1 hodiny. Poté
se lipozémova frakce rozpusti v methanolu a analyzuje standardnimi zpisoby
pomoci HPLC, napf. HPLC s reverzni fazi. Obecné se bude ucinnost enkapsulace

SN-38 v lipozémech pohybovat v rozmezi od 80 do 95% inicidlni vstupni davky.

Priklad 2

Pouziji se podobné experimentalni podminky s jinymi mnoZstvimi 1é&iva a
lipidu. Napfiklad se pouZije koncentrace 6 puM SN-38, 6 pM kardiolipinu, 28 uM
fosfatidylcholinu a 20 uM cholesterolu. Slozky se rozpusti ve vhodném
rozpoustédle, napt. 5 ml 7% trehalosy-fyziologickém roztoku. Hydratace lipozémi
miZe byt usnadn€na vortexovanim a/nebo sonikaci smési. Lipozémy se podle
potfeby dialyzuji a stanovi se procentudlni enkapsulace SN-38 v lipozémech podle
vySe uvedeného zplisobu. Typicky bude SN-38 enkapsulace vy$§i neZ asi 75% a

obecnéji od asi 85 do 95% nebo vice neZ je stanoveno HPLC.

Piiklad 3

SN-38 se enkapsuluje v lipozémech pouZitim 3 pM 1é&iva, 15 puM
dipalmitoylfosfatidylcholinu, 1 pM kardiolipinu a 9 uM cholesterolu v objemu 2,5

ml. Smés 1é¢iva a lipidu se odpafuje za vakua a resuspenduje v ekvivalentnim
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objemu fyziologického roztoku. Zbytek zplisobu zpracovani je stejny jako vyse.

V tomto systému bude ¢innost enkapsulace SN-38 bude obecn& vyssi neZ 75%.

Priklad 4

V tomto pfikladu se pfipravi lipozémy obsahujici 2 pM SN-38, 2 pM
fosfatidylserinu, 11 pM fosfatidylcholinu, 2 pM kardiolipinu a 7 pM cholesterolu

podle zpisobu uvedeného v ptikladu 1, kde u&innost enkapsulace SN-38 je vysii
nez 75%.

Priklad 5

- Vtomto piiklad€ je uvedena piiprava lipozémi obsahujicich vice neZ 1
mg/ml SN-38 v roztoku.

Lipidova vrstva se pfipravi pfidanim asi 0,2 g D-a-tokoferolového kyselého
sukcinatu do asi 1 kg ¢-butylalkoholu, ktery se ohfeje na asi 35-40°C. Roztok se
mich4 po dobu asi 5 minut, dokud se tokoferol nerozpusti. Do roztoku se pfida asi
6,0 g tetramyristoylkardiolipinu a roztok se michid po dobu asi 5 minut. Do
roztoku se pfida asi 10 g cholesterolu a roztok se michd po dalich asi 5 minut,
pak se pfidd asi 30 g vajeéného fosfatidylcholinu a mich4 daldich 5 minut.
Pfiblizné 11 gramid vysledného lipidového roztoku se lyofilizuje za vzniku
lipidové vrstvy.

K vytvofeni lipozomalniho SN-38 se pfipravi 1,2 mg/ml roztok SN-38
rozpu$ténim léfiva ve vodném alkalickém roztoku majicim pH od 8 do 10. Do
baiiky obsahujici lipidovou vrstvu se pfida pfiblizné 15 ml tohoto roztoku SN-38.
Batika se opatrné mich4, nechd hydratovat pti pokojové teploté po dobu 30 minut,
intenzivné vortexuje po dobu 2 minut a sonikuje po dobu 10 minut v komorovém
sonikatoru pii maximalni intenzité. Hodnota pH lipozémového roztoku se sniZi na
kyselé pH. Pfi pouziti tohoto zpisobu se vice neZ 90 hmotn.% SN-38 komplexuje

s lipidem ve formé& lipoz6mii.
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Nyni, kdyZz byl ptedloZeny vynalez popsan, budou odborné vefejnosti
ztejmé rizné zmény a modifikace vySe popsanych provedeni bez vzdaleni se od

charakteru a rozsahu p¥edloZeného vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob léeni onemocnéni zplisobeného proliferaci eukaryotickych bungk u
savéihol hostitele, vyznalujici se tim, Ze zahrnuje pfipravu farmaceutického
pfipravku obsahujiciho terapeuticky uéinné mnoZstvi komplexu obsahujiciho SN-
38 a lipid, kde vice nez 50 hmotn.% SN-38 je v komplexu s &asti lipidu, a

farmaceuticky pfijatelny excipient; a podani pfipravku savéimu hostiteli.
2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze SN-38 komplex je lipozém.

3. Zplsob podle niroku 1, vyznalujici se tim, Ze lipid je alespon jeden
z lipidd  vybranych ze skupiny lipidd sestdvajici z fosfatidylcholinu,
fosfatidylethanolaminu, fosfatidylserinu, fosfatidylglycerolu, fosfatidové kyseliny,
fosfatidylinositolu, sfingomyelinu, sterolu, tokoferolu, mastné kyseliny,

kardiolipinu a jejich smé&si.

4, Zplsob podle naroki 1 nebo 2, vyznalujici se tim, Ze lipid obsahuje
kardiolipin.
5. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze kardiolipin je vybran ze

skupiny sestavajici z pfirozeného kardiolipinu a syntetického kardiolipinu.

6. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze savéi hostitel je &lovék.

7. Zpisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze SN-38 je podavano dermalng.
8. Zpiisob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze SN-38 je podavano pfimo do
nadoru.

9. Zpisob podle naroku 1, vyznalujici se tim, Ze SN-38 je podéavano

intraven6zné.
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10.  Zplsob podle néaroku 1, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38

v piipravku je od asi 0,1 do asi 20 mg/ml.

11.  Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze asi 40 hmotn.% SN-38 nebo

vice je komplexovano s lipidem.

12.  Zptlsob podle naroku 1, vyznacujici se tim, Ze asi 70 hmotn.% SN-38 nebo

vice je komplexovano s lipidem.

13.  Zplsob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze asi 90 hmotn.% SN-38 nebo

vice je komplexovano s lipidem.

14.  Zpisob podle naroku 2, vyznadéujici se tim, Ze lipozomy maji primér asi 1

mikron nebo mensi.

15.  Zptsob podle niroku 2, vyznadujici se tim, Ze lipozémy maji primér asi

500 nm nebo mensi.

16. Zptisob podle naroku 2, vyznadujici se tim, Ze lipozémy maji primér asi

200 nm nebo mensi.

17.  Zplsob podle naroku 2, vyznacdujici se tim, Ze lipozémy maji primér asi

100 nm nebo mensi.

18.  Pripravek SN-38, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje SN-38 a lipid obsahujici

kardiolipin, kde podil SN-38 je v komplexu s ¢asti lipidu.

19.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze lipid dale zahrnuje

fosfatidylcholin, sterol a tokoferol.

20.  Pripravek podle naroku 18, vyznalujici se tim, Ze lipid dale zahrnuje
fosfatidylcholin vybrany ze skupiny sestavajici se z dimyristoylfosfatidylcholinu,

distearoylfosfatidylcholinu,  dioleoylfosfatidylcholinu, dipalmitoylfosfatidyl-
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cholinu, diarachidonoylfosfatidylcholinu, vaje&ného fosfatidylcholinu, sojového

fosfatidylcholinu, hydrogenovaného sojového fosfatidylcholinu a jejich smési.

21.  Pfipravek podle néroku 18, vyznalujici se tim, Ze lipid dale zahrnuje
fosfatidylglycerol ~ vybrany ze skupiny sestavajici se  z dimyristoyl-
fosfatidylglycerolu, dioleoylfosfatidylglycerolu, distearoylfosfatidylglycerolu,
dipalmitoylfosfatidylglycerolu, diarachidonoylfosfatidylglycerolu a jejich smési.

22.  Piipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze lipid déle zahrnuje sterol
vybrany ze skupiny sestdvajici se z cholesterolu, polyethylenglykolovych derivati
cholesterolu, koprostanolu, cholestanolu, cholestanu, cholesterol-hemisukcinatu,

cholesterol-sulfatu a jejich smési.

23.  Pripravek podle naroku 18, vyznacujici se tim, Ze komplex mé primér asi 1

mikron nebo mensi.

24.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze komplex ma primér asi

500 nm nebo mensi.

25.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze komplex ma primér asi

200 nm nebo mensi.

26.  Pripravek podle naroku 18, vyznalujici se tim, Ze komplex ma primér asi

100 nm nebo mensi.

27.  Piipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze pfipravek dale zahrnuje

farmaceuticky pfijatelny excipient.

28.  Pripravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze kardiolipin je vybran ze

skupiny sestavajici z pfirozeného kardiolipinu a syntetického kardiolipinu.

29.  Pfipravek podle néaroku 18, vyznalujici se tim, Ze komplex zahrnuje

lipozém.
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30.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se'tim, ze komplex dale zahrnuje

cilové agens.

31.  Piipravek podle niroku 30, vyzna&ujici se tim, Ze cilové agens je protein.
32.  Piipravek podle naroku 31, vyznadujici se tim, %e protein je vybrin ze
skupiny proteind sestdvajicich z protilatek, fragmentd protilatek, peptidi,
peptidovych hormont, ligandd receptoru a jejich smési.

33.  Pfipravek podle naroku 30, vyznadujici se tim, Ze cilové agens je sacharid.

34.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,01 do asi 5 mg/ml.

35.  Ptipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,1 do asi 4 mg/ml.

36.  Pripravek podle naroku 18, vyznacujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,5 do asi 3 mg/ml.

37.  Piipravek podle naroku 18, vyznacujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,8 do asi 2 mg/ml.

38.  Piipravek podle naroku 18, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 1 do asi 1,5 mg/ml.
39.  Zpiisob lédeni savéiho onemocnéni, vyznadujici se tim, ¥e zahrnuje ptipravu
pfipravku podle ndroku 18 a podéni, pfi potfebé takového o3etieni, terapeuticky

ucinného mnoZstvi piipravku subjektu.

40.  Zpisob podle naroku 39, vyznadujici se tim, Ze onemocnéni je rakovina.
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41.  Zpusob léCeni podle niroku 40, vyznadujici se tim, Ze rakovina je lymfom,

rakovina vajeéniki, prsou, plic nebo stieva.

42.  Pripravek SN-38, vyznacujici se tim, Ze zahrnuje SN-38 a lipid, kde asi 50

hmotn.% SN-38 nebo vice je v komplexu s &asti lipidu.

43.  Ptipravek podle naroku 42, vyznalujici se tim, Ze asi 70 hmotn.% SN-38

nebo vice je v komplexu s &asti lipidu.

44,  Ptipravek podle ndroku 42, vyznalujici se tim, Ze asi 80 hmotn.% SN-38

nebo vice je v komplexu s &asti lipidu.

45.  Ptipravek podle naroku 42, vyznadujici se tim, Ze asi 90 hmotn.% SN-38

nebo vice je v komplexu s ¢asti lipidu.

46.  Pripravek podle néaroku 42, vyznalujici se tim, Ze SN-38 komplex je

lipozoém.

47.  Piipravek podle néaroku 42, vyznalujici se tim, Ze lipid dile zahrnuje

fosfatidylcholin, sterol a tokoferol.

48.  Pripravek podle naroku 42, vyznalujici se tim, Ze lipid déle zahrnuje
fosfatidylcholin vybrany ze skupiny sestavajici se z dimyristoylfosfatidylcholinu,
distearoylfosfatidylcholinu,  dioleoylfosfatidylcholinu, dipalmitoylfosfatidyl-
cholinu, - diarachidonoylfosfatidylcholinu, vajedného fosfatidylcholinu, sojového

fosfatidylcholinu, hydrogenovaného sojového fosfatidylcholinu a jejich smési.

49.  Piipravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze lipid dile zahrnuje sterol
vybrany ze skupiny sestdvajici se z cholesterolu, polyethylenglykolovych derivati
cholesterolu, koprostanolu, cholestanolu, cholestanu, cholesterol-hemisukcinatu,

cholesterol-sulfatu a jejich smési.
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50.  Pfipravek podle naroku 42, vyznalujici se tim, Ze komplex ma primér asi 1

mikron nebo men3i.

51.  Ptipravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze komplex ma primér asi

500 nm nebo mensi.

52.  Ptipravek podle naroku 42, vyznaujici se tim, Ze komplex m4 priimér asi

200 nm nebo mensi.

53.  Piipravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze komplex ma primér asi

100 nm nebo mensi.

54.  Piipravek podle naroku 42, vyznadujici se tim, Ze pkipravek dale zahrnuje

farmaceuticky ptijatelny excipient.

55.  Piipravek podle naroku 42, vyznalujici se tim, Ze komplex dale zahrnuje

cilové agens.

56.  Ptipravek podle naroku 55, vyznadujici se tim, Ze cilové agens je protein.
57.  Pripravek podle naroku 56, vyznadujici se tim, Ze protein je vybran ze
skupiny proteini sestavajicich z protilatek, fragmentl protilatek, peptidd,
peptidovych hormon, ligandii receptoru a jejich smési.

58.  Ptipravek podle naroku 55, vyznadujici se tim, Ze cilové agens je sacharid.

59.  Ptipravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,01 do asi 5 mg/ml.

60.  Pfipravek podle naroku 42, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,1 do asi 4 mg/ml.
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61.  Piipravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,5 do asi 3 mg/ml.

62.  Piipravek podle naroku 42, vyznadujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 0,8 do asi 2 mg/ml.

63.  Pripravek podle naroku 42, vyznacujici se tim, Ze koncentrace SN-38 je od

asi 1 do asi 1,5 mg/ml.

64.  Zplsob 1éCeni savéiho onemocnéni, vyznadujici se tim, Ze zahrnuje piipravu
pfipravku podle naroku 42 a podani, pfi potfeb& takového o3etieni, terapeuticky

Ve

ucinného mnoZstvi pfipravku subjektu.

65.  Zpisob podle niroku 64, vyznadujici se tim, Ze onemocnéni je rakovina.

66.  Zpusob léCeni podle naroku 65, vyznacujici se tim, Ze rakovina je lymfom,

rakovina vaje¢nikd, prsou, plic nebo stieva.
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