PATENTOVY SPIS

a9 (21) Cislo priblasky:  1998-2908
CESKA e
REPUBLIKA (22) PrihldSeno: 11.03.1997

(40) Zvefejntno:  14,07.1999
(Véstnik & 7/1999)

(47) Udeleno: 02.04.2007

(Véstnik €. 20/2007)
(86) PCT ¢islo: PCT/US1997/003687
(87) PCT ¢&islo zvetejnéni: WO 1997/033552

URAD ]
PROMYSLOVEHO
VLASTNICTVI{

(30) Prvo prednosti: ~ 12,03.1996 US 1996/13184

(24) Oznémeni o udéleni ve Véstniku: 16.05.2007

(11) Cislo dokumentu:

297 979

(1 3) Druh dokumentu:
(51) Int. CL:

AG6IK 47/48
AG61K 31/337
A61K 51/00
A6IM 36/00
A61P 35/00

B6

(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)
(2006.01)

CZ 297979 B6

(56) Relevantni dokumenty:
US 4356 166 B; US 5362 831; US 5473 055; WO 93/24476 A.

(73) Majitel patentu:

PG-TXL COMPANY, L. P., Houston, TX, US
(72) Pdvodce:

Li Chun, Missouri City, TX, US

Wallace Sidney, Houston, TX, US

Yu Dong-Fang, Houston, TX, US

YANG David J., Houston, TX, US
(74) Zastupce:

JUDr. Pavel Zeleny, Halkova 2, Praha 2, 12000

(549) Nazev vynélezu:
Kompozice obsahujici protinddorové lé¢ivo
konjugované s ve vodé rozpustnym polymerem,
jeji pouZiti pro vyrobu lé¢iva a implantovateln4
lékaiskd pomiicka

&Y)) Anotace:
Je popsana kompozice obsahujici protinadorové 1é¢ivo
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Kompozice obsahujici protinadorové lé¢ivo konjugované s ve vodé rozpustnym polymerem,
jeji pouZiti pro vyrobu lé¢iva a implantovatelna lékaFska pomiicka

Oblast techniky

Tento vynalez se tykd kompozice obsahujici pfesné vymezené protinadorové 1é¢ivo konjugované
s polymerem ve vod¢ rozpustnym, pouziti takové kompozice pro vyrobu Ié¢iva pro 1éCeni rakovi-
ny, systémového autoimunitniho onemocnéni, arteridlni restenozy nebo arteridlni okluze po
vaskularnim traumatu, jakoz i implantovatelné Iékafské pomucky, zvlasté stentu.

Dosavadni stav techniky

Paclitaxel, antimikrotubulovy pfipravek extrahovany z jehli¢i a kiry tisu kratkolistého, Taxus
brevifolia, ma prokazatelné antineoplasticky ucinek pti pokusech na lidech trpicich rakovinou ve
stadiu I a Casné fazi Il a Il (Horwitz a kol., 1993). To bylo popsano nejprve u pokro¢ilé rakoviny
vajecniki a prsu. Signifikantni Gcinek byl zjistén u malobunétného a nemalobunééného karcino-
mu plic, karcinomu hlavy a krku a metastdzujiciho melanomu. Nejvétsim nedostatkem vyvoje
paclitaxelu pro zkousky klinického pouziti je vSak jeho nerozpustnost ve vodg.

Docatex je semisynteticky vyrabén z 10-deacetylu bacatinu III, necytotoxického prekurzoru,
ktery je extrahovan z jehli¢i Taxus baccata a esterifikovan pomoci chemicky syntetizovaného
postranniho fetézce (Cortes a Pazdur, 1995). Rizné linie nadorovych bunék v&etné karcinomu
prsu, plic, ovarii a kolorektalniho karcinomu a melanomi jsou citlivé na doxotaxel. Pfi klinic-
kych testech se docetaxelu pouziva k dosaZeni uplné nebo parciélni odezvy na karcinom prsu,
ovarii, hlavy a krku a maligniho melanomu.

Paclitacel je typicky pfipraven jako koncentrovany roztok obsahujici 6 mg paclitaxelu na
1 mililitr Cremophoru EL (polyoxyethylenovy ricinovy olej) a dehydratovaného alkoholu (50 %
objemovych) a pfed pouzitim musi byt nejprve roziedén (Goldspiel, 1994). Mnozstvi Cremo-
phoru EL, ktery je nutno dodat k pozadované davce paclitaxelu, je signifikantné vy33i nez
mnoZstvi, které je podavéno s jinou terapeutickou latkou, ktera je formulovana s Cremophorem.
Cremophoru je ptisuzovano mnoho toxickych Géinki, véetné vazodilatace, dusnosti a hypotenze.
Toto vehikulum také vykazuje silnou hypersenzitivitu u laboratornich zvitat a lidi (Weis a kol.,
1990). Ve skute¢nosti maximalni davka paclitaxelu, ktera mize byt podana mysi injekéné v i.v.
bolusu je dana akutni letalni toxicitou Cromephorového vehikula (Eiseman a kol., 1994). Cremo-
phor EL, surfaktant, je kromé toho zndm vyluhovéanim ftalatovych plastifikatort, jako di—(2—
ethylhexyl)ftalatu (DEHP) z polyvinylchloridovych pytliki a i.v. zavadénych kanyl. Je znamo, Ze
DEPH je pticinou hepatotoxicity u zvifat a je karcinogenni u hlodavci. Ukazuje se také, ze pti
tomto zpisobu ptiprava paclitaxelu ¢asem vznikaji pevné kousky, a proto je pfed podanim nutno
latku prefiltrovat (Goldspiel, 1994). Proto se pro pfipravu a podani paclitaxelovych roztoki
vyZaduji specidlni procedury k zajisténi bezpetného dodéani Ié¢ivé latky pacientovi, které
nevyhnutelné vedou k vysokym nékladim.

Pfedchozi pokusy ziskat ve vodé& rozpustny paclitaxel zahrnovaly pfipravu prekurzoru paclitaxelu
pomoci umisténi solubilizujici ¢asti jako je sukcinat a aminokyselin na 2-hydroxyskupinu nebo
7-hydroxyskupinu (Deutsch a kol., 1989; Methew a ko., 1992). Dosud se viak tyto prekurzory
neukdzaly dostate¢né chemicky stabilni pro vyvoj. Deutsch a kol. (1989) naptiklad popsal
2-sukcinatovy derivat paclitaxelu, ale rozpustnost ve vodé jeho sodné soli je asi jen 0,1% a
Triethanolaminova a N-methylglukaminova sil jsou rozpustné asi jen z 1 %. Kromé toho estery
aminokyselin jsou uvedeny jako nestabilni. Podobné vysledky byly popsany i Mathewen a kol.
(1992). Grienwald popsal syntézu ve vodé vysoce rozpustnych 2'— a 7-polyethylenglykolovych
esteri taxolu (Grienwald a kol.; 1994). U t&chto slougenin vSak nebyly popsany udaje tykajici se
antitumorového ucinku téchto sloudenin in vivo (Grienwald a kol. 1995).
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Dalsi pokusy o vyfeSeni tohoto problému zahrnovaly opouzdfeni paclitaxelu jak do liposomd, tak
do nanosfér (Bartoni a Boitard, 1990). Uvadi se, Ze liposomové formulace jsou tak G¢inné, jako
volny paclitaxel, ale jen liposomové formulace, které obsahuji méné nez 2 % paclitaxelu, jakou
fyzikalné stabilni (Sharma a Streubinger, 1994). Na nestésti se ukazuje, Ze nanosferové formu-
lace jsou toxické. Proto existuje stale potieba ve vodé rozpustné paclitaxdelové formulace, ktera
je schopna dopravit u¢inné mnozstvi paclitaxelu a docetaxelu bez nevyhod zptisobenych neroz-
pustnosti l1é€iva latky.

Dalsi prekazkou Sirokého pouZiti paclitaxelu jsou limitované zdroje, z kterych je paclitaxel
produkovan, co zplisobuje, Ze terapie paclitaxelem je nakladna. Cena 1é€eni miZe ptijit naptiklad
na nékolik tisic dolart. Dalsi nevyhodou je, Zze ne vSechny tumory odpovidajici na paclitaxelovou
lécbu, coz mize byt zpisobeno tim, Ze se paclitaxel nedostane do nadorové tkané. Proto je
bezprostiedni potfeba u¢innych formulaci paclitaxelu a s nimi pfibuznych 1€ka, které by byly
rozpustné ve vod¢ s dlouhym polo¢asem séra pro 1é¢eni tumort a autoimunitnich onemocnéni,
jako je revmaticka artritida, stejné jako pro prevenci restendzy cév, které byly vystaveny
poranéni, jako pfi angioplastice a stentingu.

Patent US 5 473 055, patent US 5 362 831, dokument WO 94/00156, dokument WO 93/24476 a
patent US 4 356 166 nejen nepopisuji, ale dokonce ani nenaznacuji konjugaty 1éciva s polyme-
rem. Nikde se neuvadi nebo alespori vzdalené nenaznaluje pouZziti kompozice zaloZené na
takovych konjugatech.

Patent US 5 362 831, patent US 5 473 055 a dokument WO 94/00156 patii do stejné patentové
rodiny. Patent US 5 473 055 byl udélen na vyloucenou ¢ast z patentové piihlasky, na kterou byl
pozdéji udélen patent US 5 362 831. Patent US 5 473 055 chrani konjugat paclitaxelu ,,vzorce
1I%, zatimco patent US 5 362 831 chrani konjugat paclitaxelu ,,vzorce [*“. Tyto patenty popisuji,
7e konjugaty polymeru mohou zlepsit rozpustnost paclitaxelu ve vod§. Zadny z polymert, se
kterymi je paclitaxel konjugovan, jak je popsano v jakémkoli ztéchto patentii, neni soucasti
konjugatu, ktery je popsan v ¢asti tykajici se piedmétného vynalezu.

Naproti tomu ve vySe zminénych patentech je uvedeno, Ze konjugat polymeru obsahuje jako
kopolymer 1-methakroylamino—2-hydroxypropan, (methakroylglycylfenylalanylleucylglycyl)-
3-amino—2-hydroxypropan a 2'—(methakroylglycylfenylalanylleucylglycyl-f3—alanyl)paclitaxel
(viz sl. 2, fadky 28 az 34 z patentu US 5 362 831 a sl. 2, fadky 34 az 38 z patentu US 5 473 055).
Zvlasté je uveden kopolymer l-methakroylamino—2-hydroxypropanu, 1—(methakroylglycyl—
fenylalanylleucylglycyl)amino—-2-hydroxypropanu a 2'-(methakroylglycylfenylalanylleucylgly-
cyl)paclitaxelu, 2'{(N-tritylfenylalanylleucylglycyl) paclitaxel, 2'—(fenylalanylleucylglycyl)-
paclitaxel, kopolymer 1-methakroylamino—2-hydroxypropanu, 1—(methakroylglycyl)amino—2—
hydroxypropanu a 2'—(methakroylglycylfenylalanylleucylglycyl)paclitaxelu, kopolymer 1-me-
thakroylamino—2-hydroxypropanu, 1—(methakroylglycyl)amino—2-hydroxypropanu a 2’'—(metha-
kroylglycyl)paclitaxelu, kopolymer 1-methakroylamino—2-hydroxypropanu, 1—(methakroyl-
glycyl)amino—2-hydroxypropanu, 1-(methakroylglycyl)amino—2-hydroxypropanu a 2’—(metha-
kroylglycyl)paclitaxelu, 2',7-di(karbobenzyloxy—B—alanyl)paclitaxel, 7—(karbobenzyloxy—p-ala-
nyl)paclitaxel a 7—[3—alanyl)paclitaxel.

Udaje obsazené v predchozim odstavci se také v pfiméfené mife tykaji dokumentu WO
94/00156, kde je popsan taxol konjugovany s polymerem rozpustnym ve vodg, jako je PEG,
polyvinylalkohol, polyhydroxyethyl-methakrylat, polyakrylamid, kyselina polyakrylova, poly-
ethyloxazolin, polyvinylpyrrolidinon a polysacharidy, jako chitosa, alginaty, kyselina hyaluro-
nova, dextrany atd. (viz str. 4, fadky 25 az 29 a str. 7, fadky 10 az 20).
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Zadny z popsanych polymerii neodpovida polymerim, které jsou obsaZeny v narocich tohoto
patentu. V dokumentu WO 93/24476 neni také nikde navrzeno, aby nyni zde narokované
polymery byly konjugovany s kterymkoli z lé¢iv majicich protinadorovy ucinek.

V patentu US 4 356 166 je navrZeno implantacni zafizeni pro fizeni rychlosti uvoliiovani 1é€iv za
pouziti ,,polymerniho systému, ktera ma proménny stupenn hydrofilnosti a rizné naplné IéCiva.

Podle patentu US 4 356 166 se miize pouzivat kyselina poly—(L—glutamova) a kyselina poly—(L—
asparagova) jako vyhodné ,kondenzaéni polymery“, ale je uvedeno upozornén, Ze polymery
vysoce rozpustné ve vodé jsou obecné nezadouci. Jak je tomu proto, ze patent US 4 356 166
uvadi, ze takové polymery mohou vytvaret problémy s toxicitou a mohou ovliviiovat rychlost
absorpce biologicky aktivni slouCeniny, se kterou jsou vazany.

V patentu US 4 356 166 neni zminéno zadné z lé¢iv popsanych v predmétném vynalezu, tedy
paclitaxel, docetaxel, etopsid, teniposid, camptothecin nebo epothilon.

V3e, co patent US 4 356 166 uvadi o spole¢né vazanych ,,biologicky aktivnich slouceninach®, je
Ze slouCeniny museji patfit do skupiny, ktera vytvaii vazby se sousedici nebo prostorovou skupi-
nu. Konkrétné€ je uvedeno, ze ,,vazba je vyhodné hydrolyzovatelna a zvlasté jde o vazby esterd,
vCetné sulfatovych nebo fosfatovych esterii, amidd, karbonatd a urethanu®. Jednu skupinu tako-
vych biologicky aktivnich slouCenin tvofi progestiny.

Nikde v patentu US 4 356 166 neni popsano nebo alespoii specificky navrZzeno konjugovani
polymeru rozpustného ve vod¢ s alespoii jednim 1é€ivem s protinadorovym uéinkem. Ve skuted-
nosti v patentu US 4356 166 neni rovnéz zminéno jakékoli 1é&ivo s protirakovinnym nebo
protinddorovym uGcinkem.

Implantace stentu pro 1é€eni onemocnéni koronarni artérie je béznd procedura. Intraluminélni
koronarni stent je mald samoexpandujici kovova trubi¢ka s okem, ktera se umisti do koronarni
artérie pro dosazeni otvoru v fecisti. MiZe se pouzivat pfi chirurgickém zhotoveni by—passu, po
balénové angioplastice pro zabranéni opétovného uzavieni krevniho fedisté nebo b&hem jinych
srdecnich operaci.

Stent uvoliiujici 1éCivo tvofi trubi¢ka s okem, povleCena léCivem (sirolimus nebo paclitaxel),
které zabratiuje restendze. Tento stent je uréen pro pouziti béhem angioplastiky. Ponechava se

v artérii a pomalu uvoliiuje 1€€ivo, které brani vytvareni tkané, jez by vedla k restenoze.

Tento vynalez se pokousi pfekonat vyse uvedené a dalsi nevyhody dosavadniho stavu techniky.

Podstata vynalezu

Predmétem tohoto vynalezu je kompozice obsahujici protinadorové 1é¢ivo konjugované s poly-
merem ve vodé rozpustnym, jehoZz podstata spodiva vtom, Ze protinddorovym léEivem je
paclitaxel, docetaxel, etoposid, teniposid, camptothecin nebo epothilon a ve vodé rozpustnym
polymerem je poly(l-glutamova kyselina), poly(d—glutamova kyselina), poly(dl-glutamova
kyselina), poly(D-asparagova kyselina), poly(l-asparagova kyselina), poly(dl-asparagova kyse-
lina), polyakrylova kyselina, poly(2-hydroxyethyl-1-glutamin), karboxymethyldextran, hyaluro-
nova kyselina, lidsky sérovy albumin, alginova kyselina nebo jejich kombinace.

Vyhodnou formou tohoto vynalezu je svrchu uvedena kompozice jejiz protinadorové 1é€ivo je
vybrano z paclitaxelu, docetaxelu a camtothecinu.

Vyhodnou formou tohoto vynalezu je svrchu uvedena kompozice, jejiz polymer je déle definovan
jako kopolymer poly(2-hydroxyethyl-1-glutaminu), karboxymethyldextranu, hyaluronové
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kyseliny, lidského sérového albuminu, polyalginové kyseliny nebo jejich kombinace
s polykaprolaktonem, kyselinou polyglykolovou a kyselinou polymléénou.

Jinou vyhodnou formou tohoto vynalezu je svrchu uvedenad kompozice, jejiz polymer ma
5 molekulovou hmotnost od pfiblizné 5000 do zhruba 100 000, s vyhodou od pfiblizné 20 000 do
zhruba 80 000.

Jinou vyhodnou formou tohoto vynalezu je svrchu uvedena kompozice, jejiz ve vod€ rozpustny
polymer je konjugovan s 2'— nebo se 7-hydroxypaclitaxelem nebo docetaxelem.

10
Jinou vyhodnou formou tohoto vynalezu je svrchu uvedena kompozice, kterd obsahuje od 2 do
35 % hmotnostnich protinadorového 1é€iva.

Jesté jinou vyhodnou formou tohoto vyndlezu je svrchu vedend kompozice, jejiz ve vodé

15 rozpustnym polymerem je poly(l-glutamova kyselina), poly(d—glutamova kyselina), poly(dl-
glutamova kyselina), poly(d—asparagova kyselina), poly(1—asparagova kyselina) nebo poly(dl-
asparagova kyselina).

Pfedmétem tohoto vynalezu je dale pouziti svrchu uvedené kompozice pro vyrobu lé¢iva pro
20 1éeni rakoviny, systémového autoimunitniho onemocnéni, arteridlni restendzy nebo arterialni
okluze po vaskularnim traumatu.

Pfi vyhodném ptedmétném pouziti je rakovinou rakovina prsu, vajecniki, maligni melanom,
plicni rakovina, rakovina Zaludku, rakovina traéniku, rakovina hlavy a hrdla, leukémie nebo
25 Kaposiho sarkom.

Predmétem tohoto vynalezu je kone¢né implantovatelna lékaiska pomiicka, zvlasté stent, jehoz

podstata spoCivd vtom, Ze je povleCena kompozici obsahujici paclitaxel konjugovany

s polymerem rozpustnym ve vodé vymezenym svrchu v mnoZstvi G¢inném pro inhibici
30 proliferace bunék hladkého svalstva.

Vv

Poskytnuti kompozic (dale téz pfipravki) obsahujicich chemiterapeutika a antiangiogenni latky,
35 jako je napiiklad paclitaxel nebo docetaxel konjugovany s ve vodé rozpustnym polymerem, jako
je napfiklad polyglutamova ¢&i polyasparagové kyselina. Podobnych vysledkd lze dosahnout,
pokud se nahradi ve vod¢ rozpustné polymery ve vodé rozpustnymi chelaty (chelatotvornymi
Cinidly, téz chelatory) kovu. Kompozice podle vynalezu jsou piekvapivé G¢inné jako
protinadorové prostiedky (dale téZ piipravky) pusobici proti pfikladnym tumorovym modelim a
40 ocekava se, ze jsou piingjmenS$im tak Géinné, jak paclitaxel nebo docetaxel proti jakymkoli
chorobdm nebo staviim, pro které je znamo, Ze proti nim jsou ucinné taxany a taxoidy.
Kompozice podle tohoto vynalezu poskytuji ve vodé rozpustné taxoidy, které prekonavaji
nevyhody spojené s nerozpustnosti samotné 1é¢ivé latky a tak skytaji vyhody z ¥izeného
uvolfiovani aktivni latky tak, Zze tumory zde ukazané jsou odstranény na zvifecich modelech po
45 jednom intravendznim podani.

Metody vyplyvajici z pfedloZzeného popisu mohou byt pouzity k vyrobé ve vodé rozpustnych
polymernich konjugét, kontrastnich latek a dalSich 1é¢iv, mezi které je zahrnut etoposid,
teniposid, fludarabin, doxorubicin, daunomycin, emodin, 5—fluorouracil, FUDR, estradiol,

50  kamptotecin, retinové kyseliny, verapamin, epotilony a cyklosporin. Zvlasté latky s volnou
hydroxyskupinou mohou byt konjugovany s polymery pomoci podobnych chemickych reakci,
které je zde dale popsany pro piclitaxel. Konjugace tohoto typu je dobie zniama odborné
vzd€lanym rutinnim praktikim z chemickém oboru. Takové 1é¢iva zahrnuji, aniz by byly na né
omezeny, etoposid, teniposid, kamptotecin a epotilony.

55



CZ 297979 B6

Pokud se zde pouziva vyrazu konjugovan s polymerem ve vod€ rozpustnym, tento vyraz
znamena kovalentni vazani terapeutické latky k polymeru nebo chelatu.

Je tieba vzit v avahu, Ze ve vodé rozpustné konjugaty podle tohoto vynalezu mohou byt
5 podavany spole&né s jinymi léky v&etng protinadorovych nebo protirakovinnych 1ékd. Takové
kombinace jsou znamé v oboru. Ve vodé rozpustny paclitaxel a docetacel podle tohoto vynalez
mize byt vuréitych typech 1é€by kombinovan s platinovymi léky, antibiotiky, jako je
doxorubicin nebo daunorubicin, nebo Iéky, které jsou pouzivany v kombinaci s taxolem.

10 Konjugace chemoterapeutickych Ié¢iv k polymerim je vhodnym postupem, jak redukovat
systémovou taxocitu a zvysit terapeuticky index. Polymery s molekularni hmotnosti v€tsi nez 30
kDa nedostateéné difunduji pfes normalni kapilarni sténu a glomerulani endotelium, coz usetfi
normalni tkan pfed nezadouci toxicitou zplisobenou lé¢ivem (Maeda a Matsumura, 1989;
Reynolds, 1995). Naproti tomu je znamo, ze maligni tumory &asto rozrusuji kapilarni endotel a

15 zvySuji kapilami premeabilitu oproti normalné vyskularizované tkani (Maeda a Matsumura,
1989; Fidler a kol, 1987). Tento konjugat polymer—Iék, ktery by se normalné¢ mohl udrzovat na
vaskulatufe, miize selektivné pronikat z krevnich cév do nadort, coz ma za vysledek akumulaci
uritého terapeutického mnozstvi 1é¢iva v tumoru. Kromé toho konjugaty polymer—lék mohou
pusobit jako depotni 1é¢iva pro vhodné uvolnéni, ¢imz plsobi prodlouzené vystaveni bunék

20 tumoru léku. Kone¢né ve vodé rozpustné polymery mohou byt pouzivany ke stabilizaci 1éCiva,
stejné jako k solubilizaci jinych nerozpustnych slou€enin. Nyni existuje mnoho syntetickych i
pfirodnich polymert, které byly vyzkouseny na svou schopnost zvySovat dodavani specifického
1é¢iva do tumoru (Kopecek, 1990, Meada a Matsumura, 1989). Avsak pouze nékolik z nich bylo
podrobeno klinickému testovani, naptiklad v SMANCS v Japonsku a HPMA-Dox ve Velké

25 Britanii (Maeda, 1991; Kopecek a Kopeckova, 1993).

Nyni bylo zji$té€no, Ze taxoidem je tieba rozumét slouceniny, které zahrnuji paclitaxel a docetaxel
a dalsi chemické latky, které maji taxanovy skelet (Cortez a Pazdur, 1995) a mohou byt
izolovany pfirodnich zdroji jako je tis okrouhlolisty, nebo z bunééné kultury nebo jde o

30  chemicky syntetizované molekuly. Patii mezi né€ slouceniny s chemickym vzorcem C,;7Hs5NOI,
véetné  6,12b-bis(acetyloxy)-12—(benzyloxy)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b—dodekahydro—
4,11-dihydroxy—4a,8,13,13-tetramethyl-5—ox0—7,1 1-metano—1 H—cyklodeka[3,4]benz—[1,2—
bJoxet—9-ylesteru [2aR—[2ac,4B,403,63,9a(aR*,3S*),11a,120,12a,12ba ] ]-B—(benzoylamino)-
o~hydroxybenzenpropionové kyseliny. Je tieba rozumét, ze paclitaxel a docetaxel jsou kazdy

35 uéinngjsi nez jiné urcité specifické typy plsobici proti nadorim a Ze se pii provadéni tohoto
vynélezu ty tumory, které jsou citlivejSi na zvlastni taxoid, mohou byt také léceny ve vodg
rozpustnym konjugétem taxoidu.

Pfi provadéni, kdy paclitaxel je konjugovan s kovovym chelatorem rozpustnym ve vodeé,

40  kompozice muize dale zahrnovat chelatovy kovovy iont. Tento chelatovy ion podle tohoto
vynalezu miize byt v iontové formé kteréhokoli z dile uvedenych kovi, kterymi je hlinik, bor,
véapnik, chrom, kobalt, méd’, dysprosium, erbium, europium, gadolinium, gallium, germanium,
holmium, indium, iridium, Zelezo, hof¢ik, mangan, nikl, platina, rhenium, rubidium, rutheniiu,
samarium, sodik, technecium, thallium, cin, yttrium nebo zinek. V uréitych vyhodnych ptipadech

45 chelatovym kovovym iontem bude radionuklid, tzn. radioaktivni izotop nékterého ze zminénych
prvkii. Mezi né patii naptiklad “’Ga, ®Ga, '"'In, *™TC, Y, ""™n a "**"Pt, na které vydet neni
omezen,

Mezi vhodné ve vod€ rozpustné chelaty k pouziti podle tohoto vynélezu patii diethyletri-
50  aminpentaoctova kyselina (DTPA), ethylendiamintetraoctova kyselina (EDTA), 1,4,7,10—tetra-
azacyklododekan—N,N’,N"" N'"'—tetraacetdt (DOTA), tetraazacyklododekan—N,N’,N"" N'"'—tetra-
octovd kyselina (TETA), hydroxyethylidendifosfonat (HEDP), dimerkaptojantarova kyselina
(DMSA), diethylentriamintetramethylenfosfonova kyselina (DTTP) a 1-{p—aminobenzy!)DTPA,
1,6—diaminohexan—N,N’,N"",N"""—tetraoctova kyselina, DPDT a ethylenbis(oxyethylennitrolo)—
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tetraoctova kyselina, na které vycet neni omezen, ptic¢emz DTPA je nejvice optimalni. Vhodnou
slougeninou podle tohoto vynalezu miize byt také kompozice obsahujici '''Tn-DTPA-paclitaxel.

V urgitych provedenich podle tohoto vynalezu paclitaxel a docetacel miize byt konjugovan s ve
5 vodé rozpustnym polymerem a vyhodné& polymer je konjugovan s 2'— nebo 7-hydroxypacli-
taxelem a —docetaxelem nebo jejich analogy s obsahem obou substituentii. KdyZz funk¢ni skupiny
jsou pro konjugaci Iéku, jako uvedeno vySe u C2'-hydroxypaclitaxelu, degradovatelna skupina,
v tomto pfipadé ester, se pouziva k zajisténi, aby aktivni latka byla uvoliiovana z polymerniho
nosite. Mezi vhodné polymery patfi, aniz by na né byly omezeny, napiiklad polyethylenglykol,
10 poly(l-glutamova Kkyselina), poly(d—glutamova kyselina), poly(dl-asparagova kyselina),
poly(1-asparagova kysleina), poly(d—asparagova kyselina), poly(dl-asparagova kysleina), poly-
ethylenglykol, kopolymery vySe zminénych polyaminokyselin s polyethylenglykolem, poly-
kaprolaktonem, polyglykolovou kyselinou, polymléénou kyselinou, stejné jako polyakrylovou
kyselinou poly(2-hydroxethyl-1—glutaminem), methoxykarbonyldextranem, hyaluronovou kyse-
15 linou, lidsky sérovy albumin a alginova kyselina s polyethylenglykolem, polyasparagovou kyse-
linou a polyglutamovou kyselinou, ktera jsou zv1asté vhodné slouceniny. Polyglutamova a poly-
asparagova kyselina podle tohoto vynalezu maji molekulovou hmotnost ptiblizn€¢ 5000 az asi
100 000 nebo zhruba 20 000 az asi 80 000 nebo rovnéz asi 30 000 az asi 60 000, coZ je zvlasté
vyhodné.
20
Je tfeba rozumét, ze kompozice podle tohoto vynalezu mohou byt dispergovany v roztoku
farmaceuticky pfijatelného nosiCe, jak je popsano vyse. Takovy roztok musi byt sterilni nebo
asepticky a miZze obsahovat vodu, pufry a isotonické latky nebo dalsi slozky znamé odbornikovi
v oboru, které lidi ani u zvifat nesmé&ji pti podani vyvolavat zddné nezaddouci nebo alergické
25 reakce. Tento vynalez miZze byt také popsan jako farmaceutickd kompozice, kterd obsahuje
chemoterapeutikum nebo protirakovinné 1é¢ivo, jako je paclitaxel nebo docetaxel konjugované
s vysoko molekularnim ve vodé rozpustnym polymerem nebo chelatorem. Farmaceutické kom-
pozice mohou obsahovat polyethylenglykol, polyglytamové kyseliny, polyasparatové kyseliny
nebo chelatory, vyhodn¢ DTPA. Je tfeba rozumét, Ze radionuklid muZe byt pouzit jako
30 antitumorosni pfipravek nebo Iék a tak farmaceutickd kompozice miize obsahovat terapeutické
mnozstvi cheldtovaného radioaktivniho izotopu.

V uritém provedeni tento vynalez popisuje i zpUsob stanoveni pfijmu chemoterapeutika jako je
paclitaxel nebo docetaxel tumorosni tkani. Tato metoda zahrnuje ziskani konjugatu 1éku a kovo-
35 vého chelatoru, chelatovy kovovy iontem kontaktovanim tumorosni tkané s kompozici a detekci
pfitomnosti tohoto iontu v tumorosni tkani. Pfitomnost chelatového kovového iontu v tumorosni
tkani indikuje pfijem tumorosni tkani. Chelatovym kovovym iontem miize byt radionuklid a
detekce miiZe byt scintigrafickd. Tumorova tkaii je také obsazena u lidskych i zvifecich subjektd,
a tak kompozice mohou byt podavany lidskym i zvifecim subjekttim.
40
Prezentovany vynalez miiZe byt také popsan v provedeni jako zplisob 1é¢eni rakoviny u pacienti.
Tato metoda zahrnuje ziskdni kompozice obsahujici chemoterapeutika, jako paclitaxel nebo
docetaxel konjugovany s ve vodé rozpustném polymerem nebo chelatorem, dispergovani ve
farmaceuticky vhodném roztoku a podéavani roztoku pacientim v mnoZstvi G¢inném pro cyto-
45 statickou 1é¢bu. Vhodné kompozice obsahuji paclitaxel nebo docetaxel konjugované s polygluta-
movymi nebo polyasparagovymi kyselinami a vyhodnéji s poly(1-glutamovou kyselinou) nebo
poly(1-asparagovou kyselinou). Kompozici podle tohoto vynélezu je tfeba rozumét kompozice,
které jsou u¢inné pri 16¢beé specifickych typi tumort, pro které se ukazuje nekonjugovany taxoid
G¢inny a mezi které se zahrnuje, bez mezeni na né, rakovina prsu, ovaria, plic a maligni
50 melanom, rakovina Zaludku, kolonu, hlavy a krku nebo leukémie.

Metoda terapie tumorli miZe zahrnovat piedpoklad, Ze paclitaxel nebo docetaxel je zachycen
tumorem pfed podanim terapeutického mnozstvi 1éku nebo jeho prekurzoru. Soudasti metody
Jjsou i zobrazovaci techniky jiz zminéné, kdy komplex paclitaxel-chelator—chelatovany je podan
55 subjektu a detekovan v nadorové tkani. tento krok poskytuje cenové vhodny zplisob detekce, kdy
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zvlastni tumor odpovida na DTPA-paclitaxelovou kiru v pfipadé, kdy 1ék do nadorové tkané
pronika. Je pozorovano, Ze zobrazovaci technika se mize pouzit k predikci odezvy na paclitaxel a
identifikaci pacientti, ktefi na terapii pravdépodobné nereaguji, pficemz se uSetfi pacientim velké
naklady a doba stravena netinnou terapii. Ma se za to, ze pokud se v tumorové tkani neulozi
dostate¢né mnozstvi chemotapeutika, pak je odpovéd’ tumoru na tuto terapii relativné mala.

Urcité ztélesnéni prezentovaného vynalezu mize byt popsano jako zplsob ziskani obrazu téla
subjektu. Obraz téla se dostane podanim G¢inného mnozZstvi radioaktivniho kovového iontu
chelatovaného na konjugat paclitaxel-chelat subjektu a méni se scintografické signaly radio-
nuklidového kovu k ziskani obrazu.

Prezentovany vynalez miiZe byt také popsan v n¢kterych SirSich aspektech, jak oje zplisob sniZeni
alespon jednoho symptomu systémového autoimunitniho onemocnéni tim, Ze se pacientim systé-
movym autoimunitnim onemocnénim podava u€inné mnozstvi kompozice obsahujici paclitaxel
nebo docetaxel konjugovany s poly—I-glutamovou nebo poly—1-asparagovou kyselinou. Zv1astni
pozornost v této souvislosti je vénovana i 1éCb€ revmatoidni artritidy, o které je znamo, Ze
v nekterych piipadech mize odpovidat na terapii taxolem, pokud je poddvan ve standartnim
prostfedku Cromephor (patent US 5 583 153). Jako pfi 1é€bé rakoviny se predpoklada, ze
efektivita ve vodé€ rozpustného taxoidu podle tohoto vynalezu nebude snizena konjugaci s ve
vodé rozpustnou slozkou a ze ve vodé rozpustny prekurzor 1é¢iva mize plsobit jako kompozice
s fizenym uvolfiovanim, ktera bude postupné po ur¢itou dobu uvoliiovat aktivni latku. Predpokla-
da se proto, Ze kompozice podle tohoto vynalezu budou pti 1é€b€ revmatoidni arthritidy stejné
aktivni jako taxol, ale nabizeji vyhodu fizeného. Predpoklada se tak, ze uvedené taxoidové
preparaty podle tohoto vynélezu budou pouzivany v kombinaci s ostatnimi Iéky, jako je naptiklad
inhibitor angiogenese (AGM-1470) (Oliver a kol, 1994) nebo metotrexat.

Paclitaxel také inhibuje restenozu po balonové angioplastice a toto zjiSténi znamena, ze ve vodé
rozpustny paclitaxel a docetaxel podle tohoto vynalezu bude moci byt pouzit nadto k pfimému
paranteralnimu podani (WO 96/25176). Naptiklad se predpoklada, Ze ve vodé rozpustny pacli-
taxel bude vhodny jako potah Iékafskych implantatd jako jsou napfiklad rizné katetry, shunty,
kanily, arterialni implantaty, jehly, elektrické implantaty jako pacemakery a zejména arterialni a
venosni stenty vetné balonového expanzniho stentu. U téchto zt€lesnéni se predpoklada, ze ve
vodé€ rozpustny paclitaxel miize byt navazan na implantat nebo miZze byt pasivné adsorbovéan na
povrchu implantatu. Napiiklad stenty mohou byt potazeny konjugaty polymer—lék pomoci
dippingu na stent roztokem polymer—I€k nebo timto roztokem nasprejovany. Vhodné materialy
pro implantacni zafizeni by mély byt biokompatibilni a netoxické a mohly by byt zvoleny z kovi,
jako je slitina niklu s titanem, ocel, biokompatibilni polymery, hydrogely, polyuretany, poly-
ethylen, ethylenvinyl-acetové kopolymery atd. Pfi vhodném provedeni je ve vodé rozpustny
paclitaxel, zejména PG—paclitaxelovy konjugat, nanesen na stent pro zavedeni do arterie nebo
vény pouZivany pii balonové angioplastice. Vynalez proto miiZze byt popsan v urditych Sir§ich
aspektech jako zpusob inhibice arterialnim restenozy nebo arterialni okluze po vaskularnim
traumatu zahrnujici podani subjektu, ktery to potiebuje, kompozice obsahujici paclitaxel nebo
docetaxel konjugovany ke poly—1—glutakové nebo poly—1-asparagové kyseling. V praktickém
provedeni metody subjektem miize byt pacientiiv koronarni bypass, vaskuldrni chirurgie,
transplantace organu a koronarni ¢i arterialni angioplastika a kompozice mize byt podana
napiiklad pfimo, i.v., nebo muiZe byt nanesena na stentu a ten poté implantovan v misté
vaskularniho traumatu.

Zt€lesnéni vynalezu jsou téZ implantovatelné lékarské pomicky, které jsou potazeny kompozici
obsahujici paclitaxel ¢i docetaxel konjugovany s polyglutamovymi &i polyasteragovymi kyseli-
nami v mnoZstvi, které je uc¢inné k inhibici proliferace bun€k hladké svaloviny. Mezi vyhodné
pomiicky patii stent potazeny kompozici podle tohoto vynalez, jak je zde popsana pfi vyhodném
zt€lesnéni a stent je uzpiisoben k pouZit po balonové angioplastice a potah je G¢inny k zabranéni
restenoze.
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V uritych vyhodnych provedenich vynalezu mize byt popsan jako kompozice obsahujici poly-
glutamové kyseliny konjugované s 2'— &i 7-hydroxypaclitaxelem nebo slouceninou obsahujici
obé tyto skupiny nebo rovnéz kompozice obsahujici polyasparagovou kyselinu konjugovanou
s 2'= ¢&i 7- nebo 2',7-dihydroxypaclitaxelem. Terminy zde pouzivané ,,polyglutamova kyselina“
&i ,,polyglutamova kyselina“ znamena poly(1—glutamovou kyselinu), poly(d—glutamovou kyseli-
nu) a poly(dl-glutamovou kyselinu). Terminy ,,polyasparagova kyselina“ &i ,,polyasparagova
kyselina“ znamenaji poly(1-asparagovou kyselinu), poly(d—asparagovou kyselinu) a poly(dl-
asparagovou kyselinu).

Vsechny pouzité terminy technického a védeckého razu, pokud nejsou definovany jinak, maji
vyznam, jak mu b&zné rozumi odbornik v oboru, kam, vynalez nalezi. [ kdyZ metody a materialy
zde popisované mohou byt shodné nebo podobné s metodami pouZivanymi v praxi &i pfi
testovani tohoto vynalezu, vyhodné metody a materialy budou nyni popsany.

Pifehled obrazki na vykresech

Obr. 1A. Chemicka struktura paclitaxelu, PEG—paclitaxelu a DTPA—paclitaxelu.
Obr. 1B. Chemicka struktura a reakéni schéma produkce PG-paclitaxelu.

Obr. 2. Uginek paclitaxelu, PEG—paclitaxelu a DTPA—paclitaxelu na proliferaci bungk B16
melanomu.

Obr. 3. Tumorsupresivni vliv DTPA—paclitaxelu na tumory MCa—4 buiiky savce.

Obr. 4. Stiedni doba (dny) k dosazeni priméru tumoru 12 mm po 1é¢bé paclitaxelem, DTPA—
paclitaxelem a PEG—paclitaxelem.

Obr. 5. Gamma-scintigrafie my3i s nesouci MCa—4 tumory po intravenosni injekci '''—In—
~DTPA-paclitaxelu a ''In-DTPA. Sipka ukazuje tumor.

Obr. 6. Hydrolytickd degradace PG-paclitaxelu stanovend v PBS pti ph 7,4 a teplot¢ 37 °C.
Ctverec znazortiuje procento paclitaxelu, které zbyva ptipojeno k rozpustnému paclitaxelu, troj-
thelnik oznafuje procento uvolnéného paclitaxelu, kruh oznaluje procento vzniklého meta-
bolitu-1.

obr. 7A. Tumorsupresivni vliv PG-paclitaxelu na krysy s my$im tumorem prsu [13762F].
Ctverec oznacuje odpovéd na jednu i.v. davku PG (0,3 g/kg); trojuhelnik oznaduje odpovéd’ na
paclitaxel (40 mg/kg); kruh oznacuje odpovéd’ na PG—paclitaxel (60 mg ekviv. paclitaxelu/kg).

Obr. 7B. Tumorsupresivni u¢inek PG-paclitaxelu a paclitaxelu u my$i s MCa—1 tumorem.
Ctverec predstavuje odpovéd’ na jednu iv. davku PG (0,8 g/kg); trojithelnik predstavuje odpovéd’
na paclitaxel (80 mg/kg); Gerna teCka predstavuje odpovéd’ na PG-paclitaxel (80 mg ekviv.
paclitaxelu/kg); nevybarveny kruh pfedstavuje odpovéd” na PG-paclitaxel (160 mg ekviv.
paclitaxelu/kg).

Obr. 7C. Tumorsupresivni i¢inek PG—paclitaxelu u mys$i s MCa—4 karcinomem prsu. Ctverec
ptedstavuje odpoveéd’ na jednu i.v. davku fyziologického roztoku; trojuhelnik piedstavuje odpo-
véd’ na jedinou i.v. davku PG (0,6 g/kg); Cerna teCka predstavuje odpovéd’ na PG-paclitaxel
(40 mg/kg); nevybarveny kruh predstavuje odpovéd na PG-paclitaxel (60 mg ekviv.
paclitaxelu/kg), nevybarveny kruh pfedstavuje odpovéd’ na PG—paclitaxel (120 mg/kg).

Obr. 7D. Tumorsupresivni G¢inek PG-paclitaxelu u my3i proti tumorovému sarkomu mé&kkych
tkéni (FSa-II). Ctverec piedstavuje odpoved’ na jednu i.v. davku fyziologického roztoku; koso-
Ctverec piedstavuje odpovéd’ na jednu i.v. davku PG (0,8 g/kg, kruh predstavuje odpovéd’ na
paclitaxel (80 mg/kg); kruh piedstavuje odpovéd na PG-paclitaxel (160 mg) ekviv.
paclitaxelu/kg).

Obr. 7E. Tumorsupresorovy u¢inek PG-paclitaxel u mysi proti syngenovému hepatokarcinomo-
vému tumoru (HCa-I). Ctverec piedstavuje odpovéd’ na jednu i.v. davku fyziologického roztoku
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trojuhelnik predstavuje odpovéd’ na jednu i.v. davku PG (0,8 g/kg); kruh pfedstavuje odpovéd’ na
PG-paclitaxel (80 mg/kg); trojuhelnik predstavuje odpovéd’ na PG—paclitaxel (160 mg ekviv.
paclitaxelu/kg).

Obr. 8. Profil uvolnéni paclitaxelu z PEG—paclitaxelu ve fosfatovém pufru (pH 7,4). Paclitaxel je
oznacen kiizkem; PEG—paclitaxel je oznacen kruhem.

Obr. 9. Tumorsupresivni u&inek PG—paclitaxelu na prsni tumor Mca—4. Ctverec predstavuje
odpovéd’ na jednu i.v. injekci fyziologického roztoku PEG (60 mg/ml); &tverec piedstavuje
odpovéd’ na Cromophor/alkoholové vehikulum; kruh pfedstavuje odpovéd’ na jedinou davku
paclitaxelu (40 mg/kg té€lesné hmotnosti); ¢erna teCka predstavuje odpovéd’ na PEG—paclitaxel
(40 mg ekviv. paclitaxelu/kg télesné hmotnosti).

Podrobny popis vynalezu

Tento vynalez vychazi z nalezeni nové, ve vodé rozpustné formy paclitaxelu a docetaxelu a dale
prekvapivé u€innosti téchto forem proti tumorovym buiikdm in vivo. Poly—(1-glutamova kyse-
lina) konjugovana s paclitaxelem (PG—paclitaxel) byla podavana my$im s karcinomem ovaria
(MCa-1I). Tato terapie méla signifikantni vliv na zpomaleni rdstu tumoru v porovnani se stejnou
davkou paclitaxelu bez PG. U mysi lé¢enych samotnych paclitaxelem nebo kombinaci volného
paclitaxelu a PG doslo zpoc¢atku je zpomaleni riistu tumoru, ale po deseti dnech doslo k novému
nadoru na trovni srovnatelné se nelécenou kontrolni skupinu. P¥i maximalné tolerované davce
(MTD) PG-paclitaxelového konjugatu (160 mg ekviv. paclitaxelu/kg) byl kromé& toho rist
tumoru zcela suprimovan a doslo ke zmenSeni tumoru. Dva mésice po prebehlé terapii nebyl u
mySi nador vibec detekovan (MTD je definovéna jako maximalni davka, po jejimz podani dojde
k redukci télesné hmotnosti o 15 % &i méné béhem dvou tydni po jedné i.v. injekci). V paralelni
studii u krys s krysim adenokarcinomem prsu (13762F) byla testovana antitumorova aktivita PG—
paclitaxelu. I v tomto pfipadé doslo k uplné eradikaci tumoru po podani PG-paclitaxelu (40 az
60 m ekviv. paclitaxelu/kg). Tyto prekvapujici vysledky demonstruji, Ze konjugat polymer—
1éCivo, PG—paclitaxel, méa schopnost signifikantné eradikovat i jiZ existujici solidni tumory jak u
mysi, tak u krys po jednotlivé i.v. injekci. PG—paclitaxel je kromé toho se svym polo¢asem 40
dnt pti pH 7,4, jednim z nejstabilngjsich znamych ve vodé rozpustnych paclitaxelovych derivati
(Deutsch a kol. 1989; Methew a kol., 1992; Zhao a Kingston, 1991).

Ukazuje se, ze DTPA—paclitaxel je in vitro v tunorsupresivnim testu pouZivajicim linii melano-
movych bun¢k B16 stejné udinny jako paclitaxel. DTPA—paclitaxel neprojevoval jakoukoli
signifikantni odli$nost v antitumorovém G¢inku v porovnani s paclitaxelem u MCa~4 tumoru prsu
pfi podéni jednotlivé davky 40 mg/kg t&lesné hmotnosti. Pomoci gamma-—scintigrafie bylo kromé
toho zjidténo, e ''indiem znateny DTPA-paclitaxel byl akumulovéan nadorovymi burikami
MCa—4. To znamen4, Ze s chelatorem konjugované tumorsupresivni léky podle tohoto vynalezu

jsou vhodné a G€inné pro zobrazeni tumoru.

Nové kompozice a metody prezentované v tomto vynéalezu vykazuji zfetelng lepsi vysledky nez
dfive pouzivané metody a kompozice, jezto ve vodé rozpustné paclitaxely jsou uréeny k lepsi
ucinnosti protirakovinné terapie na bazi paclitaxelu tim, Ze poskytuji kompozice s rozpustnosti ve
vodé a fizenym uvoliiovanim paclitaxelu. Takové kompozice eliminuji potfebu rozpoustédel,
kterd jsou spojena s nezddoucimi ulinky ziejmymi u d¥ive podavané kompozice paclitaxelu.
Krom¢& toho radioaktivné znaCeny paclitaxel, u kterého se ukazuje uchovani protinddorové
aktivity, bude také vhodny pfi zobrazovani tumord. Dale tento vynalez dovoluje scintigraficky
zjistit, zda paclitaxel akumuluje zvlatni tumor za pouziti scintigrafie, metody SPECT (single
photon emission computed tomography) nebo metody PET (positron emission tomography). Toto
stanoveni se muze pouZzit k rozhodnuti o G¢innosti protirakovinné terapie. Tato informace miize
pomoci vést praktického pomocnika pfi vybéru pacientd vhodnych pro terapii paclitaxelem.

Paclitaxel miiZe dosahnout rozpustnosti ve vodé dvéma cestami, konjugovanim paclitaxelu na ve
vode€ rozpustné polymery, které slouzi jako noside léku, a dale derivatizovanim protinadorového
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1éku s ve vodé rozpustnymi chelatovymi agens, ¢imz je mozno dosahnout znaceni radionuklidy
(napt. ""'In, *°Y, *Ho, *Ga, ®™T¢) a této moznosti vyuzit pii nuklearnim zobrazovéni a/nebo pro
radioterapeutické studie. Obr. 1 znazortiuje strukturu paclitaxelu, polyethylenglykol-paclitaxelu
(PEG—paclitaxel), konjugatu polyglutamové kyseliny a paclitaxelu (PG—paclitaxel) a diethyletri-
aminopentaoctové kyseliny a paclitaxelu (DTPA-paclitaxel).

V uréitych ztélesnénich tohoto vynalezu DTPA-paclitaxel nebo jiné konjugaty paclitaxel—chela-
tiza¢ni ¢inidlo, jako napiiklad EDTA—paclitaxel, DTTP—paclitaxel nebo DOTA—paclitaxel mo-
hou byt ptipraveny ve formé ve vodé rozpustnych soli (sodna sil, draselna stl, tetrabutylamonna
sul, vapenata sil, zelezita sil atd.). Tyto soli pak mohou byt vhodné jako terapeutické prostredky
pro lé€bu rakoviny. Dale pak mize byt DTPA—paclitaxel nebo dalsi paclitaxel-chelatové agens
vhodné pro diagnostické prostiedky, které se mohou pouzivat pro radioaktivni detekce urcitych
tumorl v kombinaci s nuklearni zobrazovaci technikou, kdyZ jsou znadeny radionuklidy, jako
""In nebo ™Tc. Je tieba rozumét, e piidanim paclitaxelu (taxolu) &i docetaxelu (taxeteru) a
dalSich derivati taxanu se mohou upravit pro pouziti v kompozicich a pfi metodach podle tohoto
vyndlezu a Ze vSechny takové kompozice a metody jsou zahrnuty do naroki.

Studie toxicity, farmakokinetiky a tkariové distribuce DTPA—paclitaxelu ukazaly, Ze LDsy (50%
letdlni davka) je po jednotlivé i.v. injekce u mysi asi 110 mg/kg télesné hmotnosti. Pfimé
srovnani s paclitaxelem je obtizné pro rozdily v davce a objemu zpisobené nizkou rozpustnosti
paclitaxelu a toxicitou vehikula pfi iv. podani. Ve svétle téchto informaci v§ak odbornik v oboru
chemoterapie stanovi efektivni a maximalné tolerované davky pfi klinickych studiich na lidech
jako pacientech.

Pii ur€itém provedeni vynalezu se stent potaZeny paclitaxelovym konjugatem muiiZze pouzit v pre-
venci restendzy, tzn. okluze arterii po balonové angioplastic. Uvedené studie klinickych testd
zavedeni balonem expandovatelnych stentd pfi koronarni angioplastice ukazaly signifikantné
lepsi vysledky a snizeni restenozy oproti skupiné, kde byla provedena angioplastika s béznym
balonovym stentem (Serruys a kol., 1994). Podle teorie ,reakce na poskozeni“, neointimové
formy jsou spojeny se zvySenou proliferaci bun¢k. Obecné se nyni piedpoklada, ze kritickym
procesem, ktery vede k vaskularni 1ézi jak spontanni, tak akcelerované, aterosklerozy je
proliferace bungk hladkého svalstva (Pholips—Hughes a Kandarpa, 1996). Protoze SMC
fenotypova proliferace po poskozeni cévy je podobna neoplastickym buitkam, je mozné, Ze
protirakovinné 1éky mohou byt vhodné k prevenci neiontimni SMC akumulace. Stenty potazené
na polymer vazanych antiproliferatnim agens schopné uvolnit tyto agens béhem prodlouzeného
Casového obdobi v dostate¢né koncentraci budou tak branit naristu hyperplazmické intimy a
prostfedi v lumenu, ¢imz se snizi restenoza.

ProtoZe se ukazalo, Ze paclitaxel suprimuje kolagenem indukovanou arteritidu u mysiho modelu
(Oliver a kol., 1994) je soucasti vynalezu téZ pouZiti uvedenych kompozic pfi 1é¢bé auto-
imunnich a/nebo zanétlivych onemocnéni, jako je napiiklad revmatoidni artritida. Vazba pacli-
taxelu na tubulin posouvé rovnovaha ke stabilnimu mikrotubulovému polymeru, a proto je tento
lék silnym inhibitorem replikace eukaryotické buiiky blokovanim bunék pozdni G2 mitotické
faze. Arteritidu paclitaxel suprimuje n€kolik mechanizmy. Naptiklad specifické cytotoxické G&in-
ky faze paclitaxelu mohou postihovat rychle proliferujici zanétlivé buriky. Paclitaxel dale supri-
muje bunéénou migraci, mitosu, chemotaxi, intracelularni transport a H,O, produkci v neutro-
filech. Kromé toho paclitaxel mize mit také antiagiogenetické vlastnosti zptisobené blokazi
koordinace migrace endotelidlnich bun€k (Oliver a kol., 1994). Proto se ptedpoklada, Ze prekur-
zory léCiva podle tohoto vynédlezu konjugované s polymerem jsou vhodné jako volny proclitaxel
pfi terapii revmatoidni artritidy. Kompozice konjugované s polymerem zde popsané také nabizeji
zpomalené nebo odloZené uvoliiovani léku a jsou lépe rozpustné. Znakem tohoto 1é&ent artritidy
tedy je, kompozici tohoto 1ze Gispé$né injikovat nebo implantovat do postizené oblasti kloubu.

Farmaceutické kompozice na bazi paclitaxelu nebo docetaxelu vhodné pro injekéni pouziti
zahrnuje sterilni vodné roztoky nebo disperse a sterilni prasky pro vyrobu sterilniho roztoku nebo
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disperse vhodné pro i.v. podani. Ve vSech pfipadech forma musi byt sterilni a musi jit o kapalinu
pro injekce. Kompozice musi byt také stabilni v podminkach béhem vyroby a skladovani a musi
byt chranéna pfed kontaminaci mikroorganismy jako jsou bakterie ¢i houby. Nosi¢em muze byt
rozpoustédlo nebo disperzni médium obsahujici napfiklad vodu, ethanol, polyol (jako je glycerol,
propylen, glykol, kapalny polyethylenglykol apod.), dale jejich smési a rostlinné oleje. K preven-
ci G¢inku mikroorganismii miZe byt pfidan nektery baktericidni ¢i fungicidni prostfedek jako
jsou parabeny, chlorbutanol, fenol, kyselina sorbitova, thimarosal apod. V nékterych pfipadech je
pfidano i izotonické agens, naptiklad cukr nebo chlorid sodny.

Sterilni injekéni roztoky jsou ptipravovany inkorporaci pozadované aktivni sloZky do vhodného
rozpoustédla s mnoha dal§imi ingrediencemi vyjmenovanymi vyse, jak je potieba, a poté nasle-
dujici filtracni sterilizaci. Disperze jsou bézné pripravovany inkorporaci riznych sterilizovanych
aktivnich latek do sterilniho vehikula, které obsahuje bazické dispersni médium a vyzaduje jiné
slozky, které jsou uvedeny vySe. V pfipadé sterilnich praski vhodnych pro ptipravu sterilniho
injekEniho roztoku vyhodny postup spociva v suSeni pod vakuem a suseni vymrazovanim, kdy
vznika prasek aktivni latky plus n€kterych piimési z predchoziho sterilné filtrovaného roztoku.
Pokud se zde pouziva vyrazu ,.farmaceuticky pfijatelny nosi¢*, zahrnuje jakakoli rozpoustédla,
dispersni prostiedi, potahy, baktericidy, fungicidy a izotonické latky a podobné, jakoz i jejich
smési. Pouziti takového média a agens pro farmaceuticky aktivni latky je velmi dobfe zpracovano
v oboru. S vyjimkou néjakého média nebo agens nekompatibilniho s aktivni latkou je uvazovano
se vSemi takovymi latkami pro pouziti v terapeutické kompozici. V kompozici mize byt také
vhodné doplnéna aktivni slozka.

Termin ,,farmaceuticky vhodny* se tyka molekularnich entit a kompozic, které po podani lidem
¢i zvifatim nevyvolavaji Zddnou alergickou nebo podobnou reakci.

Pro parenteralni podani ve vodném roztoku, ma byt roztok napfiklad ucelné pufrovéan, pokud je to
zapotiebi, a kapalné fedidlo se nejprve stane izotonické Gpravou pomoci fyziologického roztoku
nebo glukézy. Tyto zvlastni vodné roztoky jsou vhodné zejména pro intravenosni &i intra-
peritonealni podani. V této souvislosti se uvadi, Ze sterilni vodné prosttedi, které se miZe pouzit,
Je znamo odbornikovi v oboru ve svétle pfitomnych zjisténi.

Nasledujici pfiklady jsou zahrnuty k dolozeni vyhodnych ztélesnéni vynalezu. Pfedpoklada se, Ze
odbornik v oboru oceni, Ze techniky pouzité v nasledujicich ptikladech jsou bé&Zné uzivané
techniky nalezené plivodcem pro provadéni vynalezu a tak mohou byt pokladany za vyhodné pro
praxi. Odbornik v oboru vsak ve svétle zjisténého téz oceni, Ze mohou byt provedeny mnohé
zmény téch zvlaStnich ztélesnéni, kterd jsou popsana, a stile se budou dosahovat stejné nebo
podobné vysledky, aniz by se odchylilo od smyslu nebo rozsahu tohoto vynalezu.

Priklady provedeni vynalezu

Priklad 1

DTPA-—paclitaxel
Syntéza DTPA—paclitaxelu:

K roztoku paclitaxelu (100 mg, 0,117 mmol) bylo v suchém DMF (2,2 ml) p¥idano (210 mg,
0,585 mmol) diethylentriaminpentaoctové kyseliny (DTPA A) pfi 0°C. Reakéni smés byla
michéna pfi 4 °C pies noc. Suspenze byla filtrovana (0,2 um Millipore filtr) tak, aby byl odstra-
nén nezreagovany DTPA anhydrat. Filtrat byl vylit do destilované vody, michéan pfi 4 °C po
20 min a precipitat poté sesbiran. Surovy produkt byl &i§tén pomoci preparativni TLC pies noc na
C18 silikagelovych deskach a vyvinut v acetonitrilu a vodé (1:1). Paclitaxel mé&l Ry hodnotu 0,34.
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Pruh nad paclitaxelem s hodnotu R¢ mezi 0,65 a 0,75 byl odstranén a eluovan acetonitrilem a
vodou (1:1) a rozpoustédlo bylo odsato tak, Ze se dostalo 15 mg DTPA—paclitaxelu jako produktu
(vytézek 10,4 %), teplota tani: >226 °C (rozklad). UV spektrum (sodna sil ve vodé) ukazala
maximalni absorpci pfi vinové délce 228 nm, kterd je charakteristicka také pro paclitaxel.
Hmotnostni spektrum: (FAB) m/e 1229 (M+H)", 1251 (M+Na), 1267 (M+K). V '"H NMR spektru
(DMSO—dg) vypadala rezonance NCH,CH;N a CH,COOH z DTPa jako komplexni série signali
0 d 2,71-2,96 ppm a jako multiplet pii 8 3,42 ppm. Rezonance C 7-H pfi 4,10 ppm v pacli-
taxelovém posunu na 5,51 ppm naznacuje esterifikaci v poloze 7. Zbytek spektra byl konsistentni
se strukturou paclitaxelu.

Sodna sl DTPA—paclitaxelu byla také piipravena pfidanim roztoku DTPA—paclitaxel v ethanolu
do ekvivalentniho mnoZstvi 0,05M NaHCOs a nasledné lyofilizaci za vzniku ve vod¢ rozpustné-
ho pevného prasku (rozpustnost >20 mg ekviv. paclitaxelu/ml).

Hydrolyticka stabilita DTPA—paclitaxelu:

Hydrolyticka stabilita DTPA—paclitaxelu byla studovana v akcelerovanych podminkach. Uvede-
no v krétkosti, 1 mg DTPA—paclitaxelu byl rozpustén v 1ml 0,5M vodného roztoku NaHCO; (pH
9,3) a analyzovan pomoci HPLC. HPLC systém se sklada z Waters 150 x 3,9 (vnitini primér)
mm Nova-Pak kolony vyplnéné C18 4 um silikagelem, Perkin—Elmer izokratického LC &erpad-
la, PE Nelson 900 sériového rozhrani, Spektra—Physics UV/Vis detektoru a datové stanice.
Eluent (acetonitril/methanol/0,02M octanu amonného = 4:1:5) se vedle rychlosti 1,0 ml/min s UV
detekci pfi 228 nm. Reten¢ni ¢as DTPA—paclitaxelu a paclitaxelu byl 1,38 a 8,83 min. Pikové
hodnoty byl kvantifikovany a porovnany se standardnimi kfivkami k uréeni koncentrace DTPA—
paclitaxelu a paclitaxelu. Stanoveny polo¢as DTPA—paclitaxelu v 0,5M NaHCO; roztoku byl
pfiblizné 16 dni pfi pokojové teplotg.

Utinky DTPA—paclitaxelu na riist mysich B16 bun&k melanomu in vitro:

Buiiky byly inokulovany do 24 jamkovych ploten o koncentraci 2,5 x 10* bun&k/ml a nechany
rist v 50:50 Dulbeccové modifikovaném esencialnim médiu (DEM) a F12 médiu obsahujicim
10 % bovinniho teleciho séra pii 37 °C po 24 hodin v 97% vlhké atmosféfe s obsahem 5,5% CO,.
Médium bylo poté nahrazeno Cerstvym médiem obsahujicim paclitaxel nebo DTPA—paclitaxel
v koncentraénim rozmezi od 5 x 10” M do 75 x 10® M. Po 40 hodinach byly buiiky uvolnény
pomoci trypsinizace a spo¢itany v Coulter ¢itaci. Kone¢né koncentrace DMSO (pouzivany k roz-
pusténi paclitaxelu) a 0,05 M roztoku hydrogenuhli¢itanu sodného (pouZivany k rozpus$téni
DTPA-—paclitaxelu) v bunééném médiu byly mensi nez 0,01 %. Toto mnoZstvi rozpoustédla
nem¢élo Zadny vliv na bun&ény rust, jak bylo zfejmé z vysledki kontrolnich studii.

Uinky DTPA-paclitaxelu na riist bungk melanomu B16 je znazorn&n na obrazku 2. Po 40
hodinach inkubace s riznymi koncentracemi DTPA-—paclitaxelu a paclitaxelu byly srovnany
Jejich cytotoxické ¢inky. ICs pro paclitaxel a DTPA—paclitaxel jsou 15 uM v 7,5 uM.

Tumorsupresivni G¢inek na tumorovém modelu karcinomu prsu (Mca—4):

Samicim mysi kmene C3Hf/Kam byl inokulovan karcinom prsu (MCa—4) do pravého stehenniho
svalu (5 x 10° bundk/mys). KdyZ tumory narostly do velikosti 8 mm (asi za dva tydny) byla
mySim podana jednotliva davka paclitaxelu nebo DTPA—paclitaxelu o velikosti 10, 20 a 40 mg
ekvivalent paclitaxelu/kg télesné hmotnosti. V kontrolnich studiich bylo pouZito fyziologického
roztoku a absolutniho alkoholu/Cremophor 50/50 zfedéného fyziologickym roztokem (1:4). Rist
tumoru byl denné sledovan méfenim tfi ortogonalnich priméra. Kdyz velikost tumoru dosahla
priméru 12 mm, pak byl urCen ristovy nartst tumoru. Mysi byly usmrceny, kdyZ tumor dosahl
velkosti 15 mm.

Kfivka riistu tumoru je zndzornéna na obr. 3. V porovnani s kontrolami vykazuje jak paclitaxel,
tak DTPA-paclitaxel tumorsupresivni G&inky pti davce 40 mg/kg. Data také byla analyzovéna ke
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stanoveni stfedniho poctu dni, za které tumory dosahly priméru 12 mm. Statisticka analyza
ukazala, ze DTPA—paclitaxel signifikantné suprimuje rdst tumoru v porovnani s kontrolni skupi-
nou, ktera dostavala fyziologicky roztok v davce 40 mg/kg (p < 0,01). Stfedni doba, za kterou
tumory dosahly priméru 12 mm byla 12,1 dni pro DTPA—paclitaxel v porovnani s dobou 9,4 dni
pro paclitaxel (obr. 4).

Radioaktivng znageny DTPA—paclitaxel s '''In:

Do 2 ml V-lékovky bylo ptidano postupné 40 ul 0,6M octanu sodného jako pufru (ph 5,3), 40 pl
0,06M citratu sodného jako pufru (pH 5,5), 20 ul roztoku DTPA—paclitaxelu v etanolu (2 %
hmotnost/objem) a 20 ul ''InCl; roztoku (o aktivité 37 Mbq = 1,0 mCi) v pufru octanu sodného
(pH 5,5). Po 30min inkubace pti pokojové teploté byl '''In — DTPA—paclitaxel vy&istén pomoci
pasaze smési pfes C18 Sep—Pac kapsli s pouzitim fyziologického roztoku a postupné i ethanolu
jako mobilni faze. Volny ''In-DTPA (<3%) byl premistén pomoci fyziologického roztoku,
zatimco ''In-DTPA—paclitaxel byl posbiran etanolovym promytim. Ethanol byl odpafen pod
plynnym dusikem a navazany produkt rekonstituovan ve fyziologickém roztoku. Radiochemicky
vytézek byl 84 %.

Analyza '"'In - DTPA—paclitaxelu:

HPCL byl pouzit pti analyze reakéni smési a uréeni &istoty '''In — DTPA—paclitaxelu. Systém se
skladal z LDC binarniho ¢erpadla, 100 x 8.0 mm (vnitini primér) Waters kolony vyplnéné ODS
5 um silikagelem. Sloupec byl eluovan pfi pritoku 1 ml/min pomoci gradientni smési vody a
methanolu (gradient od 0 % az 85 % methanolu b&hem 15 min). Gradientni systém byl monitoro-
van pomoci Nal krystalového detektoru a Spektra—Physics UV/Vis detektoru. Jak bylo HPLC
analyzou zji$téno, byla &isténim na Sep—Pak kolon& pfemisténa vétina '''In-DTPA, ktery mél
retenéni &as 2,7 min. '"'In-DTPA pochazel pravdépodobné ze stop kontaminace DTPA z DTPA~
paclitaxelu. Radiochromatografie '"'In-DTPA-paclitaxelu. Radiochromatografie '"'In-DTPA-
paclitaxelu korelovala s UV chromatogramem, coz znamena, Ze pik 12,3 min jist€ oznaduje
cilovou slouceninu. Za stejnych chromatografickych podminek paclitaxel mél retenéni &as
17,1 min. Radiochemicka Cistota kone¢ného produktu byla 90 %, stanoveno pomoci HPLC

analyzy.

Celot€lova scintigrafie:

Samicim mysi kmene C3Hf/Kam byl inokulovan karcinom prsu (MCa~4) do pravého stehenniho
svalu (5 x 10° bun&k). KdyZ tumory narostly do priméru 12 mm, my3i byly rozdéleny do dvou
skupin. Prvni skupina dostala jako anesterzii intraperitonealni injekci fenobarbitalu sodného a
poté do MCasni Zily '''In-DTPA—paclitaxel (aktivita 3700 a% 7400 Mbq = 100 az 200 mCi).
Gamma-kamera vybavena stfedné energetickym kolimatorem byla umisténa nad my3i (3 ve
skupin€). Byly pofizeny série 5 min snimku 5, 30, 60, 120, 240 min a 24 hodin po injekci. Ve
druhé skupiné byla provedena stejna procedura kromé toho, 7e mysim byla aplikovan '''In—
DTPA jako kontrola. Obr. 5 ukazuje gamma-scintigrafii zvitat injikovanym '"'In-DTPA a '''In—
DTPA-paclitaxelem. '"'In-DTPA mél velmi rychlou clearence z plazmy, rychlou a mohutnou
extrakci do moc¢i s minimalni retenci v ledvinach a zanedbatelnou retenci v tumoru, jatrech,
intestinalnim traktu a dal3ich orgénech. Naopak '''In-DTPA—paclitaxel m&l farmakologicky
profil podobny jako paclitaxel (Eiseman a kol., 1994). Radioaktivita v mozku byla zanedbatelna.
Jatra a ledviny mély nejvétsi pomét tkan:plazma. Hepatobiliarni exkrece radioaktivné znageného
DTPA-paclitaxelu nebo jeho metaboliti piedstavovala jednu z hlavnich cest clearence 1é&iva
zkrve. Na rozdil od paclitaxelu bylo signifikantni mnozstvi '''In-DTPA—paclitaxelu vylouéeno
také ledvinami, které hraji jen malou roli v clereance paclitaxelu. Tumor signifikantng akumulo-
val "' In-DTPA—paclitaxel. Tyto vysledky ukazuji, ze " In-DTPA-paclitaxel je schopen deteko-
vat urgité tumoru a Ze je mozno kvantifikovat akumulaci '''In-DTPA—-paclitaxelu tumorem, co
naopak miize poslouzit pfi vyb&ru vhodnych pacienti pro terapii paclitaxelem.
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Priklad 2

Polyglutamova kyselina—paclitaxel

Tento ptiklad ukazuje konjugaci paclitaxelu na ve vodé rozpustny polymer, poly(1—glutamovou
kyselinu (PG). Moznost pouziti ve vodé rozpustného polymeru jako farmakologického nosice je
jiz dobte znamé (Kopecek, 1990; Maeda a Metsumura, 1989). Kromé& schopnosti solubilizovat
Jjednak nerozpustné léky, mize konjugat lé¢ivo—polymer pusobit jako depot pomalého uvolnéni
léku.

Syntéza paclitaxelu

PG byl vybran jako nosi¢ paclitaxelu, protoZe mize byt snadno degradovan lysosomalnimi enzy-
my, je stabilni v plazm¢ a ma dostatek funkénich skupin pro vazbu 1é¢iva. na PG bylo konjugova-
no jiz n€kolik protinddorovych €kl véetné adriamycinu (Van Heeswijk a kol., 1985; Hoes a kol.,
1985), cyklofosfamidu (Hirano a kol., 1979), a Ara—C (Kato a kol, 1984).

PG sodna sil (MW 34 K, Sigma, 0,35 g) byla rozpusténa ve vodé. pH vodného roztoku bylo
nastaveno na 2 pomoci 0,2M HCI. Precipitat byl sebran, dialyzovan proti destilované vodé a
lyofilizovan tak, aby se dostalo 0,29g PG.

K roztoku PG (75 mg, opakované jednotka FW 170, 0,44 mmol) v suchém DMF (1,5 ml) bylo
pfidano 20 mg paclitaxelu (0,023 mmol, molarni pomér PG/paclitaxel = 19), 15 mg dicyklo-
hexylkarbodiimidu (DCC) (0,073 mmol) a stopové mnozstvi dimethylaminopyridinu (DMAP).
Reakce probihala 4 hodiny pfi pokojové teploté. Chromatografie na tenké vrstvé (TCl, silika),
ukéazala kompletni konverzi paclitaxelu (R¢ = 0,55) na polymerni konjugat (R; = 0, mobilni faze,
CHCl13/MeOH = 10:1). Reak¢ni smés byla vylita na chloroform. Vysledny precipitat byl odebran
a vysuSen ve vakuu ta, aby se ziskalo 65 mg konjugitu polymer—lék. Zménou hmotnostniho
poméru paclitaxelu a PG v pocéatecni latce Ize synteticky vyrobit polymerni konjugaty paclitaxelu
o riizné koncentraci.

Sodna sil PG-paclitaxel konjugatu byla ziskana rozpus$ténim produktu v 0,5M NaHCO;. Vodny
roztok PG—paclitaxel byl dialyzovan proti destilované vodé (MWCO 1,000) tak, aby byly odstra-
nény Castice o malé molekulové hmotnosti, které roztok kontaminovaly, a dale ptebytek
NaHCO:;. Lyofilizaci dialyzovaného produktu vzniklo 88,6 mg bilého prasku. Paclitaxelova kom-
ponenta tohoto konjugatu byla ve vzorku stanovena pomoci UV (popséno nize) jako 21 % (hmot-
nost/hmotnost). Vytézek (konverze na polymer vazici paclitaxel, UV) : 93 %. PG-paclitaxel
s vyS88im obsahem paclitaxelu (aZ do 35 %) miize byt syntetizovan pomoci této metody
Jjednoduchym zvysenim pomeéru paclitaxelu k pouzitému PG.

'H-NMR (GE model GN 500 spekrometr, 500 MHz, v D,0O) : & 7,75 az 7,35 ppm (aromaticka
komponenta paclitaxelu); 8 = 6,38 ppm (C10-H), 5,97 ppm (C13-H), 5,63 a 4,78 ppm (C2'-H),
5,55-5,36 ppm (C3'-H a C2-H, m), 5,10 ppm (C5-H) 4,39 ppm (C7-H), 4,10 (C20-H),
1,97 ppm (OCOCH3) a 1,18-1,20 ppm (C—CF) jsou uvadény jako alifatické komponenty
paclitaxelu. Ostatni resonance paclitacelu byly nejasné kviili PG. PG rezonance pfi 4,27 ppm
(H-a), 2,21 ppm (H~y) a 2,04 ppm (H-B) jsou v souladu s &istym PG spektrem. Pary polymeru
konjugovaného s paclitacelem jsou pfili§ mélo ziejmé neZz aby mohly byt dostateéné piesné
zméfeny. Rozpustnost ve vodé byla >20 mg paclitaxelu na ml.

Charakteristika PG—paclitaxelu

UV spektrum bylo ziskano na spektrofotometru Beckman DU-640 (Fullerton, CA). Obsah pacli-
taxelového konjugétu s PG byl uréen pomoci UV, vztazenou na standardni kiivku odvozenou od
znamych koncentraci paclitaxelu v methanolu (A = 228 nm) s pfedpokladem, 7e konjugét
polymeru ve vod¢ a volny Iék v methanolu maji stejné molarni extinkéni koeficienty a Ze oba
splituji Lambert BeerGv zékon. Jak je vidét zjejich UV spektra, PG-paclitaxel ma
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charakteristickou absorpci peclitaxelu s A posunem z 228 na 230 nm. Koncentrace paclitaxelu
v PG—paclitaxelu byla uréena podle bézné kfivky vytvafené se znamymi koncentracemi pacli-
taxelu v methanolu pfi absorpci 228 nm. Piedpoklada se, Zze polymerovy konjugat ve vodé pii
230 nm a volny lék v methanolu pfi 228 nm maji stejnou molarni extinkei a oba spliiuji Lambert
Beeriv zakon.

Studie PG—paclitaxelu pomoci gelové chromatografie

Relativni molekulova hmotnost PG—paclitaxelu byla stanovena pomoci gelové chromatografie
(GPC). GPC systém se sklada ze dvou LDC modelovych Cerpadel I1I spojenych s prvkem fidicim
LDC gradient, PL gelové GPC kolony a Waters 990 Sikmého fotodiodového detektoru. Elutant
(DMF) prochézel rychlosti 1,0 ml/min UV detekénim setem pii 270 nm. Konjugace paclitaxelu
na pG byla provazena nartistem molekulové hmotnosti PG—paclitaxelu, coz ukazuje posun reten-
¢niho ¢asu z 6,4 min u PG na 5,0 min u konjugatu PG—paclitaxelu, jak bylo zjis§téno pomoci
GPC. Vypoditana molekulovd hmotnost PG—paclitaxelu s obsahem 15 az 25% paclitaxelu
(uvedeno hmotnostné) je v rozmezi 45 az 55 kDa. Surovy produkt kontaminujici latka o malé
molekulové hmotnosti (retenéni ¢as 8,0 az 10,0 min a 11,3 min) miZe byt uéinné odstranéna
konverzi PG—paclitaxelu na jeho sodnou sul a naslednou dialyzou.

Hydrolyticka degradace konjugatu PG—paclitaxelu

Pg—paclitaxel byl rozpustén ve fosfatovém pufru roztoku (PBS, 0,01M) pro pH 6,0, pH 7,4 a pH
9,6 pfi ekvivalentni koncentraci paclitaxelu 0,4 mM. Roztoky byly inkubovany pti 37 °C za
jemného tfepani. Ve vybranych ¢asovych intervalech byly odebirany vzorky (100 pl), poté byly
smichany se stejnym mnoZstvim methanolu a analyzovany pomoci vysokouéinné kapalinové
chromatografie (HPLC). HPLC systém se sklada zreversni faze v silikou napinéné koloné
(Nova—Pac, Waters, CA), mobilni fize methanol-voda (2:1, objemové) pfenasené rychlosti pra-
toku 1,0 ml/min a fotodiodového detektoru. Koncentrace PG vazaného na paclitaxel, volny
paclitaxel a dalSi degradacni produkty v kazdém vzorku byly vypoéteny pomoci porovnani
nartistu plochy pikil se separatn¢ ziskanou standardni kiivkou pfipravenou z paclitaxelu. Pred-
poklada se, ze molarni extinkéni koeficient kazdého piku pfi 228 nm je stejny jako pro paclitaxel.
Poloc¢as konjugatu urCeny jako 132, 40 a 4 dny pfi pH 6,0, 7,4 a 9,6 byl stanoven pomoci regresni
analyzy nejmenSich ¢tvercti. HPLC analyza ukézala, ze inkubace PG—paclitaxelu v PBS rozto-
cich vzniklych z paclitaxelu a n&kolika dalSich species, jsou hydrofobné&j$i nez paclitaxel
(metabolit-1). Ve skute¢nosti mnozstvi metabolitu—1, coz je zfejmé 7—epipacletaxel ziskany
v PBS pii pH 7,4, pted¢i mnoZstvi paclitaxelu po 100 hodinach inkubace (obr. 6).

In vitro studie

Vzorky ziskané z PBS roztoku pfi pH 7,4 byly podrobeny tubulinové polymeriza¢ni analyze.
Tubulinova kondenza¢ni reakce byla provedena pfi 32 °C v PEM pufru (pH 6,9) na tubulinu
(hovézi mozek, Cytoskeleton Inc., Boulder, CO) o koncentraci 1 mg/ml (10 uM) v p¥itomnosti
testovacich vzorkd (1,0 uM ekviv. paclitaxelu) a 1,0 mM GTP. Po tubulinové polymeraci bylo
méfeni absorpce roztoku pfi 340 nm. Po 15 min byl pfidan chlorid vépenaty (125 mM) a byla
zméfena CaCly—indukovand depolymerace mikrotubulii. Zatimco Cerstvé rozpustény PG—pacli-
taxel v PBS byl vznikajicimi mikrotubuly inaktivovan, alikvot PG—paclitaxelu inkubovaného po
tfi dny nezpisobil znamky tubulinové polymerace. Zformované mikrotubuly byly stabilni proti
CaCl,—indukované depolymeraci.

Vliv PG—paclitaxelu na bun&&ny rist byl také testovan pomoci testu s tetrazoliovou soli (MTT),
(Mosmann, 1983). MCF-7 buiiky nebo 13762F buiiky byly inokulovany na 96jamkové mikro-
titratni plotny o koncentraci 2 x 10* bungk/ml. 24 hodin poté byly do jamek pfidany riizné
koncentrace PG—paclitaxelu, paclitaxelu nebo PG a inkubovény na dalich 72 hodin. MTT roztok
(20 pl, 5 mg/ml) byl poté ptidan do kazdé jamky a inkubovan po 4 hodiny. Supernatant byl poté
aspirovan a diky metabolicky aktivnim butikim vznikl MTT formazan, ktery byl kvantifikovan
mikroplotnovym fluorescenénim analyzitorem pfi vlnové délce 590 nm. Po tfech dnech
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inhiboval PG—paclitaxel proliferaci tumorovych bunék stejné efektivné jako v piipadé podavani
volného paclitaxelu. Pro lidsky tumor prsu bun&né linie MCF-7 byla vyhodna hodnota ICs,
0,59 uM pro paclitaxel a 0,82 uM pro PG—paclitaxel (méfeno v paclitaxelovych ekvivalentnich
jednotkach). Senzitivita proti 13762F bunééné linii na PG—paclitaxel (ICs, = 1,86 uM) je porov-
natelna s citlivosti paclitaxelu (ICsy = 6,79 pM). Pro obe¢ linie bunék je ICs; samotného PG vétsi
nez 100 uM.

In vivo tumorsupresorova aktivita

Veskeré prace se zvifaty byly provadény podle materidlovych moznosti M.D. Anderson Cancer
Center v souladu s pfedpisy instituce. CHs/Kam mysi chovany v podminkach bez vyskytu
patogenu na oddéleni experimentalni radiani onkologie. Soliterni tumory byly produkovany
v oblasti pravého stehna samic kmene C3H/Kam (25 aZ 30 g) zavedenim injekce 5 x 10° bunék
mysiho ovaridlniho karcinomu (OCa-l), karcinomu prsu (MCa—4), hepatokarcinomu (HCa-I)
nebo fibrdzniho sarkomu (FSa-II). V paralelni studii bylo samicim krys kmene Fischem 344 (125
az 150 g) injikovano 1,0 x 10° Zivych nadorovych bungk linie 13762F v 0,1 ml PBS. Lé¢ba byla
zapodata, kdyz mysi tumory dosahly objemu 500 mm’ (10 mm v priméru) nebo pokud tumor
krys dosahl velikosti 2400 mm® (stfedni pramér 17 mm). Jednotliva davka PG-paclitaxelu ve
fyziologickém roztoku nebo paclitaxelu v Cremophoru EL vehikulu byla aplikovana v davkach
pohybujicich se od 40 az 160 mg ekviv. paclitaxelu/kg télesné hmotnosti. V kontrolnich experi-
mentech bylo pouzito fyziologického roztoku, Cremophorového vehikula (50/50 Cremophor/-
ethanol zfedény fyziologickym roztokem (1:4)), PG (MW 38K) roztoku ve fyziologickém
roztoku a PG/paclitaxelové smési. Riist tumorti byl denné detekovan (obr. 7A, 7B, 7C, 7D a 7E)
pomoci méfeni tf ortogonalnich pruméri tumoru. Objem tumoru byl spoéitan podle vzorce (A x
B x C)/2. Absolutni ristové zpozdéni (AGD = Absolute Crowth Delay) u mysi je definovano
jako &as (dny), kdy tumor lé€eny riznymi typy léka zvétsi u mysi svij objem z 500 na 200 mm’
minut ¢as (dny), po ktery tumor kontrolni skupiny oSetfeny fyziologickym roztokem zvétsi sviij
objem z 500 na 2000 mm’. Tabulka 1 shrnuje akutni toxicitu PG paclitaxelu u krys v porovnani
s paclitaxel/Cremophorem. Tabulka 2 shrnuje hodnoty tykajici se uéinku PG-paclitaxelu proti
MCa—4, FSa-II a HCa—I tumortim mysi. Data jsou také vynesena na obr. 7A az 7E.

Tabulka 1
Akutni toxicita PG—paclitaxelu u krys kmene Fischere
: Divka | # Toxicka | Ztrita télesné | CasvnejtéZ¥ | (g fplného
Skupina (mg/kg) smurt tmotnosti v% tazi (dny) zotavenf (dmy
PG-paclitaxel” 60 1/4 15,7 7 14
PG-paclitaxel” 40 0/4 11,1 6 11
Paclitaxel” 60 174 16,7 6 15
Paclitaxel’ 40 0/3 17,9 6 16
Fyziologicky roztok 1,0 mi 0/2 52 1 7

PG’ 0,3 g/kg 02 43 2 8
Cremophor 2.0 ml 0/2 6,9 1 9
N4 ~hzkulnzg

¢ Krysam kmene Fische (samice, 130 g), které mély 13762F tumor, byly intraven6zné podany
léky jednou injekei.

a — Roztok PG-paclitaxelu byl pfipraven rozpusténim konjugatu ve fyziologickém roztoku (8 mg
ekviv. paclitaxelu/ml). Jedné kryse bylo injekéné podano 60 mg/kg, tzn. 0,975 ml.

b — Roztok paclitaxelu a Cromophoru byl pfipraven rozpusténim paclitaxelu ve smési ethylalko-
holu a Cremophoru v pomeéru 1:1 (30 mg/ml). Pfed injekei byl tento zasobni roztok déle ziedén
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vana davka byla 0,3 g/kg (1,8 ml na krysu), coz je ekvivalent davky paclitaxelu 60 mg/kg.

d — Cremophorové vehikulum bylo pfipraveno zfedénim smési ethylalkoholu a Cremophoru (1:1)
a s fyziologickym roztokem (1:4).

Tabulka 2
Tumorsupresivni i¢inek PG—paclitaxelu na rizné typy tumorti mysi in vivo
Tumor Lék © Csrastm | AGD | rtest
500 - 2000 mm’

MCa | Bratologieky roztok 1808 () - :
PG (0,6 g/kg) 9,3+1,1 (4) 45 0,0114
Cremophor venikulum 6,1+0,7 (5) 1,3 0,265
PG-Pacl (40 mg/kg) 8,6+1,2(4) 38 0,026
PG-Pacl (60 mg/kg) 14,2411 (5) 9,4 6,0001
PG-Pacl (120 mg/kg) 44,4429 (5) 39,6 <0,0001
Paclitaxel (40 mg/kg) 9,0+0,6 (4) 4.2 0,0044
Paclitaxel (60 mg/kg) 9,3£0,3 (5) 4,5 0,0006

FSa-ll | Fyxoiogieky rozicx 1,940,1 (5) - -
PG (0,8 g/kg) 2,8+0,2 (6) 0,9 0,0043
Cremophor vetiminm 2,240.2 (6) 0,3 0,122
PG-Pacl (80 mg/kg) 3,8+0,4 (6) 1,9 0,0016
PG-Pacl (160 mg/kg) 51£0,3 (13) 32 <0,0001
Paclitaxel (80 mg/kg) 42403 (6) 2,3 0,0002
PG+Paclitaxel 3,0£0,2 (6) 1,1 0,0008

HCa-l | Fyzicicgicky rozici 7,3%0,3 (5) - -
PG (0,8 g/kg) 7,740,4 (4) 04 0,417
Cremophor vehikulum 6,8+0,8 (5) -0,5 0,539
PG-Pacl (40 mg/kg) 8,2+0,7 (5) 0,9 0,218
PG-Pacl (80 mg/kg) 8,610,2 (5) 1,3 0,0053
PG-Pacl (160 mg/kg) 11,0+0,8 (4) 3,7 0,0023
Paclitaxel (80 mg/kg) 6,4+0,5 (5) 09 0,138
PG~Paclitaxel 6,7+0,4 (5) ~0y6 0,294

a — Mysi s 500 mm’ tumory v pravé dolni kon&eting byly lé¢eny riiznymi jednotlivymi i.v.
injek¢nimi ddvkami PG—paclitaxelu (40-120 mg ekviv. paclitaxelu/kg) ve fyziologickém roztoku
nebo paclitaxelu v remophorovém vehikulu. Kontrolni zvifata byla lé8ena fyziologickym
roztokem (0,6 ml), Cremophorovym vehikulem (0,5 ml), PG roztokem ve fyziologickém roztoku
nebo PG (g/kg) plus paclitaxelem (80 mg/kg).

b — Rist tumoru byl zjistovan dennim méfenim tfi ortogonalnich rozméri kaliperem a objem byl
poditan jako (a x b x ¢)/2. V zavorce je uveden vzdy podet mysi pouzitych v urité skuping. Casy
réstu (dny) k dosazeni zm&ny objemu od 500 do 2000 mm’ jsou uvedeny jako primér +/— sméro-
datna odchylka.

¢ — Absolutni denni priristek (AGD = Absolute growth daily) je definovan jako pocet dnd,
béhem kterych tumor 1é€eny riiznym léSivy vyroste z 500 na 2000 mm?® minut poget dnii, bhem
kterych tumor vyroste z 500 a 2000 mm’ pfi aplikaci pouze fyziologického roztoku.
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d — Podet dni, béhem kterych tumor vyroste z 500 na 2000 mm’, byl porovnan u lé¢enych
kontrolnich skupin (aplikace pouze fyziologicky roztoku) pomoci Studentova #—testu. Hodnota p
je dvoumistna a za signifikantni byla povazovana, pokud byla nizsi nez 0,05.

Ptiklad 3

Polyethylenglykol—paclitaxel
Syntéza polyethylenglykol-paclitaxelu (PEG—paclitaxel)

Syntéza probihala ve dvou krocich. V prvnim 2'—sukcinyl-paclitaxel byl pfipraven podle popsa-
ného postupu (Deutsch a kol., 1989). Paclitaxel (200 mg, 0,23 mmol) a anhydrid kyseliny janta-
rové (288 mg, 2,22 mmol) byly ponechany reagovat v bezvodém pyridinu (6 ml) pfi pokojové
teploté po tii hodiny. Pyridin byl poté odpafen a zbytek byl smichan s vodou, michan béhem
20 min a filtrovan. Precipitat byl rozpustén v acetonu, postupné byla pfiddvana voda a jemné
krystaly byly zachovany tak, Zze se dostalo 180 mg 2'—sukcinyl-paclitaxeu. PEG—paclitaxel byl
syntetizovan pomoci N—ethoxykarbonyl-2—ethoxy-1,2—dihydrochinolinem (EEDQ) zprostiedko-
vané kondenzaéni reakce. K roztoku 2'—sukcinyl-paclitaxelu (160 mg, 0,18 mmol) a methoxy-
polyoxyethylenaminu (PEG-NH,, molekulova hmotnost 5000, 900 mg, 0,18 mmol) v methylen-
chloridu byl pfidan EEDQ (180 mg, 0,72 mmol). Reakéni smés byla michana p#i pokojové
teploté po 4 hodiny. Surovy produkt byl chromatografovan na silikagelu s ethylacetatem a poté
smési chloroformu s methanolem (10:1). Vzniklo tam 350 mg produktu. 'H NMR (CDCl) § 2,76
(m, jantarova kyselina, COCH,CH,CO,), o 3,63 (PEG, OCH,CH;0), é 4,42 (C7-H) a & 5,51
(C2'—H). Maximalni UV absorpce byla dosazena pii 288 nm, coz je charakteristicka hodnota pro
paclitaxel. Kondenzaci s PEG doslo k vyraznému zlepSeni rozpustnosti paclitaxelu ve vodé
(>20 mg ekviv. paclitaxelu na ml vody).

Hydrolyticka stabilita PEG—paclitaxelu

PEG-paclitaxel byl rozpustén ve fosfatovém pufru (0,01 M) pfi riznych hodnotach pH a pti kon-
centraci 0,4 mM. roztoky byly inkubovany pti 37 °C za opatrného michani. Ve zvolenych inter-
valech byly odebirany vzorky (200 pl), které pak byly lyofilizovany. Vznikly suchy prasek byl
poté rozfedén v methylenchloridu pro gelovou chromatografii (GPC analyza). GPC systém se
sklada z Perkin—Elmer PL kolony s l6Zem naplnénym smésnym gelem, Perkin—elmer izokratic-
kého LC Cerpadla, PE Nelson 900 sériového rozhrani, Spektra—Physics UV/Vis detektoru a dato-
vé stanice. Elutant (methylenchlorid) prochazel rychlosti 1,0 ml/min UV detektorem nastavenym
na 228 nm. Retencni Casy PEG—paclitaxelu a paclitaxelu byly 6,1 a 8,2 min. Oblasti piki byly
kvantifikovany a bylo spocitano procento zbyvajiciho PEG—paclitaxelu a procento uvolnéného
paclitaxelu. Polo¢as PEG—paclitaxelu byl uréeny regresni analyzou nejmensim &tvercim pii pH
7,4 byl 54 min. Polo€as pti pH 9,0 byl 7,6 min. Profil uvoliiovani paclitaxelu z PEG—paclitaxelu
pti pH 7,4 je znazornén na obrazku 8.

Studie cytotoxicyty PEG—paclitaxelu s pouZzitim bunék mysiho melanomu B16 in vitro

Podle postupu popsaného pii studiich cytotoxicity s DTPA—paclitaxelem buiiky melanomu byly
inokulovany na 24-jamkové plotny o koncentraci 2,5 x 10° bunék/ml a kultivovany v 50:50
Dubeccové modifikovaném minimalnim esencialnim médiu (DME) a F12 médiu, které obsahuje
10% bovinni teleci sérum, pii 37 °C po 24 hodin v 97% vlhké atmosféie s 5,5% CO,. Médium
poté bylo nahrazeno Cerstvym médiem s paclitaxelem nebo s jeho derivaty o koncentraci mezi 5
x 10° N a 75 x 10 M. Po 40 hodinach byly buiiky uvolnény trypsinizaci a spocitany v Coulter
CitaCi. Kone¢na koncentrace DMSO (pouzivany k rozpousténi paclitaxelu) a 0,05M roztoku
hydrogenuhli¢itanu sodného (pouzivany k rozpusténi PEG—paclitaxelu) v bun&&ném médiu byla
niz3i nez 0,001 %. Toto mnoZstvi rozpoustédla neméa Zzadny vliv na bun&ny rist jak dokazuji
ostatné vysledky kontrolnich studii. Kromé toho PEG v koncentraénim rozmezi pouZité k dosaze-
ni ekvivalentni koncentrace paclitaxelu od 5 x 10® do 75 x 109° M, nemél zadny vliv na
bunéénou proliferaci.
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Tumorsupresivni 1¢inek PEG—paclitaxel na MCa—4 tumor u mys$i

Ke zhodnoceni tumorsupresivniho G¢inku PEG—paclitaxelu na solidni karcinom prsu, MCa—4
buiiky (5x 10° bunék) byly injikovany do pravého stehenniho svalu samic mysi kmene
C3Hf/Kam. Stejné jak je popsano v ptikladu 1 s DTPA—paclitaxelem, byl po naristu nadori na
8 mm (asi dva tydny) nasazen paclitaxel nebo PEG—paclitaxel v jednotlivé davce 10, 20 a 40 mg
ekviv. paclitaxelu/kg té€lesné hmotnosti. Paclitaxel byl zpoCatku rozpustén v absolutnim ethanolu
s ekvivalentnim objemem Cremophoru. Tento zasobni roztok byl dale zfedén (1:4, uvedeno obje-
move) sterilnim fyziologickym roztokem 15 minut pfed injekci. PEG—paclitaxel byl rozpustén ve
fyziologickém roztoku (6 mg ekviv. paclitaxelu/ml) a filtrovan pfes sterilni filtr (milipore,
4,5 pm). Fyziologicky roztok, paclitaxelové vehikulum, absolutni alkohol:Cremophor (1:1) byl
zfedén fyziologickym roztokem (1:4) a PEG roztok ve fyziologickém roztoku (600 mg/kg té€lesné
hmotnosti) byl pouzit pfi kontrolnich experimentech. Rist tumoru byl denné stanovovan méie-
nim ortogonalnich prémért tumoru. Kdyz doséahla velikost tumoru primér 12 mm, bylo vy¢itano
zdrzeni nartstu tumoru.

Ristova kiivka tumoru je znazornéna na obr. 9. Pfi davce 40 mg/kg jak PEG—paclitaxelu, tak
paclitaxelu byl rist tumoru u¢inné snizen. Paclitaxel je u¢inn&j§i nez PEG—paclitaxel, ackoli
rozdil nebyl statisticky signifikantni. Paclitaxelem lé¢ené tumory potiebovaly 9,4 dni, aby dosah-
ly velikosti 12 mm v priméru, zatimco tumory lééené PEG—paclitaxelem pouze 8,5 dni. Tyto
hodnoty jiz byly statisticky signifikantni (p > 0,05) v porovnani s korespondujicimi kontrolami,
které potrebovaly pouze 6,7 dni v pfipadé paclitaxelového vehikula a 6,5 dni u PEG ve fyziolo-
gickém roztoku (obr. 4).

Tiebaze kompozice a metody podle tohoto vynalezu byly jiz popsany s ohledem na vyhodna
provedeni, je ziejmé, Ze odbornik v oboru miize aplikovat variace na kompozice, metody a kroky
u metod zde popsanych, aniz by vyboc¢il z pojmil, ducha a rozsahu vynalezu. Uvedeno piesnéji, je
ziejmé, ze urcité substance chemicky a fyziologicky pfibuzné, mohou nahradit substance zde
popsané, pfi dosazeni stejnych nebo podobnych vysledki. VSechny takové podobné nahrady a
modifikace ziejmé odbornikovi v oboru, jak se zda, spadaji do pojmd, rozsahu a smyslu tohoto
vynalezu, jak je definovan v pfipojenych patentovych narocich.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kompozice obsahujici protinadorové 1é¢ivo konjugované s polymerem ve vode rozpustnym,
vyznadlujici se tim, Ze protinadorovym lé¢ivem je paclitaxel, docetaxel, etoposid,
teniposid, camptothecin nebo epothilon a ve vod€ rozpustnym polymerem je poly(l1—-glutamova
kyselina), poly(d—glutamova kyselina), poly(dl-glutamova kyselina), poly(d—asparagova kyseli-
na), poly(l-asparagova kyselina), poly(dl-asparagova kyselina), polyakrylova kyselina, poly(2—
hydroxyethyl-1-glutamin), karboxymethyldextran, hyaluronova kyselina, lidsky sérovy albumin,
alginova kyselina nebo jejich kombinace.

2. Kompozice podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze protinddorové léCivo je
vybrano z paclitaxelu, docetaxelu a camptothecinu.

3. Kompozice podle naroku 1, vyznac€ujici se tim, Ze uvedeny polymer je dile
definovan jako kopolymer poly(2—hydroxyethyl-1—-glutaminu), karboxymethyldextranu, hyaluro-
nové kyseliny, lidského sérového albuminu, polyalginové kyseliny nebo jejich kombinace s poly-
kaprolaktonem, kyselinou polyglykolovou a kyselinou polymléénou.

4. Kompozice podle jakéhokoli z pfedchazejicich narok, vyznaéujici se tim, Ze
polymer ma molekulovou hmotnost od pfiblizné 5000 do zhruba 100 000, s vyhodou od pfiblizné
20 000 do zhruba 80 000.

5. Kompozice podle jakéhokoli z pfedchazejicich narokd, vyznadujici se tim, Ze
ve vod¢ rozpustny polymer je konjugovan s 2'— nebo se 7-hydroxypaclitaxelem nebo
docetaxelem.

6. Kompozice podle jakéhokoli z pfedchazejicich narokd, vyznaéujici se tim, ze
obsahuje od 2 do 35 % hmotnostnich protinadorového 1é¢iva.

7. Kompozice podle naroku 1, vyznacdujici se tim, Zevevodé rozpustnym polyme-
rem je poly(1-glutamova kyselina), poly(d—glutamova kyselina), poly(dl-glutamova kyselina),
poly(d—asparagova kyselina), poly(1—asparagova kyselina) nebo poly(dl-asparagova kyselina).

8. Poutziti kompozice podle nékterého z naroki 1 az 7 pro vyrobu légiva pro lé&eni rakoviny,
systémového autoimunitniho onemocnéni, arterialni resten6zy nebo arterialni okluze po vaskulér-
nim traumatu.

9. Pouziti podle naroku 8, kde rakovinou je rakovina prsu, vaje¢nikid, maligni melanom, plicni
rakovina, rakovina Zaludku, rakovina tra¢niku, rakovina hlavy a hrdla, leukémie nebo Kaposiho
sarkom.

10. Implantovatelnd Iékafska pomiicka, zvlasté stent, vyznadujici se tim, Ze je

povieena kompozici obsahujici paclitaxel konjugovany s polymerem rozpustnym ve vodé
vymezenym v naroku 1 v mnoZstvi G¢inném pro inhibici proliferace bunék hladkého svalstva.

11 vykrest
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18 +

Primérny rozmér tumoru (mm)

—a— DTPA-paclitaxel 10 mg

—*— DTPA-paclitaxel 20 mg
—o— DTPA-paclitaxel 40 mg
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