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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Die vorliegende Erfindung liegt auf dem Gebiet der lokalisierten Abgabe chemotherapeutischer Mittel
an solide Tumore.

[0002] Die US-Regierung besitzt Rechte an dieser Erfindung aufgrund eines Stipendiums des National Can-
cer Institute, Cooperative Agreement Nummer UO1 CA 52857 und der N.l.H.-Stipendien U01 CA52857 fir
Henry Brem und Robert S. Langer und T32 CA09574.

[0003] Ein Drittel aller Individuen allein in den Vereinigten Staaten entwickelt Krebs. Obwohl die Finfjahres-
Uberlebensrate in Folge des Fortschritts einer friihzeitigen Diagnose und der Therapie dramatisch auf nahezu
50% gestiegen ist, steht Krebs nur Herzkrankheiten als Todesursache in den Vereinigten Staaten nach. Zwan-
zig Prozent der Amerikaner sterben an Krebs, die Halfte aufgrund von Lungen-, Brust- und kolorektalem Krebs.

[0004] Die Gestaltung wirksamer Behandlungen fiir Patienten mit Krebs stellt eine groRe Herausforderung
dar. Das derzeitige Protokoll mit chirurgischer Resektion, Strahlentherapie mit externer Strahlung und/oder
systemischer Chemotherapie war bei einigen Malignomarten teilweise erfolgreich, ergab jedoch bei anderen
keine zufriedenstellenden Ergebnisse. Bei einigen Malignomen, wie Hirnmalignomen, ergibt dieses Protokoll
ein mittleres Uberleben von weniger als einem Jahr.

[0005] Beispielsweise kehren 90% von resezierten malignen Gliomen innerhalb von zwei Zentimetern der ur-
springlichen Tumorstelle innerhalb einem Jahr zurtick.

[0006] Obwohl dies bei einigen Krebsarten wirksam war, hatte die Verwendung einer systemischen Chemo-
therapie bei der Behandlung von Krebs von Kolorektum, Osophagus, Leber, Pankreas und Niere und Melanom
geringen Erfolg. Ein Hauptproblem bei einer systemischen Chemotherapie zur Behandlung dieser Krebsarten
besteht darin, dass die zum Erreichen einer Kontrolle des Tumorwachstums erforderlichen systemischen Do-
sen haufig zu einer inakzeptablen systemischen Toxizitat fuhren. Die Bemuihungen um eine Verbesserung der
Abgabe chemotherapeutischer Mittel am Tumorort fuhrten zu Fortschritten einer organgerichteten Chemothe-
rapie, beispielsweise durch kontinuierliche systemische Infusion. Jedoch zeigten kontinuierliche Infusionen
von Antikrebsarzneimitteln allgemein keinen klaren Vorteil gegenuber Puls- oder Kurzzeitinfusionen. Implan-
tierbare Elastomerzugangsanschlisse mit selbstschlieRenden Silicondiaphragmen wurden ebenfalls fur eine
kontinuierliche Infusion versucht, doch bleibt Extravasation ein Problem. Tragbare Infusionspumpen sind nun
als Abgabevorrichtungen verfligbar und werden hinsichtlich ihrer Wirksamkeit bewertet (siehe Harrison's Prin-
ciples of Internal Medicine 431-446, E. Braunwald et al., Hrsg., McGraw-Hill Book Co. (1987) fir eine allge-
meine Ubersicht).

[0007] Im Hirn werden Gestaltung und Entwicklung wirksamer Antitumormittel zur Behandlung von Patienten
mit malignen Neoplasmen des Zentralnervensystems durch zwei Hauptfaktoren beeinflusst: 1) die
Blut-Hirn-Schranke bildet eine anatomische Blockade, die den Zugang von Arzneimitteln zu diesen Tumoren
beschrankt; und 2) die Arzneimittel, die in hohen systemischen Konzentrationen gegeben werden, sind allge-
mein cytotoxisch. Bemuhungen um eine Verbesserung der Arzneimittelabgabe an das Tumorbett in Hirn um-
fassten ein transientes osmotisches Brechen der Blut-Hirn-Schranke, eine Hirnflissigkeitsperfusion und eine
direkte Infusion in einen Hirntumor unter Verwendung von Kathetern. Jede Technik hat signifikante Beschran-
kungen. Das Brechen der Blut-Hirn-Schranke erhdhte die Aufnahme hydrophiler Substanzen in normales Hirn,
erhdhte jedoch den Substanztransport in den Tumor nicht signifikant. Nur kleine Bruchteile von der Hirnflls-
sigkeit verabreichten Mitteln drangen tatsachlich in das Hirnparenchym ein. Arzneimittel, die zur Behandlung
von Tumoren durch eine Infusion verwendet wurden, waren unzureichend, diffundierten nicht Gber eine aus-
reichende Strecke vom Infusionsort oder konnten nicht bei einer ausreichenden Konzentration gehalten wer-
den, um einen nachhaltigen Diffusionsgradienten zu ermdglichen. Die Verwendung von Kathetern wurde durch
hohe Raten einer Infektion, Obstruktion und Dysfunktion aufgrund von Verstopfung kompliziert. Siehe T. Tomi-
ta, "Interstitial chemotherapy for brain tumors: review" J. Neuro-Oncology 10: 57-74 (1991).

[0008] Biologisch kompatible Polymere mit gesteuerter Freisetzung zur lokalen Arzneimittel Abgabe wurden
zur Kontrazeption, Insulintherapie, Glaukombehandlung, Asthmatherapie, Pravention von Zahnkaries und be-
stimmten Arten der Krebschemotherapie genutzt (R. Langer und D. Wise, Hrsg., Medical Applications of Con-
trolled Release, Band | und Il, Boca Raton, CRC Press (1986)). Hirntumore sind einer Chemotherapie gegen-
Uber besonders widerstandsfahig. Einer der Hauptgriinde ist die durch die Blut-Hirn-Schranke auferlegte Be-
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schrankung. Mittel, die in vitro gegenuber bestimmten Hirntumoren, wie Gliomen, wirksam erscheinen, kénnen
in klinischen Versuchen versagen, da unzureichendes Arzneimittel in den Tumor eindringt. Obwohl die
Blut-Hirn-Schranke im Kern eines Tumors gebrochen ist, ist sie an der Peripherie, an der aktiv an der Invasion
beteiligte Zellen lokalisiert sind, groRtenteils intakt. Experimentelle intratumorale Protokolle umfassen die Infu-
sion oder Implantation therapeutischer Mittel in dem Tumorbett nach einer chirurgischen Resektion gemal der
Beschreibung bei T. Tamita, J. Neuro-Oncol. 10: 57-74 (1991).

[0009] Die Verabreichung eines lipidldslichen Chemotherapeutikums mit niedrigem Molekulargewicht,
1,3-Bis(2-chlorethyl)-1-nitrosoharnstoff (BCNU), in einer Polymermatrix, das Hirntumoren direkt benachbart
implantiert wurde, hat eine gewisse Wirksamkeit nach dem Bericht von Brem et al., J. Neurosurg. 74: 441-446
(1991); Brem et al., Eur. J. Pharm. Biopharm. 39 (1): 2-7 (1993); und Brem et al., "Intraoperative Chemothe-
rapy using biodegradable polymers: Safety and Effectiveness for Recurrent Glioma Evaluated by a Prospecti-
ve, Multi-Institutional Placebo-Controlled Clinical Trial" Proc. Amer. Soc. Clin. Oncology, 17. Mai 1994. Die po-
lymervermittelte Verabreichung von BCNU war einer systemischen Verabreichung im Hinblick auf eine Verlan-
gerung des Uberlebens von Tieren mit intrakranialem 9L-Gliosarkom iiberlegen und zeigte gewisse Wirksam-
keitsergebnisse bei klinischen Versuchen. Jedoch ist BCNU ein Arzneimittel mit niedrigem Molekulargewicht,
es durchquert die Blutschranke und es wurde bereits gezeigt, dass es bei systemischer Verabreichung gewisse
Wirksamkeit hat.

[0010] Unglucklicherweise bleibt die Vorhersagbarkeit der Wirksamkeit von Chemotherapeutika gering. Arz-
neimittel, die bei systemischer Verabreichung an Tiere wirksam erscheinen, kénnen bei systemischer Verab-
reichung an Menschen aufgrund von physiologischen Unterschieden und Problemen der biologischen Verflg-
barkeit nicht wirksam sein, und Arzneimittel, die systemisch wirksam sind, kénnen bei lokaler Verabreichung
nicht wirksam sein.

[0011] Beispielsweise wurde fir ein vielversprechendes Chemotherapeutikum, Camptothecin, ein natirlich
vorkommendes Alkaloidisolat aus Camptotheca acuminata, einem in China heimischen Baum, das seine phar-
makologischen Wirkungen durch irreversible Hemmung von Topoisomerase |, einem an der DNA-Replikation
stark beteiligten Enzym, ausltibt, gezeigt, dass es in vitro eine starke cytotoxische Antitumoraktivitat gegen eine
Vielzahl experimenteller Tumore, wie das L1210- und Ratten-Walker-256-Karzinosarkom, aufweist (J. M. Ven-
ditti und B. J. Abbott, Lloydia 30: 332-348 (1967); C. G. Moertel et al., Cancer Chemother. Rep. 56 (1): 95-101
(1972)). Klinische Untersuchungen der Phase | und Il von Camptothecin an humanen Patienten mit Melanom
und fortgeschrittenem gastrointestinalem Karzinom zeigten jedoch unerwarteterweise schwere systemische
Toxizitat mit geringem Tumoransprechen und die klinische Untersuchung wurde daher gestoppt (J. A. Gottlieb
und J. K. Luce, Cancer Chemother. Rep. 56 (1): 103-105 (1972); C. G. Moertel et al., Cancer Chemother. Rep.
56 (1): 95-101 (1972); F. M. Muggia et al., Cancer Chemother. Rep. 56 (4): 515-521 (1972)). Ferner zeigte die
pharmakologische Bewertung durch Gottlieb et al., Cancer Chemother. Rep. 54 (6): 461-470 (1970) und Sli-
chenmyer et al., J. Clin. Pharmacol. 30: 770-788 (1990), dass die Natriumsalzformulierung von Camptothecin
stark proteingebunden war und zur Wirksamkeit die Umwandlung in eine Lactonstruktur erforderte. Das Alka-
loid, ein 4-Ethyl-4-hydroxy-1H-pyrano-[3',4":6,7]indolizino[1,2-b]chinolin-3,14(4H,12H)-dion, mit einem Mole-
kulargewicht von 348, ist nicht nur wasserunléslich, sondern kristallisiert auch aus Acetonitril-Methanol aus und
bildet mit Sauren keine stabilen Salze. Die schlechte biologische Verfugbarkeit kann das Fehlen einer In-vi-
vo-Wirksamkeit erklaren.

[0012] Viele andere Chemotherapeutika, die bei systemischer Verabreichung wirksam sind, missen aufgrund
schlechter biologischer Verfligharkeit in sehr hohen Dosierungen abgegeben werden, um Toxizitat zu vermei-
den. Beispielsweise wurde Paclitaxel (Taxol) systemisch mit Wirksamkeit bei der Behandlung mehrerer huma-
ner Tumore, die Eierstock-, Brust- und nicht-kleinzelligen Lungenkrebs umfassen, verwendet. Jedoch war das
Aufrechterhalten ausreichender systemischer Konzentrationen des Arzneimittels zur Behandlung von Tumo-
ren mit schwerer, in einigen Fallen "lebensbedrohender" Toxizitat, nach dem Bericht von Sarosy und Reed, J.
Nat. Med. Assoc. 85 (6): 427431 (1993) verbunden. Paclitaxel ist ein stark lipophiles Diterpenoid mit hohem
Molekulargewicht (854), das aus der Pazifischen Eibe, Taxus brevifolia, isoliert wurde, das in Wasser unléslich
ist. Es wird normalerweise mittels einer Verdiinnung des in polyoxethyliertem Rizinusél gelésten oder suspen-
dierten Arzneimittels in Kochsalzlésung intravenos verabreicht. Es wurde berichtet, dass dieser Trager in einer
Zahl von Patienten eine anaphylaktische Reaktion induziert (Sarosy und Reed (1993)), so dass alternative Tra-
ger, beispielsweise ein Micellenformulierungsgemisch zur parenteralen Verabreichung gemaf der Beschrei-
bung von Alkan-Onyuksel et al., Pharm. Res. 11 (2), 206-212 (1994), vorgeschlagen wurden. Es besteht auch
eine starke nichtrenale Clearance mit Anzeichen, dass das Arzneimittel entfernt und peripher gespeichert wird.
Pharmakokinetische Belege aus klinischen Untersuchungen (E. K. Rowinsky et al., Cancer Res. 49:
4640-4647 (1989)) und Tieruntersuchungen (R. W. Klecker, Proc. Am. Assoc. Cancer Res. 43: 381 (1993))
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zeigen, dass Paclitaxel die intakte Blut-Hirn-Schranke schlecht, falls Gberhaupt, durchdringt und dass kein ver-
starktes Uberleben aufgrund systemischer intraperitonealer Injektionen von Paclitaxel in Ratten mit intrakrani-
alen Gliomen besteht. Paclitaxel wurde in einer polymeren Matrix zur Hemmung von Narbenbildung im Auge
nach dem Bericht von Jampel et al., Ophthalmic Surg. 22, 676-680 (1991) verabreicht, wurde jedoch nicht lokal
zur Hemmung von Tumorwachstum verabreicht.

[0013] Walter et al. (1994) Cancer Research 54, 2207-2212, untersucht interstitielles Paclitaxel, das von ei-
nem biologisch abbaubaren Polymerimplantant zugefiihrt wurde, gegen ein experimentelles malignes Gliom.

[0014] Kaetsu et al. (1987) J Controlled Release 6, 249-263, beschreibt biologisch abbaubare Implantatver-
bundstoffe fiir eine lokale Therapie. Straw et al. (1993) Front Osteosarcoma Res. 121-123, und Auerbach et
al. (1992) Polym Adv Technol 3 (6), 323-329, beschreiben eine Polymerverabreichung von Cisplatin und BC-
NU.

[0015] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist daher die Bereitstellung einer chemotherapeutischen Zusam-
mensetzung und eines Verfahrens zur Verwendung derselben, das eine wirksame langzeitige Freisetzung von
Chemotherapeutika, die in wassrigen Lésungen nicht stabil oder 16slich sind oder die in vivo eine beschrankt
biologische Verflgbarkeit aufweisen, zur Behandlung solider Tumore ergibt.

[0016] Eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung einer Zusammensetzung und
eines Verfahrens zur Verwendung zur Behandlung solider Tumore mit chemotherapeutischen Mitteln, das
hohe systemische Konzentrationen des Mittels und die damit verbundenen Toxizitaten vermeidet.

Zusammenfassung der Erfindung

[0017] Ein Verfahren und Vorrichtungen zur lokalisierten Verabreichung eines Chemotherapeutikums an so-
lide Tumore werden beschrieben, wobei das Mittel die Blut-Hirn-Schranke nicht durchquert und durch eine
schlechte biologische Verflgbarkeit und/oder kurze Halbwertszeit in vivo gekennzeichnet ist. Die Vorrichtun-
gen bestehen aus Reservoiren, die Arzneimittel Gber einen langeren Zeitraum freisetzen, wahrend gleichzeitig
die biologische Aktivitat und biologische Verfligbarkeit des Mittels erhalten bleibt. In der bevorzugten Ausfiih-
rungsform besteht die Vorrichtung aus biologisch abbaubaren polymeren Matrizes, obwohl Reservoire auch
aus nicht-biologisch-abbaubaren Polymeren formuliert werden kénnen. Die Vorrichtungen werden in die zu be-
handelnden Tumore oder diesen unmittelbar benachbart oder an der Stelle, wo sie chirurgisch entfernt wurden,
implantiert.

[0018] Die Beispiele belegen die Wirksamkeit von Paclitaxel, Camptothecin und Cisplatin, die in Polymerim-
plantaten, die durch Formpressen biologisch abbaubarer und nicht-biologisch-abbaubarer Polymere jeweils
hergestellt wurden, verabreicht wurden, gegenuber einer Zahl humaner Tumorzelllinien sowohl in vitro als auch
in vivo. Die Ergebnisse sind statistisch hoch signifikant.

Kurze Beschreibung der Zeichnungen

[0019] Fig. 1 ist ein Diagramm, das die Zellabtétung von Paclitaxel zeigt, die durch einen Klonogentest ge-
genlber der humanen Gliom-U373-Zelllinie mit einem Einwirken des Arzneimittels von 1 h (LDg4, = 280 nM, lee-
re Quadrate), 24 h (LDy, = 29 nM, volle Kreise) und einem kontinuierlichen Einwirken von 6 bis 8 Tagen (LD,
=7,2 nM, leerer Kreis) bestimmt wurde, die als Kolonienzahl (% der Kontrolle)/log Konzentration von Paclitaxel
in nM angegeben ist.

[0020] Fig.2 ist ein Diagramm der kumulativen prozentualen Freisetzung Uber die Zeit (Stunden) fir
PCPP-SA (20:80)-Polymerscheiben (10 mg), die mit 20 Gew.-% (Raute), 30 Gew.-% (Dreieck) oder 40 Gew.-%
(Quadrat) Paclitaxel beladen sind.

[0021] Fig. 3 ist ein Diagramm des prozentualen Uberlebens (iber die Zeit in Tagen (Kaplan-Meier-Uberle-
benskurven) bei Ratten, die am Tag 0 ein intrakraniales 9L-Gliosarkom-Tumorimplantat erhielten und am Tag
5 mit einem intratumoralen Implantat, das aus einer 10-mg-Scheibe von PCPP-SA (20:80), die mit 20, 30 oder
40 Gew.-% Paclitaxel beladen war, bestand, behandelt wurden. Ein Kontrolltier erhielt ein 10-mg-PCPP-SA
(20:80)-Implantat ohne Arzneimittelbeladung.

[0022] Fig. 4 ist ein Diagramm der kumulativen prozentualen Invitro-Freisetzung liber die Zeit in Tagen von
10-mg-Ethylenvinylacetat (EVAc)-Polymerimplantaten, die mit 20 Gew.-% (Dreieck), 40 Gew.-% (Quadrat) und
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50 Gew.-% (Kreis) Camptothecin formuliert wurden. Jeder Punkt stellt den Mittelwert von drei Messungen dar.

[0023] Fig. 5 ist ein Diagramm des prozentualen Uberlebens (iber die Zeit in Tagen (Kaplan-Meier-Uberle-
benskurven), wobei eine systemische Verabreichung von Camptothecin mit einer lokalen Verabreichung aus-
gehend von EVAc-Polymeren verglichen wird. Ratten erhielten am Tag 0 ein intrakraniales 9L-Gliosarkomim-
plantat und die Behandlung wurde am Tag 5 begonnen. Kontrolltiere und diejenigen, die mit Camptothecin i.p.
behandelt wurden, erhielten ein 9,0-mg-EVAc-Polymerimplantat ohne Arzneimittelbeladung. Systemisches
Camptothecin mit 20 oder 40 mg/kg/Tag wurde Uber vier Tage i.p. verabreicht, wobei am Tag 5 begonnen wur-
de. Die Camptothecin-Polymergruppe erhielt ein intratumorales 9,2-mg-Implantat von EVAc, das mit 50
Gew.-% Camptothecin beladen war.

Detallierte Beschreibung der Erfindung

[0024] Ein Verfahren zur Verlangerung der Dauer des Einwirkens eines Arzneimittels auf einen Tumor ist eine
interstitielle Verabreichung des Arzneimittels an den Tumor. Gesteuerte Infusionspumpen und biologisch ab-
baubare Polymervorrichtungen werden derzeit entwickelt, um Arzneimittel in einer derartigen nachhaltigen
Weise an Tumore des Zentralnervensystems zu verabreichen. Eine interstitielle Verabreichung minimiert die
systemischen Arzneimittelkonzentrationen und Nebenwirkungen eines Mittels. Die lokale Verabreichung von
Chemotherapeutika an einen Tumor ist ein wirksames Verfahren zur Verlangerung des Einwirkens des Arznei-
mittels auf den Tumor, wahrend die die Arzneimitteldosis beschrankenden systemischen Nebenwirkungen, wie
Neutropenie, minimiert werden.

[0025] Eine interstitielle Arzneimittelverabreichung umgeht auch die Beschrankungen der Blut-Hirn-Schran-
ke. Derzeit ist unklar, wie gut einige Arzneimittel, wie Paclitaxel, die Blut-Hirn-Schranke durchqueren.

[0026] Gemal der vorliegenden Beschreibung wird eine Zusammensetzung eines Chemotherapeutikums,
das nicht wasserl6slich ist und in vivo schlechte biologische Verfiigbarkeit aufweist, das in eine biologisch kom-
patible polymere Matrix, vorzugsweise eine biologisch abbaubare, verkapselt ist, zur Verwendung bei der Be-
handlung solider Tumore formuliert. Das Mittel wird durch Diffusion und/oder Abbau Uber einen therapeutisch
wirksamen Zeitraum, Ublicherweise acht Jahre bis funf Jahre, vorzugsweise eine Woche bis ein Jahr, freige-
setzt.

[0027] Gegenstand eines ersten Aspekts der Erfindung ist eine chemotherapeutische Zusammensetzung,
umfassend eine biologisch kompatible synthetische Polymermatrix in Form eines Films, Réhrchens oder Mi-
kroimplantats, wie ein Mikropartikel, eine Mikrokapsel oder ein Mikroktgelchen, die eine bei einer In-vivo-Frei-
setzung an der Stelle eines Tumors zur Hemmung des Tumorwachstums wirksame Menge eines wasserun-
I6slichen, relativ lipidunléslichen chemotherapeutischen Mittels (im Vergleich zu BCNU (1,3-Bis(2-chlore-
thyl)-1-nitrosoharnstoff)) enthalt, wobei das chemotherapeutische Mittel in die synthetische Polymermatrix ein-
gebaut ist und aus dieser durch Abbau der Polymermatrix oder Diffusion des Mittels aus der Matrix Gber einen
Zeitraum von mindestens acht Stunden freigesetzt wird.

[0028] Gegenstand eines zweiten Aspekts der Erfindung ist die Verwendung eines wasserunléslichen, relativ
lipidunldslichen chemotherapeutischen Mittels (im Vergleich zu BCNU) bei der Herstellung eines Medikaments
zur Behandlung eines Patienten mit einem Tumor, wobei das chemotherapeutische Mittel in einer zur Hem-
mung des Wachstums eines soliden Tumors wirksamen Menge lokal nahe dem oder in den Tumor verabreicht
wird, wobei die systemische Verabreichung der gleichen Dosierung des chemotherapeutischen Mittels zur Be-
handlung von Tumoren nicht wirksam ist oder vom Patienten nicht gut toleriert wird, und wobei das chemothe-
rapeutische Mittel in eine synthetische Polymermatrix eingebaut ist und aus dieser durch Abbau der Polymer-
matrix oder Diffusion des Mittels aus der Matrix Uber einen Zeitraum von mindestens 8 Stunden freigesetzt wird
und die Zusammensetzung in der Form eines Films oder Réhrchens oder in der Form von Mikroimplantaten
vorliegt und durch Injektion oder Infusion verabreicht wird.

Polymerformulierungen

[0029] Die ideale polymere Matrix vereinigt die Eigenschaften Hydrophobie, Stabilitat, organische Léslichkeit,
niedriger Schmelzpunkt und passendes Abbauprofil. Das Polymer muss hydrophob sein, so dass es dessen
Integritat bei Platzieren in einer wassrigen Umgebung, wie dem Kérper, Gber einen geeigneten Zeitraum bei-
behalt, und so ausreichend stabil sein, dass es vor der Verwendung Uber einen langeren Zeitraum aufbewahrt
werden kann. Das ideale Polymer muss auch fest und dennoch ausreichend flexibel sein, so dass es wahrend
der Verwendung nicht kriimelt oder bricht.
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[0030] Biologisch kompatible Polymere kénnen als biologisch abbaubar und nicht-biologisch-abbaubar kate-
gorisiert werden. Biologisch abbaubare Polymere werden in vivo als Funktion der chemischen Zusammenset-
zung, des Herstellungsverfahrens und der Implantatstruktur abgebaut. Synthetische und nattirliche Polymere
kénnen verwendet werden, obwohl synthetische Polymere aufgrund eines starker gleichférmigen und repro-
duzierbaren Abbaus und anderer physikalischer Eigenschaften bevorzugt sind. Beispiele fir synthetische Po-
lymere umfassen Polyanhydride, Polyhydroxysauren, wie Polymilchsaure, Polyglykolsduren und Copolymere
derselben, Polyester, Polyamide, Polyorthoester und einige Polyphosphazene. Beispiele fiur nattrlich vorkom-
mende Polymere umfassen Proteine und Polysaccharide, wie Kollagen, Hyaluronsaure, Albumin und Gelatine.
Arzneimittel kdnnen in dem Implantat, durchgangig durch das Implantat und/oder auf der Oberflache des Im-
plantats eingekapselt werden. Das Arzneimittel wird durch Diffusion, Abbau des Polymers oder eine Kombina-
tion derselben freigesetzt. Es gibt zwei allgemeine Klassen biologisch abbaubarer Polymere: diejenigen, die
durch Massenerosion abgebaut werden, und diejenigen, die durch Oberflachenerosion abgebaut werden. Die
letzteren Polymere sind bevorzugt, wenn eine stérker lineare Freisetzung erforderlich ist. Die Freisetzungsdau-
er kann durch Veranderung der chemischen Zusammensetzung, beispielsweise durch Erhéhen der Menge ei-
nes aromatischen Monomers, wie p-Carboxyphenoxypropan (CPP), das mit einem Monomer wie Sebacinsau-
re (SA) copolymerisiert ist, manipuliert werden. Ein besonders bevorzugtes Polymer ist CPP-SA (20:80).

[0031] Die Verwendung von Polyanhydriden bei Vorrichtungen mit gesteuerter Verabreichung wurde von Le-
ong et al., J. Med. Biomed. Mater. Res. 19, 941 (1985); J. Med. Biomed. Mater. Res. 20, 51 (1986); und Rosen
et al., Biomaterials 4, 131 (1983) berichtet. Die Freisetzung und die zur Verarbeitung zu Implantaten erforder-
lichen physikalischen Eigenschaften werden grétenteils durch die Hydrophobie und das Molekulargewicht be-
stimmt, wobei Polymere mit héherem Molekulargewicht ginstigere physikalische Eigenschaften aufweisen.
Aromatische Polyanhydride zeigen eine Erosion und Freisetzungskinetik nahezu nullter Ordnung (linear), je-
doch sehr niedrige Abbauraten. Beispielsweise wurde abgeschatzt, dass eine aus p-CPP hergestellte Verab-
reichungsvorrichtung fiir einen vollstdndigen Abbau in vivo mehr als drei Jahre brauchen wiirde. Aus linearen
aliphatischen Disauren hergestellte Polymere sind hydrophile Feststoffe, die durch Masseerosion abgebaut
werden, was zu einer raschen Freisetzung des Arzneimittels aus der polymeren Matrix fuhrt. Ferner sind An-
hydridhomopolymere auf der Basis aromatischer oder linearer aliphatischer Dicarbonsauren hochkristallin und
sie zeigen schlechte Filmbildungseigenschaften. Aromatische Polyanhydride besitzen auch hohe Schmelz-
punkte und geringe Léslichkeit in organischen Lésemitteln. Eine Copolymerisation der linearen aliphatischen
Disauren mit aromatischen Disauren zur Bildung von beispielsweise dem Copolymer von Poly-1,3-(bis(p-car-
bophenoxy)propananhydrid (p-CPP) (ein aromatisches Polyanhydrid) mit Sebacinsaure (ein Copolymer einer
aromatischen Disdure und einer aliphatischen Disaure) kann zur Gewinnung von Polymeren mit passenden
Abbauzeiten verwendet werden. Gemalf der Beschreibung in US-Patent 4 757 128 von Domb und Langer sind
Copolymere mit hohem Molekulargewicht von aliphatischen Dicarbonsauren mit aromatischen Disauren weni-
ger kristallin als aromatische oder lineare aliphatische Polyanhydride, und sie bilden flexible Filme. US-Paten-
te, die die Verwendung von Polyanhydriden zur gesteuerten Verabreichung von Substanzen beschreiben, um-
fassen das US-Patent 4 857 311 von Domb und Langer, das US-Patent 4 888 176 von Langer et al. und das
US-Patent 4 789 724 von Domb und Langer.

[0032] Andere Polymere, wie Polymilchsaure, Polyglykolsaure, und Copolymere derselben sind als Nahtma-
terialien seit einer Zahl von Jahren im Handel erhaltlich und kénnen ohne weiteres zu Vorrichtungen zur Arz-
neimittelverabreichung geformt werden.

[0033] Nicht-biologisch-abbaubare Polymere bleiben in vivo Gber langere Zeitraume (Jahre) intakt. In die
nicht-biologisch-abbaubare Polymermatrix geladenes Arzneimittel wird durch Diffusion Gber das Polymermik-
roporengitter in nachhaltiger und vorhersagbarer Weise freigesetzt, wobei diese durch Anderung der prozen-
tualen Arzneimittelbeladung, Porositat der Matrix und Implantatstruktur ma3geschneidert werden kann, um
eine schnelle oder langsamerere Freisetzungsrate zu erhalten. Ein Ethylen-Vinylacetat-Copolymer (EVAC) ist
ein Beispiel fur ein nicht-biologisch-abbaubares Polymer, das als lokales Verabreichungssystem flir Proteine
und andere Makromolekile nach dem Bericht von R. Langer und J. Folkman, Nature (London) 263: 797-799
(1976), verwendet wurde. Andere umfassen Polyurethane, Polyacrylnitrile und einige Polyphosphazene.

Einzukapselnde Verbindungen
Chemotherapeutische Mittel
[0034] Eine Vielzahl unterschiedlicher Chemotherapeutika kann in die polymere Matrix eingebaut werden. All-

gemein werden Arzneimittel zu zwischen 10 und 50% (Gew/Gew) zugesetzt, obwohl das Optimum in Abhan-
gigkeit vom Arzneimittel in breitem Umfang von 1% bis 90% variieren kann.
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[0035] Tabelle 1 ist eine Zusammenfassung von Untersuchungen einer intrakranialen lokalen Arzneimittelver-

abreichung in Rattengliommodellen, die in den folgenden Beispielen beschrieben sind.
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[0036] Die bevorzugten Chemotherapeutika sind Camptothecin und Taclitaxel, die in Wasser unléslich sind,
in Lipid (im Vergleich zu beispielsweise BCNU) relativ unl6slich sind, hohes Molekulargewicht besitzen (d.h.
ein Molekulargewicht, wobei normalerweise die Blut-Hirn-Schranke nicht durchquert wird), rasche nichtrenale
Clearance in vivo zeigen und eine wesentliche systemische Toxizitat aufweisen, und deren funktional wirksa-

8/32



DE 695 34 080 T2 2006.04.13

men Derivate. Wenn sie hier verwendet werden, bezeichnen Paclitaxel Paclitaxel und funktional aquivalente
Derivate desselben und Camptothecin Camptothecin und funktional aquivalente Derivate desselben. Andere
Chemotherapeutika, die verwendbar sein kdnnen, umfassen die Chemotherapeutika auf Platinbasis Carbopla-
tin und Cisplatin allein oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika.

[0037] Der bevorzugte Gewichtsprozentbereich des Arzneimittels in Polymer betragt 1 bis 90% und die be-
vorzugte Abbauzeit betragt zwischen einer Woche und einem Jabhr fiir sowohl Paclitaxel als auch Camptothe-
cin. Die Dosierungen mussen in Abhangigkeit von der Grélke des Implantats, dem Ort und der Grofie des zu
behandelnden Tumors und dem Zeitraum, tber den Arzneimittel zu verabreichen ist, optimiert werden. Diese
Berechnungen sind dem Fachmann auf dem Gebiet der Verabreichung einer Chemotherapie an Tumorpatien-
ten Routine. Allgemein ist die wirksame Dosierung eines Chemotherapeutikums, das lokal durch langere Frei-
setzung verabreicht wird, signifikant geringer als die Dosierung firr das gleiche Arzneimittel, das Uber kirzere
Zeitraume verabreicht wird. Beispielsweise betragt, wie in Fig. 1 gezeigt und in Beispiel 1 und Tabelle 3 be-
schrieben ist, der LDg,-Wert fir Paclitaxel bei Verabreichung durch einstiindige Infusion 280 nM, fiir Paclitaxel
bei einer Infusion von 24 h 29 nM, bei kontinuierlicher langerer Freisetzung 7,2 nM.

Tabelle 2: In-vitro-Wirksamkeit von Camptothecin und Paclitaxel gegeniiber mehreren Zelllinien

Camptothecin
Zelllinie LDgy-Bereich bei 1 h LD90 bei kontinuier-

Einwirken (uM) lichem Einwirken (uM)

Fo8

9L

u87 0,1 bis 1,40 0,026 bis 0,10
U373

JH1

Paclitaxel
Zelllinie LDgg-Bereich bei 1 h LD90 bei kontinuier-

Einwirken (uM) lichem Einwirken (uM)

9L

Fo8

U373 0,280 bis 0,890 0,0072 bis 0,042
H80

us87

D324

[0038] Adriamycin (Doxorubicin) ist ein weiteres Chemotherapeutikum, das verwendet werden kann. Gliome
sind in vitro gegeniber diesem Arzneimittel sehr hoch empfindlich, es besteht eine signifikante dosisabhangige
Herztoxizitat, und es besteht Synergie mit Tumorvakzinen und einer Therapie auf Immunbasis. Zum Einbau in
Polymere ist das Arzneimittel in Wasser, Methanol und wassrigen Alkoholen I8slich. Es ist in Aceton, Benzol,
Chloroform, Ethylether und Petrolether unidslich. Ein ideales Freisetzungsprofil wiirde eine langere Freiset-
zung Uber einen Zeitraum von mindestens einem Monat aufweisen. Die Dosierung auf der Basis des
LDg,-Werts fiir Gliomlinien liegt im Bereich von 10 bis 100 ng/ml.

Kombinationen mit anderen biologisch aktiven Verbindungen

[0039] Diese Chemotherapeutika konnen auch in Kombination miteinander oder anderen Chemotherapeutika
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einschlieBlich einer Strahlentherapie verabreicht werden. Beispiele fir andere Chemotherapeutika umfassen
cytotoxische Mittel, wie Ternozolamid, Platinarzneimittel, wie Cisplatin, Differenzierungsmittel, wie Butyratde-
rivate, transformierender Wachstumsfaktor, wie Faktor-alpha-Pseudomonas-Exotoxin-Fusionsprotein, und An-
tikdrper fur Tumorantigene, insbesondere Gliomantigene, wie der monoklonale Antikérper 81C6.

[0040] Therapeutische Immunreaktionen kénnen durch Erzeugen und Verstarken einer gegen einen Tumor
gerichteten systemischen entziindlichen Reaktion und die Verstarkung einer lokalen entziindlichen Reaktion
auf den Tumor modifiziert werden. Granulocyte-Makrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) ist ein Bei-
spiel fur ein Cytokin, das cytotoxische T-Lymphocyten (CTL) systemisch aktiviert, wobei gezeigt wurde, dass
dies zur Eliminierung von Tumorzellen in wirksamer und spezifischer Weise fuhrt, indem das Wachstum und
die Aktivitat mehrerer Knochenmarkzellen stimuliert wird und dies eine kritische Rolle bei der Migration und
Entwicklung professioneller antigenprasentierender Zellen, wie dendritischer Reticulumzellen, spielt. Eine tu-
morspezifische CTL-Induktion und ein systemischer Schutz vor einem Tumorbefall kann durch die subkutane
Injektion von bestrahlten Tumorzellen, die gentechnisch so modifiziert wurden, dass sie den Cytokin Granuly-
cate-Macrophage Colony Stimulating Factor (GM-CSF) produzieren, erzeugt werden. In einer Ausfiihrungs-
form werden abgetdtete Tumorzellen mit dem Gen mit Codierung fir GM-CSF transduziert und als Impfstoff
zur Stimulierung der CTL-Aktivierung verabreicht. Dies kann vor oder in Kombination mit einer Implantation
oder lokalen Verabreichung der Chemotherapeutika erfolgen. Andere Cytokine, wie Interleukin 2 (IL-2), Tumor-
nekrosefaktor (TNF) und IL-4 sowie IL-5, IL-6 und gamma-Interferon (wenngleich nicht so gut), wirken lokal
unter Stimulierung von Tumorreaktionen. IL-2 induziert eine lokale entziindliche Reaktion, die zur Aktivierung
von sowohl Helferzellen als auch cytotoxischen Unterklassen von T-Zellen fihrt. IL-4 hat breite immunregula-
torische Eigenschaften. TNF-a besitzt einen breit gestreuten Bereich biologischer Eigenschaften einschlieRlich
der Erzeugung einer Zahl von Cytokinen, wie IL-6, IL-8, GM-CSF und G-CSF, sowie der Erzeugung hdmorrha-
gischer Nekrose in etablierten Tumoren. Diese sind hochwirksam, wenn sie in der polymeren Matrix mit dem
Chemotherapeutikum oder in der Form transduzierter Zellen, die IL-2 exprimieren, die gleichzeitig an das Tier
verabreicht werden, verabreicht werden. Andere Impfstoffe und Immuntoxine sind dem Fachmann ebenfalls
gelaufig.

[0041] Beispiele fur bevorzugte Kombinationen umfassen Kombinationen von cytotoxischen Mitteln oder von
einem cytotoxischen Mittel und Inhibitoren 4-HC und Topoisomeraseinhibitoren, wie Camptothecin, 4-HC und
BCNU, BCNU und 06-BG, 4-HC und Novobiocin, 4-HC und Novobiocin, und 4-HC und BSO; Kombinationen
von cytotoxischen Mitteln und anderen Mitteln, wie Alkylierungsmitteln und Differenzierungsmitteln (4HC und
Phenylbutyrat) und cytotoxischen Mitteln und biologischen Mitteln (Antikérper, Immuntoxine oder mit Wachs-
tumsfaktor verknupfte Toxine), und Kombinationen von einem Chemotherapeutikum, Cytokin (Interleukin) und
Fumagillin. Andere Mittel, die eingearbeitet werden kénnen, umfassen Antiangiogenesemittel und fur Strah-
lung empfindlich machende Mittel, die dem Fachmann bekannt sind. Beispielsweise ist von Paclitaxel bekannt,
dass es als ein fiir Strahlung empfindlich machendes Mittel wirksam ist.

[0042] Die gleichen Verfahren, die in der Literatur mit Bezug auf den Einbau von BNCU und hier mit Bezug
auf den Einbau von Camptothecin und Paclitaxel beschrieben sind, kbnnen zum Einbau dieser Verbindungen
in polymere Matrizes verwendet werden. Beispielsweise berichtete Domb et al., Polym. Prepr. 32 (2): 219-220
(1991), das Einarbeiten der wasserloslichen Chemotherapeutika Carboplatin, einem Analogon von Cisplatin,
und 4-Hydroperoxycyclophosphamid in eine biologisch abbaubare polymere Matrix zur Behandlung von Tu-
moren mit vielversprechenden Ergebnissen bei Tieren.

[0043] In Variationen dieser Ausflihrungsformen kann es glinstig sein, andere pharmazeutisch aktive Verbin-
dungen, wie entziindungshemmende Verbindungen oder Steroide, die zur Verringerung eines Anschwellens
verwendet werden, Antibiotika, antivirale Mittel oder Antikdrper, einzuarbeiten. Beispielsweise wurde Dexame-
thason, ein synthetisches Corticosteroid, das systemisch zur Bekampfung eines Hirnédems verwendet wird, in
eine nicht-biologisch-abbaubare polymere Matrix eingearbeitet und in Rattenhirn in vitro und in vivo auf die
Wirksamkeit zur Aufthebung eines Hirnédems getestet. Andere Verbindungen, die eingearbeitet werden koén-
nen, sind Konservierungsmittel, Antioxidationsmittel und Fillstoffe, Uberziige oder Massemittel, die auch zur
Anderung von Polymerfreisetzungsraten verwendet werden kénnen.

Additive, die zur Anderung von Eigenschaften der Polymerzusammensetzung verwendet werden
[0044] In der bevorzugten Ausflihrungsform werden nur Polymer und freizusetzende Arzneimittel in die Ver-

abreichungsvorrichtung eingearbeitet, obwohl andere biologisch kompatible, vorzugsweise biologisch abbau-
bare oder metabolisierbare Materialien fur Verarbeitungszwecke eingearbeitet werden kdnnen.
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[0045] Puffer, Sauren und Basen werden zur Einstellung des pH-Werts der Zusammensetzung verwendet.
Mittel zur Erhéhung der Diffusionsstrecke von aus dem implantierten Polymer freigesetzten Mitteln kénnen
ebenfalls eingearbeitet werden.

[0046] Fullstoffe sind wasserldsliche oder -unlésliche Materialien, die in die Formulierung zum Hinzufiigen
von Masse eingearbeitet werden. Flllstoffarten umfassen Zucker, Starken und Cellulosen. Die Fillstoffmenge
in der Formulierung liegt typischerweise im Bereich von zwischen etwa 1 und etwa 90 Gew.-%.

[0047] Spharonisierungsverstarker ermdglichen die Herstellung spharischer Implantate. Substanzen, wie Ze-
in, mikrokristalline Cellulose oder mit Natriumcarboxymethylcellulose gemeinsam verarbeitete mikrokristalline
Cellulose, verleihen der Formulierung Plastizitat sowie Implantatfestigkeit und -Integritat. Wahrend der Spha-
ronisierung fuhren Extrudate, die steif, jedoch nicht plastisch sind, zur Bildung von hantelférmigen Implantaten
und/oder einem hohen Feinanteil. Extrudate, die plastisch, jedoch nicht steif sind, tendieren zur Agglomeration
und bilden GbermaRig groRe Implantate. Eine Balance zwischen Steifigkeit und Plastizitat muss aufrechterhal-
ten werden. Der Prozentanteil eines Spharonisierungsverstarkers in einer Formulierung hangt von den sonsti-
gen Streckmitteleigenschaften ab und er liegt typischerweise im Bereich von 10-90% (Gew/Gew).

[0048] Disintegrationsmittel sind Substanzen, die in Gegenwart einer Flussigkeit das Aufbrechen der Implan-
tate férdern. Die Funktion des Disintegrationsmittels besteht darin, der Wirkung etwaiger in der Formulierung
verwendeter Bindematerialien entgegenzuwirken oder diese zu neutralisieren. Der Disintegrationsmechanis-
mus umfasst zu einem grofRen Teil die Absorption von Feuchtigkeit und Aufquellen durch ein unlésliches Ma-
terial. Beispiele fur Disintegrationsmittel umfassen Croscarmellosenatrium und Crospovidon, die in Implantate
typischerweise im Bereich von 1-20% des gesamten Implantatgewichts eingearbeitet werden. In vielen Fallen
koénnen l6sliche Fullstoffe, wie Zucker (Mannit und Lactose), ebenfalls zur Erleichterung der Disintegration der
Implantate zugesetzt werden.

[0049] Grenzflachenaktive Mittel kdnnen bei Implantatformulierungen zur Verstarkung der Benetzbarkeit von
schlecht I8slichen oder hydrophoben Materialien notwendig sein. Grenzflachenaktive Mittel, wie Polysorbate
oder Natriumlaurylsulfat, werden, falls nétig, in niedrigen Konzentrationen, allgemein weniger als 5%, verwen-
det.

[0050] Bindemittel sind Klebematerialien, die in Implantatformulierungen zum Binden von Pulvern und Auf-
rechterhalten der Implantatintegritat eingearbeitet werden. Bindemittel kénnen als trockenes Pulver oder als
Lésung zugesetzt werden. Zucker und natirliche und synthetische Polymere kénnen als Bindemittel fungieren.
Materialien, die spezifisch als Bindemittel zugesetzt werden, werden allgemein im Bereich von etwa 0,5-15%
(Gew/Gew) der Implantatformulierung eingearbeitet. Bestimmte Materialien, wie mikrokristalline Cellulose, die
auch als Spharonisierungsverstarker verwendet werden, besitzen ebenfalls zusatzliche Bindungseigenschaf-
ten.

[0051] Verschiedene Beschichtungen kénnen zur Modifizierung der Eigenschaften der Implantate appliziert
werden. Drei Arten von Beschichtungen sind eine Versiegelungsbeschichtung, Glanzbeschichtung und enteri-
sche Beschichtung. Die Versiegelungsbeschichtung verhindert eine UbermafRige Feuchtigkeitsaufnahme
durch die Implantate wahrend der Applikation enterischer Beschichtungen auf Wasserbasis. Die Glanzbe-
schichtung verbessert die Handhabung des fertigen Produkts. Wasserlosliche Materialien, wie Hydroxypropy-
Icellulose, kdnnen zur Versiegelungsbeschichtung und Glanzbeschichtung von Implantaten verwendet wer-
den. Die Versiegelungsbeschichtung und Glanzbeschichtung werden allgemein auf die Implantate gespriiht,
bis eine Gewichtszunahme zwischen etwa 0,5 und etwa 5%, vorzugsweise etwa 1% fir eine Versiegelungs-
beschichtung und etwa 3% fir eine Glanzbeschichtung, erhalten wurde.

[0052] Enterische Beschichtungen bestehen aus Polymeren, die bei dem niedrigen pH-Wert (weniger als 3,0)
des Magens unléslich sind, jedoch bei dem erhéhten pH-Wert (groRer als 4,0) des Dinndarms l6slich sind. Po-
lymere wie Eudragit®, RohmTech, Inc., Malden, MA, und Aquateric®, FMC Corp., Philadelphia, PA, kénnen ver-
wendet werden und werden aus einer wassrigen Losung oder Suspension als diinne Membranen auf die Im-
plantate als Schicht aufgetragen. Die enterische Beschichtung wird allgemein bis zu einer Gewichtszunahme
von etwa 1 bis etwa 30%, vorzugsweise etwa 10 bis etwa 15%, aufgespriiht und sie kann Beschichtungshilfs-
stoffe, wie Weichmacher, grenzflachenaktive Mittel, Trennmittel, die die Klebrigkeit der Implantate wahrend der
Beschichtung verringern, und Mittel zur Einstellung der Beschichtungsunpermeabilitat, enthalten. Andere Be-
schichtungsarten mit verschiedenen Auflésungs- oder Erosionseigenschaften kdnnen zur weiteren Modifizie-
rung des Implantatverhaltens verwendet werden. Derartige Beschichtungen sind einem Fachmann tblicher Er-
fahrung ohne weiteres bekannt.
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Herstellung von Polymer-Arzneimittel-Zusammensetzungen

[0053] Vorrichtungen mit gesteuerter Freisetzung werden typischerweise auf eine von mehreren Weisen her-
gestellt. Beispielsweise kann das Polymer geschmolzen, mit der zu verabreichenden Substanz gemischt und
dann durch Kuhlen verfestigt werden. Derartige Schmelzfertigungsverfahren erfordern Polymere mit einem
Schmelzpunkt, der unter der Temperatur liegt, bei der die zu verabreichende Substanz und das Polymer ab-
gebaut werden oder reaktiv werden. Alternativ kann die Vorrichtung durch Lésemittelguss hergestellt werden,
wobei das Polymer in einem Losemittel geldst wird und die zu verabreichende Substanz in der Polymerldsung
gel6st oder dispergiert wird. Das Lésemittel wird dann abgedampft, wobei die Substanz in der polymeren Ma-
trix zurlickbleibt. Losemittelguss erfordert, dass das Polymer in organischen Lésemitteln 16slich ist und dass
das einzukapselnde Arzneimittel in dem Lésemittel 16slich oder dispergierbar ist. Ahnliche Vorrichtungen kén-
nen durch Phasentrennungs- oder Emulgier- oder auch Sprihtrocknungstechniken hergestellt werden. Bei
noch anderen Verfahren wird ein Pulver des Polymers mit dem Arzneimittel gemischt und dann komprimiert,
wobei ein Implantat gebildet wird.

[0054] Verfahren zur Herstellung von Implantaten umfassen auch Granulation, Extrusion und Spharonisie-
rung. Ein trockenes Pulvergemisch wird hergestellt, das die gewlnschten Streckmittel und Mikroktgelchen
umfasst. Das trockene Pulver wird mit Wasser oder anderen Nichtldsemitteln fiir Mikrokiigelchen, wie Olen,
granuliert und durch einen Extruder geschickt, wobei "Streifen" oder "Fasern" eines feuchten zusammenge-
ballten Materials gebildet werden, wenn es das Extrudersieb durchlauft. Die Extrudatstreifen werden in eine
Spharonisiervorrichtung gegeben, die durch Brechen der Streifen und wiederholten Kontakt zwischen den Teil-
chen, den Spharonisiervorrichtungswanden und der rotierenden Grundplatte der Spharonisiervorrichtung
sphéarische Teilchen bildet. Die Implantate werden getrocknet und gesiebt, um Aggregate und Feinmaterial zu
entfernen.

[0055] Diese Verfahren kdnnen zur Herstellung von Mikroimplantaten (Mikroteilchen, Mikrokligelchen und Mi-
krokapseln, die freizusetzendes Arzneimittel einkapseln), Blécken oder Lagen, Filmen, Réhrchen und anderen
Strukturen verwendet werden. Eine bevorzugte Form zur Infusion oder Injektion sind Mikroimplantate.

Verabreichung an Patienten

[0056] Die hier beschriebenen Chemotherapeutika oder deren funktional aquivalente Derivate kénnen allein
oder in Kombination mit einer entweder vorherigen, gleichzeitigen oder anschlieRenden Behandlung unter Ver-
wendung eines anderen Chemotherapeutikums oder einer Strahlentherapie oder eines chirurgischen Eingriffs
verabreicht werden. Eine Option ist eine lokale Verabreichung durch Implantation einer biologisch kompatiblen
Polymermatrix, die mit dem Chemotherapeutikum beladen ist, oder eine Injektion/Infusion von Mikroimplanta-
ten unter Verwendung von Dosierungen, die wie hier beschrieben bestimmt werden. Die Dosierungen fir funk-
tional &quivalente Derivate kdnnen aus den In-vitro- und In-vivo-Daten extrapoliert werden.

[0057] Die Zusammensetzung kann auch lokal unter Verwendung einer Infusionspumpe, beispielsweise des
zur Zufuhr von Insulin oder anderen Chemotherapeutika zu spezifischen Organen oder Tumoren verwendeten
Typs, verabreicht werden, obwohl die Polymervorrichtungen gegentiber der Verwendung einer Pumpe, selbst
einer implantierten Pumpe mit einem wiederauffillbaren Reservoir, insbesondere im Hinblick auf die wirksa-
men Dosierungsbereiche, die so signifikant geringer als die flr eine systemische Verabreichung sind, klare
Vorteile hat.

[0058] Die Polymerimplantate kénnen am Ort eines Tumors entweder nach einer chirurgischen Entfernung
oder Resektion oder durch Injektion unter Verwendung von Mikropartikeln eines Durchmessers von weniger
als etwa 100 bis 200 pym, die mittels eines Katheters oder einer Spritze injiziert wurden, implantiert werden.
Wenn biologisch abbaubare Polymere verwendet werden, ist es nicht notwendig, das Implantat nach der Frei-
setzung des Chemotherapeutikums zu entfernen.

[0059] Die Polymerimplantate kbnnen auch mit anderen therapeutischen Modalitaten, die eine Strahlenthe-
rapie, andere Chemotherapeutika, die systemisch oder lokal verabreicht werden, und eine Immuntherapie um-
fassen, kombiniert werden.

[0060] Die vorliegende Erfindung wird unter Bezug auf die folgenden nicht beschrankenden Vergleichsbei-
spiele weiter verstandlich.
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Beispiel 1: Wirksamkeit von Paclitaxel in vitro

[0061] Zellkultur. Die Tumorempfindlichkeit gegentiber Paclitaxel wurde durch den Klonogentest gemaR der
Beschreibung bei Rosenblum et al., Cander 41: 2305-2314 (1978) und Salcman et al., Neurosurgery 29:
526-531 (1991) mit Rattengliom (9L, F98)-, humanen Gliom (H80, U87, U373)- und humanen Medulloblastom
(D324)-Zelllinien ermittelt. Die Zellen wurden in Minimum Essential Medium (MEM), das mit 10% fetalem Rin-
derserum, L-Glutamin, Penicillin und Streptomycin erganzt war, geziichtet und vermehrt und bei 37°C in einer
5 CO, enthaltenden Atmosphare inkubiert. Zu Beginn jedes Tests wurden 600 Tumorzellen in 2 ml Medium auf
Falcon 6-Vertiefungen-Gewebekulturplatten (Becton-Dickenson, Lincoln Park, N. J.) ausplattiert. Nach Inkuba-
tion wahrend 24 h wurde das Medium von den Platten entfernt und durch 2 ml Medium, das Paclitaxel und
0,1% Dimethylsulfoxid (DMSQO) enthielt, ersetzt. Die Behandlungslésungen wurden gemaf der Beschreibung
bei Roytta et al., Prostate 11: 95-106 (1987) hergestellt. Die Paclitaxel-Behandlungslésung wurde dann ent-
weder durch frisches paclitaxelfreies Medium, das 0,1 DMSO enthielt, nach 1 oder 24 h ersetzt oder wahrend
eines Inkubationszeitraums von 6 bis 8 Tagen an Ort und Stelle belassen. Am Ende des Inkubationszeitraums
wurden die Platten mit einer Losung, die 0,63 g Coomassieblau (Sigma), 125 ml Methanol, 87 ml H,O und 38
ml Essigsaure enthielt, angefarbt. Die Kolonien auf jeder Platte wurden gezahlt und das Ergebnis wurde als
Prozentsatz der Kolonien, die auf Kontrollplatten ohne Einwirken von Paclitaxel gebildet wurden, ausgedriickt.
Die Plattierungseffizienz fur Kontrollplatten lag im Bereich von 20 bis 25%. Ein Bereich von Arzneimittelkon-
zentrationen wurde auf jeden Satz der Zellen appliziert. Der Prozentsatz der Zellabtétungswerte fir die Pacli-
taxel-Behandlungen wurde als Funktion der verwendeten Arzneimittelkonzentration aufgetragen. Die Arznei-
mittelkonzentration, die notwendig war, um 1 log Zellabtétung (LD,,) hervorzurufen, wurde aus dem Diagramm
interpoliert. Die Digramme wurden unter Verwendung von Cricket Graph V. 1.3.2 (Cricket Software, Malvern,
PA) hergestellt und analysiert. Jede Bestimmung wurde dreifach durchgefiihrt.

[0062] Chemikalien. Paclitaxel fir diese Experimente, das durch das NCI geliefert wurde (NSC 125973/44),
wurde ohne weitere Reinigung verwendet und bei 4°C als feste Masse aufbewahrt. Eine 1 mM Stammlésung
von Paclitaxel in DMSO wurde hergestellt und bei —20°C aufbewahrt, bis es zur Verwendung aufgetaut wurde.
F98-Gliomzellen, die finf Jahre Ubertragen wurden, wurden urspriinglich von Dr. Joseph Goodman, Depart-
ment of Neurosurgery, Ohio State University, Columbus, Ohio, bereitgestellt. 9L-Gliomzellen, die acht Jahre
Ubertragen wurden, wurden urspringlich von Dr. Marvin Barker von der University of California, San Francisco,
California, erhalten. D324 (DAQY), beschrieben von Jacobsen et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 44: 472-485
(1985), wurde von Dr. Henry Friedman, Division of Pediatric Hematology and Oncology, Department of Pedia-
trics, Duke University, Durham, North Carolina, bereitgestellt. U373, U87 (beschrieben von Beckman et al.,
Hum. Hered. 21: 238-241 (1971)) und H80 (U251) (Bullard et al., J. Neuropathol. Exp. Neurol. 40: 410-427
(1981)) wurden von der American Type Culture Collection, Rockville, Maryland, erhalten.

Ergebnisse

[0063] Die Wirkungen von Paclitaxel auf die Koloniebildung in vitro in den Rattengliom (9Lm F98)-, humanen
Gliom (U87, U373, H80)- und humanen Medulloblastom (D324)-Tumorlinien sind in Tabelle 3 angegeben. Alle
Zellen waren fur das Arzneimittel empfindlich, wenn Paclitaxel 6-8 Tage kontinuierlich einwirken gelassen wur-
de. Log-Zellabtdtung (LD,,) erfolgte bei Werten im Bereich zwischen 3,9 (D324) und 4 nM (9L). Die humanen
Tumorlinien waren gegeniber Paclitaxel gleichmafig starker empfindlich als die Rattenlinien. Log-Zellabto-
tung erfolgte bei nanomolaren Paclitaxelkonzentrationen fur drei (U87, U373, H80) der vier untersuchten hu-
manen Linien, wahrend fur die Rattenlinien (9L, F98) die vier- bis zehnfachen dieser Mengen erforderlich wa-
ren.

Tabelle 3: LDy,-Werte fir Paclitaxel gegenuber malignen Hirntumorzelllinien nach der Bestimmung durch den
Klonogentest

Behandlungs- LDgo-Konzentration (nM) fur

dauer oL Fos8 U373 H80 us7 D324
1 h 890 280

24 h 100 29

6-8 Tage 42 25 7,2 19 9,1 3,9

[0064] Die Einwirkungsdauer des Arzneimittels beeinflusste die Wirksamkeit von Paclitaxel in vitro signifikant.
Nach dem Einwirken von Paclitaxel auf Zellen wahrend nur 1 h nahm der LD4,-Wert im Vergleich mit den fiir
das kontinuierliche Einwirken (6 bis 8 Tage) aufgezeichneten Werten um Faktoren von mehr als 20 fir die
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9L-Linie und 40 fir die U373-Linie zu. Zellen, auf die Paclitaxel 24 h einwirkte, ergaben LDy-Werte zwischen
den fir ein Einwirken von 1 h und kontinuierliches Einwirken erhaltenen. Beispielsweise zeigt fir die humane
U373-Linie Eig. 1, dass der LDy-Wert fur ein Einwirken von 1 h 280 nM, der fiir ein Einwirken von 24 h 29 nM
und der flr ein kontinuierliches Einwirken 7,2 nM fir die humane U373-Linie betrug.

[0065] Fur Paclitaxel wurde friiher gezeigt, dass es in Zellkulturmedium stabil ist, siehe Ringel et al., J. Phar-
macol. Exp. Ther. 242: 692-698 (1987). Es liegt im Gleichgewicht mit dessen gleich wirksamem Epimer, 7-Epi-
taxol, vor, erfahrt jedoch eine signifikante (weniger als 10%) Hydrolyse zu inaktiven Verbindungen. Die Wirk-
samkeit der Paclitaxelldsungen sollte sich daher wahrend des Verlaufs der 6- bis 8-tagigen Inkubation nicht
verringert haben.

[0066] Diese Ergebnisse belegen, dass Paclitaxel in vitro gegentber den untersuchten Ratten- und humanen
Hirntumorzelllinien hochwirksam ist. Log-Zellabtotung erfolgte bei nanomolaren Konzentrationen des Arznei-
mittels, was mit den Berichten von Aktivitdten von Paclitaxel gegentiber anderen Malignomen in vitro konsis-
tent ist. Beispielsweise wurde ermittelt, dass nanomolare Konzentrationen von Paclitaxel in vitro gegenuber
Eierstock-, Brust-, Lungen- und Prostatakrebs und Melanom cytotoxisch ist, siche die Berichte von Hanauske
et al., Anticancer Drugs 3: 121-124 (1992); Rowinsky et al., Cancer Res. 4093-4100 (1988); Roytta et al., Pro-
state 11: 95-106 (1987). Ferner zeigte Paclitaxel nach den Berichten von Roth et al., Pr. Annu. Meet. Am. Soc.
Clin. Oncol. 11: A598 (1992); Rowinsky et al., (1990), gegenuber jedem dieser Tumore in klinischen Untersu-
chungen Wirksamkeit. Hirntumore scheinen daher in vitro gegentber Paclitaxel so empfindlich zu sein wie an-
dere Tumorzelllinien, die derzeit mit Paclitaxel in klinischen Untersuchungen behandelt werden. Ferner nahm
die Zellempfindlichkeit gegenuber einer Paclitaxelkonzentration mit zunehmender Dauer des Einwirkens des
Arzneimittels (von 1 h bis 1 Woche) in vitro signifikant zu. Diese Erkenntnis ist mit friheren Forscherberichten
Uber die Wirkung von Paclitaxel in vitro gegenuber anderen Malignomen konsistent. Paclitaxel stoppt den Zell-
zyklus wahrend der spaten G,- oder M-Phase, verlangsamt jedoch das Fortschreiten der Zelle durch die vor-
herigen Stufen der Zellreplikation gemafR® der Beschreibung von Horwitz et al., Ann. NY Acad. Sci. 466:
733-744 (1986), nicht. Das Erhéhen der Einwirkdauer von Paclitaxel ermoéglicht das Eintreten von mehr Zellen
in einer gegebenen Probe in die Zellzyklusphasen, wahrend derer Paclitaxel aktiv ist. Bei kiirzeren Einwirkzeit-
raumen des Arzneimittels ist ein groRerer Anteil der Zellen vollstandig aulRerhalb der Paclitaxel-empfindlichen
G,- und M-Phasen wahrend des Behandlungsintervalls vorhanden.

[0067] Zur Maximierung der klinischen Wirksamkeit von Paclitaxel ist daher ein Arzneimittelverabreichungs-
protokoll giinstig, das eine erhdéhte Arzneimittelkonzentration iber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten
kann. Bisher umfassten die in Untersuchungen der klinischen Phase | entwickelten Protokolle allgemein eine
einzige Infusion von 1 bis 24 h, die alle 2-3 Wochen wiederholt wurde, oder eine Infusion von 1 bis 6 h, die
wahrend 5 Tagen einmal taglich gegeben wurde. Die in diesen Untersuchungen bestimmten Eliminierungs-
halbwertszeiten zeigen, dass Paclitaxel relativ rasch mit einer Eliminierungshalbwertszeit t, ., zwischen 1,3 und
1,8 h abgebaut bzw. ausgeschieden wird (Rowinsky et al. (1988)). Da 93,5% eines Arzneimittels nach vier
Halbwertszeiten eliminiert sind, ist der groRte Teil des Paclitaxel bei diesen Protokollen zwischen 5 und 26 h
nach dessen Verabreichung verschwunden. Die hier beschriebenen Ergebnisse zeigen jedoch, dass die Wirk-
samkeit von Paclitaxel in vitro um einen Faktor des Zwei- bis Vierfachen zunimmt, wenn Paclitaxel mehr als 24
h auf Zellen einwirkt.

Beispiel 2: Herstellung eines Paclitaxelimplantats

[0068] Festes Paclitaxel, das von Napro Biotherapeutics (Boulder, CO) oder von National Cancer Institute
(Bethesda, MD) erhalten wurde, wurde mit Poly[bis(p-carboxyphenoxy)propansebacinsaure]-Copolymer
(PCPP-SA) (20:80), das gemafs dem Verfahren von A. J. Domb und R. Langer (J. Polym. Sci. 25: 3373-3386
(1987)), dessen Lehren hier als Bezug aufgenommen sind, synthetisiert wurde, gemischt, wobei ein Gemisch
erhalten wurde, das 0, 20, 30 oder 40 Gew.-% Paclitaxel enthielt. Das Paclitaxel-Polymer-Gemisch wurde in
Methylenchlorid (Fluka, Switzerland) geldst, wobei eine 10%-ige Lésung (Gew/V) erhalten wurde. Das Lose-
mittel wurde mit einem Stickstoffstrom abgedampft, wobei ein trockenes Pulver erhalten wurde. Paclitaxel-Po-
lymer-Scheiben (10 mg Endgewicht) wurden durch Formpressen von 11 mg des Paclitaxel-Polymer-Pulvers
mit einem Formwerkzeug aus nichtrostendem Stahl (Innendurchmesser 2,5 mm) unter leichtem Druck einer
Carver Press mit 200 psi hergestellt. Die Scheiben wurden 45 min unter W-Licht sterilisiert.

Beispiel 3: Demonstration der Abgabe von Paclitaxel aus einer biologisch abbaubaren Matrix in das umgeben-
de Medium in vitro

[0069] Die Wirksamkeit der Abgabe von in ein biologisch abbaubares Polymer eingearbeitetem Paclitaxel in
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das umgebende Medium wurde in vitro wie folgt getestet.

[0070] Herstellung von Polymerscheiben. Polymerscheiben wurden wie oben beschrieben hergestellt, wobei
jedoch *H-markiertes Paclitaxel (Atomic Energy Commission, Nuclear Research Center, Beer Sheva, Israel)
bei der Polymerherstellung verwendet wurde. Das *H-markierte Paclitaxel wies eine letztendliche spezifische
Aktivitat von 0,019 uCi/mg auf und wurde durch Mischen von *H-markiertem Paclitaxel mit 6,2 Ci/mmol mit 100
mg unmarkiertem Paclitaxel (Napro Biotherapeutics, Boulder, CO; oder National Cancer Institute, Bethesda,
MD) in Methanol und anschlieRendes Abdampfen des Lésemittels erhalten.

[0071] Protokoll. Die Paclitaxel-beladenen Polymerscheiben wurden in eine Probenkapsel aus mikropordésem
Polyethylen (8 x 8 mm Innendurchmesser und Hoéhe) gegeben, die in 7 ml 0,1 M Phosphatpuffer, pH-Wert 7,4,
eingetaucht wurde. Die Vorrichtung wurde in einen Inkubator von 37°C gesetzt. Das Freisetzungsmedium wur-
de zu spezifizierten Zeitpunkten wahrend des Inkubationszeitraums von 45 Tagen (1000 Stunden) ersetzt, und
die gewonnenen Lésungen wurden durch Szintillationszahlung und Hochdruckfliissigchromatographie (HPLC)
analysiert. Die HPLC-Analyse zur Feststellung der Freisetzung von intaktem Paclitaxel wurde durch Extraktion
von 2 ml der Lésung in Methylenchlorid und Eindampfen zur Trockne durchgefiihrt. Das Produkt wurde dann
erneut in Methanol gelést und auf eine C,,-HPLC-Saule (Licosphere-100RP-18, 5 mm; E. Merck, Darmstadt,
Deutschland) als Teil eines Merck-Hitachi-Systems, bestehend aus einem L-4200 W-Vis-Detektor, einer intel-
ligenten Pumpe L-6200 und einem D-2500 Chromato Integrator, injiziert. Die mobile Phase bestand aus Me-
thanol:Wasser (70:30) und die Detektion erfolgte bei 230 nm. Kontrolllésungen, die 100 mM Paclitaxel in Me-
thanol enthielten, wurden zur Bestimmung der Retentionszeit von Paclitaxel unter diesen Bedingungen ver-
wendet (6,73 bis 9,04 min). Die radioaktive Analyse zur quantitativen Bestimmung der Menge der Paclitaxel-
freisetzung erfolgte durch Mischen von 200 pl der Freisetzungspufferldsung mit 4 ml eines Szintillationsge-
mischs, das aus Toluol und einem Lumax (Landgraat, Niederlande)-Szintillationsgemisch in einem 2:1-Volu-
menverhaltnis bestand. Diese Lésung wurde auf einen 1211 Rack B-Liquid Scintillation Counter (LKB-Wallac
OY, Finnland) gezahlt. Jede Messung stellt den Mittelwert. von 3 unabhangigen Zahlungen dar. Am Ende des
Freisetzungszeitraums wurde die in der Scheibe verbleibende Arzneimittelmenge durch Aufldsen des Poly-
merrests in Methylenchlorid und Zahlen der Ldsung durch die obige Technik quantitativ bestimmt. Die Freiset-
zung wurde von Scheiben, die 20, 30 und 40 Gew.-% Paclitaxel enthielten, Gber die Zeit gemessen.

[0072] Ergebnisse. Die Ergebnisse der In-vitro-Arzneimittelfreisetzungsuntersuchung sind in Fig. 2 gezeigt,
die erlautert, dass die Abgabe von Paclitaxel aus der biologisch abbaubaren Matrix in das umgebende physi-
ologische Medium effizient war. HPLC bestatigte, dass das in Puffer freigesetzte Paclitaxel intaktem Paclitaxel
entsprach. Fur jede der Polymerladungen folgte auf einen Ausbruch der Arzneimittelfreisetzung wahrend der
ersten wenigen Stunden in Lésung eine Freisetzung einer Kinetik von im wesentlichen nullter Ordnung bis zum
Ende des Experiments. Die effizienteste Freisetzung wurde von der 20% beladenen Scheibe erhalten, die 80%
des geladenen Paclitaxel innerhalb des Versuchszeitraums von 1000 h freisetzte. Die Gesamtmenge des aus
jeder Scheibe freigesetzten Paclitaxel betrug etwa die gleiche Menge, jedoch 1,6 mg fir die 20%-Scheibe, 1,8
mg fir die 30%-Scheibe und 2,0 mg fiir die 40%-Scheiben.

[0073] Diese Ergebnisse zeigen, dass Paclitaxel aus dem Polymer in zwei Phasen freigesetzt wird, mit einer
Ausbruchphase am Anfang und einer anschliefenden Phase mit langsamerer konstanter Freisetzung. Es ist
wahrscheinlich, dass die Ausbruchphase der raschen Freisetzung von in der Matrixoberflache eingebetteten
Paclitaxelteilchen entspricht, wahrend die langere Freisetzung eine langsamerere Freisetzung von Paclitaxel
aus der Matrixmitte darstellt.

[0074] Die Beladung des Polymers scheint nicht direkt mit der wahrend des Versuchszeitraums freigesetzten
Paclitaxelmenge zu korrelieren. Obwohl das mit 40% beladene Polymer die zweifache Menge Paclitaxel wie
die mit 20% beladene Scheibe enthielt, setzte die mit 40% beladene Scheibe nur die 1,25-fache Paclitaxel-
menge gegenuber der mit 20% beladenen Scheibe nach 800 h in einem Kochsalzlésungsbad frei. Wenn der
Polymerabbau der einzige bestimmende Faktor der Paclitaxelfreisetzung ware, wirde man eine direkte Korre-
lation der Beladung mit dem gesamten freigesetzten Arzneimittel erwarten. Da die Korrelation geschwacht zu
sein scheint, muss ein anderer Faktor zumindest partiell die Paclitaxelfreisetzung aus der Scheibe kontrollie-
ren. Sehr wahrscheinlich beschrankt die niedrige Wasserloslichkeit von Paclitaxel dessen Aufnahme in Medien
trotz des Abbaus der Matrix. Alternativ kann die Hydrophobie von Paclitaxel eine Hydrolyse der Polyanhydrid-
matrix hemmen. Zwar schlieilen derartige Wechselwirkungen die klinische Verwendung dieser Formulierung
nicht aus, doch machen sie bei einer Implantation in vivo im Vergleich zu einer topischen Applikation oder sys-
temischen Verabreichung die Pharmakokinetik der Zubereitung komplexer und die Ergebnisse weniger vorher-
sagbar.
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Beispiel 4: Demonstration der intrazerebralen Paclitaxelabgabe aus der Polymermatrix in vivo

[0075] Die Wirksamkeit der Abgabe von Paclitaxel aus der Polymermatrix in umgebendes Hirngewebe und
die Konzentration von aktivem Paclitaxel im Hirn, die bis zu einem Monat nach der chirurgischen Implantation
ermittelt wurde, wurden wie folgt getestet.

[0076] Tiere. Mannliche Fischer-344-Ratten eines Gewichts von 200-225 g wurden von Harlan
Sprague-Dawley, Inc. (Indianapolis, IN) erhalten, mit 4 Ratten/K&fig in Standardtiereinrichtungen gehalten und
mit freiem Zugang zu Certified Rodent Chow Nr. 5002 (Ralston Purina Co., St. Louis, MO) und stadtischem
Wasser von Baltimore ausgestattet.

[0077] Anasthesie. Die Ratten wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 2—4 ml/kg einer Stammlésung,
die Ketaminhydrochlorid (25 mg/ml), Xylazin (2,5 mg/ml) und 14,25 Ethylalkohol in normaler Kochsalzlésung
enthielt, anasthesiert. Sie wurden sich nach allen chirurgischen VerfahrensmalRnahmen in ihren Kafigen erho-
len gelassen.

[0078] Euthanasie. Vor der Euthanasie wurden die Ratten wie oben anasthesiert. Die Euthanasie wurde mit
einer intrakardialen Injektion von 0,3 ml Euthanasia-6 Solution CII™ (Veterinary Laboratories, Inc., Lenexa, KS)
durchgefiihrt.

[0079] Herstellung des Paclitaxel-beladenen Polymers. Polymerscheiben, die markiertes Paclitaxel enthiel-
ten, wurden wie oben hergestellt, wobei jedoch eine kleine Menge von *Hmarkiertem Paclitaxel (spezifische
Aktivitat 19,3 Ci/mmol; National Cancer Institute) in Toluol zu der urspriinglichen Lésung von Polymer und Pa-
clitaxel in Methylenchlorid gegeben wurde. Das Polymer-Paclitaxel-Gemisch wurde dann in einem Vakuumex-
sikkator getrocknet und unter Verwendung eines Tischschraubstocks, der so kalibriert war, dass ein Pellet ge-
bildet wurde, zu Scheiben gepresst.

[0080] Paclitaxel-Polymer-Implantation. Das Verfahren zur Polymer-implantation in der Ratte wurde von R. J.
Tamargo et al. beschrieben (Cancer Res. 53: 329-333 (1993)), dessen Lehren hier als Bezug aufgenommen
sind. Kurz gesagt, wurden die Kdpfe von anasthesierten Ratten rasiert und aseptisch vorbereitet. Der Schadel
wurde mit einem Mittellinienschnitt gedffnet und ein 3-mm-Bohrerloch wurde durch die Schadeldecke 5 mm
posterior und 3 mm lateral zum Bregma gebohrt. Die Dura wurde mit einem mikrochirurgischen Messer (Ed-
ward Weck und Co., Inc., Research Triangle Park, NC) eingeschnitten und die Polymerscheibe wurde in das
Hirnparenchym eingefligt. Die Wunde wurde ausgewaschen und mit chirurgischen Klammern (Clay Adams,
Parsippany, NJ) geschlossen.

[0081] Protokoll zur intrazerebralen Arzneimittelverteilung. Zwolf Ratten erhielten Implantate von
10-mg-Scheiben, die 40 Gew.-% Paclitaxel und 0,60 uCi/mg Scheibengewicht enthielten. 3, 9, 17 und 30 Tage
nach der Implantation wurden Gruppen von jeweils 3 Ratten euthanasiert. Der Schadel wurde getffnet und das
Hirn freigelegt. Die Polymerscheibe wurde in situ aus dem Hirn entfernt. Das Hirn wurde dann aus dem Scha-
del entfernt und Uber Trockeneis in Heptan schockgefroren. Das Hirn wurde in der Mittellinie in Implantat und
kontralaterale Hemispharen zerteilt. Jede Hemisphare wurde koronal in 2-mm-Abstanden unter Verwendung
eines Gewebeklingengitters, das aus individuellen Gewebeklingen, die parallel durch 2-mm-Metallabstands-
halter getrennt angeordnet waren, bestand, zerschnitten. Jeder Schnitt wurde gewogen, in 15 ml Solvable Ho-
mogenisierungslésung (New England Nuclear Dupont, Boston, MA) gel6st und mit 15 ml Atomlight™-Szintilla-
tionsgemisch (New England Nuclear Dupont) kombiniert. Die Hirnproben wurden auf einem Flissigszintillati-
onszahler von Beckman gezahlt. Die Rohzahlraten wurden beziglich Quenchen korrigiert und unter Verwen-
dung einer linearen Regression auf der Basis einer Reihe gequenchter Standards in dpm umgewandelt.

[0082] Zur Umwandlung von dpm/mg Gewebe in die Paclitaxelkonzentration wurde ein zweites Experiment
durchgefiihrt. Vier Ratten erhielten Implantate von mit 40% beladenen Polymerscheiben mit 0,39 uCi/mg. Je-
weils eine Ratte wurde nach 3, 9, 17 und 30 Tagen getétet. Das Hirn wurde wie oben entfernt und eingefroren.
Ein koronaler 2-mm-Schnitt wurde Uber die Position des Polymerimplantats genommen. Der Schnitt wurde zer-
kleinert und mit Ethanol extrahiert. Die Ethanolfraktion wurde in zwei geteilt. Die erste Halfte wurde in einem
Vakuumexsikkator getrocknet und dann in 100 pl Ethanol resuspendiert. Proben dieser Lésung wurden auf Si-
lica-Dunnschichtchromatographieplatten (Sigma, St. Louis, MO) getiipfelt. Eine L6sung von nicht-radioaktivem
Paclitaxel in Ethanol wurde ebenfalls auf die Platten Uber dem Ethanolextrakt appliziert. Die Platte wurde mit
Methylenchlorid:Methanol (95:5) entwickelt und in einer lodkammer exponiert. Der R-Wert fir das Paclitaxel
wurde bestimmt und jede Spur wurde in 4 Abschnitte zerschnitten: A, Ursprung; B, Ursprung bis Paclitaxel-
fleck; C, Paclitaxelfleck; und D, Paclitaxelfleck bis Lésemittelfront. Die Chromatographiestreifen wurden mit
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Atomlight™-Gemisch kombiniert und in einem Flussigszintillationszahler gezahlt. Die Verteilung von markier-
ten Paclitaxel Uber die Chromatographieplatte ermdglichte die Bestimmung eines intaktem Arzneimittel ent-
sprechenden Signals. Zur Bestimmung der Wirksamkeit der Extraktion wurde die verbliebene Halfte des ur-
springlichen Extrakts mit Gemisch kombiniert und gezahlt, und das tGibrige Hirngewebe wurde wie oben homo-
genisiert und gezahlt. Die Paclitaxelkonzentration in ng/mg Hirngewebe wurde durch Multiplikation des Pro-
zentsatzes von intaktem Paclitaxel mit dem dpm/mg Hirn und Division durch die spezifische Aktivitat von in der
Polymerscheibe vorhandenem Paclitaxel berechnet.

[0083] Ergebnisse. Die Ergebnisse der Untersuchungen der intrazerebralen Verteilung zeigen, dass das Im-
plantat erhdhte Hirnkonzentrationen von Paclitaxel im gesamten Rattenhirn hervorrufen kann. Diese Ergebnis-
se zeigen, dass Paclitaxel das Hirnparenchym in Konzentration, die theoretisch in vitro tumorizid sind, durch-
dringt und dass die Paclitaxelkonzentration Uber eine langere Zeitdauer intrakranial erhéht bleibt, was den the-
rapeutischen Zeitraum verlangert.

[0084] Paclitaxel aus dem Implantat war im gesamten Rattenhirn weit verbreitet. Die Konzentrationen betru-
gen 100 bis 1000 ng/mg Hirngewebe innerhalb von 2 bis 3 mm des Implantats, jedoch nur 1 bis 10 ng/mg in
Hirngewebe in einer Entfernung von mehr als 4 mm von dem Implantat und in der gesamten kontralateralen
Hemisphare. Die Paclitaxelkonzentrationen nahmen wahrend der 30 Tage leicht zu, was mit zusatzlichem, aus
der Polymerscheibe freigesetztem Arzneimittel korreliert. Der intaktem Paclitaxel entsprechende Prozentsatz
an Radioaktivitat in jedem Schnitt, was durch Dinnschichtchromatographie ermittelt wurde, anderte sich wah-
rend des Verlaufs des Experiments nicht deutlich. An jedem Zeitpunkt stellten etwa 56 + 3% (Standardfehler
des Mittelwerts) der Rohzahlraten Stammarzneimittel dar. Dreizehn + 2% stellten polare Metaboliten dar und
31 + 3% waren gewebegebunden. Die Nachweisgrenze fir den Gesamttest betrug 0,2 ng/mg Hirngewebe.

[0085] Obwohl die Paclitaxelkonzentration innerhalb von 1 bis 3 mm des Implantats scharf von 100 bis 1000
ng/mg (M) Hirngewebe in der Implantathemisphéare auf 1 bis 10 ng/mg (uM) Hirngewebe an der Peripherie
des Rattenhirns (7 mm) und in der gesamten kontralateralen Hemisphare fiel, waren selbst diese niedrigeren
Konzentrationen 2 bis 3 Grolkenordnungen héher als die 90%-Letaldosis-Konzentrationen von Paclitaxel fir
mehrere humane (U87, U373, H80, D324) und Ratten (9L, F98)-Gliomlinien in vitro. Unter Berlcksichtigung
der Hydrophobie von Paclitaxel wird angenommen, dass diese Konzentrationen den Sattigungspunkt von Pa-
clitaxel im interstitiellen Milieu darstellen.

[0086] Es ist anzumerken, dass die Paclitaxelkonzentration mindestens einen Monat nach der Implantation
im Rattenhirn erhdht blieb. Auf der Basis von In-vitro-Daten verringert eine Verlangerung des Einwirkens von
Paclitaxel die Konzentration von Paclitaxel, die zum Erreichen von Log-Zellabtotung fir sowohl Glia- als auch
andere Tumore notwendig ist, signifikant (E. K. Rowinsky et al., Cancer Res. 48: 4093—4100 (1988)). Daher
scheint das Polymerimplantat den Antitumornutzen von Paclitaxel zu maximieren. Pharmakokinetische Unter-
suchungen von Untersuchungen der Phase | zeigen, dass Paclitaxel aus dem Kreislauf relativ schnell mit einer
B-Halbwertszeit zwischen 1,3 und 8,6 h entfernt wird (E. K. Rowinsky et al., J. Matl. Cancer Inst. 82: 1247-1259
(1990)). Da 93,5% eines Arzneimittels nach vier Halbwertszeiten entfernt sind, ist es unwahrscheinlich, dass
eine systemische Verabreichung derart hohe intrakraniale Paclitaxelkonzentrationen Uber langere Zeitraume
aufrechterhalten kann, insbesondere da die Blut-Hirn-Schranke eine Aufnahme des Arzneimittels beschrankt.

[0087] Im Vergleich dazu zeigten Untersuchungen, die die intrazerebrale Verteilung des Nitrosoharnstoffs
BCNU, der von dem PCPP-SA (20:80)-Polymer geliefert wurde, in Kaninchenhirn untersuchten, dass BCNU
anfangs in breitem Umfang aus dem Polymer bis zu 12 mm von der Implantatposition mit einer durchschnittli-
chen Konzentration von 8 mM verteilt wurde (S. Grossman et al., J. Neurosurg. 76: 640-647 (1992)).

[0088] Voruntersuchungen zeigten, dass diese Konzentration zwei Grofienordnungen héher als die 90%-Le-
taldosis fir BCNU gegenuber Rattengliomzellen auf der Basis von In-vitro-Messungen ist. Die Hirnmenge, auf
die BCNU einwirkt, beginnt nach drei Tagen abzunehmen. Jedoch ist BCNU am Tag 7 nach der Implantation
nur innerhalb eines Radius von 40 mm ausgehend von dem Implantat und 21 Tage nach der Implantation nur
innerhalb eines Radius von 3 mm detektierbar. Im Gegensatz dazu und Gberraschenderweise ist die Paclita-
xelkonzentration 30 Tage nach der Implantation im gesamten Rattenhirn noch konstant oder steigend. Daher
scheint Paclitaxel ein besserer Kandidat als BCNU fir eine nachhaltige interstitielle Chemotherapie auf phar-
makokinetischer Basis zu sein.

Beispiel 5: Demonstration der Menge der Implantattoxizitat

[0089] Die Toxizitdtsmenge, die mit dem mit Paclitaxel beladenen Polymerimplantat im Hirn verbunden ist,
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wurde wie folgt bestimmt.

[0090] Protokoll. Tiere wurden wie oben beschrieben erhalten, im Kafig gehalten, anasthesiert und getotet.
PCPP-SA (20:80)-Scheiben (10 mg), die 20, 30 und 40 Gew.-% Paclitaxel enthielten, wurden mittels der oben
beschriebenen Technik intrakranial Ratten implantiert. Eine Gruppe von Kontrollratten erhielt Implantate von
Leerwert-PCPP-SA-Scheiben, die kein Paclitaxel enthielten. Die Ratten wurden zweimal taglich auf Zeichen
von Neurotoxizitat im Hinblick auf Pflege, Reaktion auf einen Schreckreiz und Haltung tberprift. Nach 60 Ta-
gen wurden alle Uberlebenden Ratten getétet und deren Hirne entfernt und in Formalin fixiert. Ein durch das
Polymerimplantat zentrierter koronaler Hirnschnitt wurde fir jede Ratte genommen und mit Hamatoxylin und
Eosin angefarbt.

[0091] Ergebnisse. Die Ergebnisse der Implantattoxizitatsuntersuchungen sind in Tabelle 4 gezeigt.

Tabelle 4: Toxizitat von intrakranialen Paclitaxelimplantaten in Fischer-344-Ratten

Behandlung Zahl der Toxizitat Todestag
Uberlebenden/ (Tage nach
insgesamt der

Implantation)

Kontrolle 4/4 -* -

PCPP-SA

20 % 1/4 Ataxie, 41, 53, 53

Paclitaxel Hemiparese,

Gewichtsab-
nahme, Tod

30 % 4/4 - -

Paclitaxel

40 % 4/4 - -

Paclitaxel

* klinische Toxizitat oder Tod nicht beobachtet.

[0092] Wie in Tabelle 4 gezeigt, bestand keine offensichtliche akute chemische Toxizitat aufgrund des Imp-
lantats. Alle Ratten erholten sich von dem Implantationseingriff und waren im Hinblick auf motorische Aktivitat,
Reaktion auf einen Reiz und Pflege von Kontrollen nicht unterscheidbar. Zwei Ratten entwickelten spater Ata-
xie und anschlieRend eine zum Implantat kontralaterale Hemiplegie, Gewichtsabnahme und Tod. Eine Ratte
starb spontan ohne ein Vorzeichen. Alle anderen Ratten blieben wahrend des Experiments neurologisch intakt.
Die histologische Untersuchung von Hirngewebeschnitten durch die Paclitaxel-Polymerimplantatposition zeig-
te verstreute Herde karyorrhektischer Kerne zwischen Bereichen von normalem Hirn verteilt. Zusatzlich gab
es verstreute zytologisch atypische Zellen mit groRen hyperchromatischen, manchmal bilobaren Kernen. Die-
se atypischen Zellen waren rings um die Implantatposition zahlreicher, wurden jedoch bilateral beobachtet. Die
Veranderungen waren in variierenden Graden in den Hirnen aller Ratten, die das Paclitaxel-Polymerimplantat
erhielten, vorhanden, waren jedoch in Ratten, die die Leerwert-PCPP-SA-Scheibe erhielten, nicht vorhanden,
was anzeigt, dass die zytologischen Veranderungen ein Ergebnis der Paclitaxeleinwirkung waren. Es gab kei-
nen quantitativen oder qualitativen Unterschied der sichtbaren zytologischen Veranderungen, die bei Tieren
mit Paclitaxelimplantaten auftraten, entweder zwischen Gruppen mit Implantaten einer unterschiedlichen Pa-
clitaxelkonzentration oder zwischen Tieren, die starke Neuroverhaltenstoxizitat zeigten, und solchen, die dies
nicht taten. Der Grad an zytologischer Pathologie war daher gleichmafig unter den verschiedenen Paclita-
xel-Polymer-Zubereitungen verteilt.

[0093] Eine minimale Menge klinischer und histologischer Toxizitat war mit dem Paclitaxel-Polymerimplantat
im Rattenhirn verbunden. Drei der 12 Ratten, die das Implantat (mit 20 beladenes Polymer) ohne Tumor er-
hielten, starben wahrend des Versuchszeitraums von 60 Tagen, wahrend die anderen Raten die Behandlung
ohne offensichtliche klinische Symptome tolerierten. Zwei Ratten, die Paclitaxel (mit 20 und 30% beladene Po-
lymere) nach einer Tumorimplantation erhielten, starben ebenfalls ohne einen sichtbaren Tumor, jedoch mit
der Atypie, die bei allen Ratten, die das Paclitaxelimplantat erhielten, gefunden wurde. Diese atypischen Ver-
anderungen waren mit ahnlichen zytologischen Veranderungen, die durch eine breite Vielzahl von Chemothe-
rapeutika hervorgerufen werden, konsistent. Die Symptome einer offenkundigen Toxizitat erschienen spat im
Experiment, 30 Tage oder mehr nach der Implantation, was anzeigt, dass eine akute Toxizitat kein primarer
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Faktor ist. Interessanterweise waren bei allen Ratten, die das Paclitaxel-Implantat erhielten, bei mikroskopi-
scher Untersuchung zytologische Anomalitaten sichtbar, und es bestand keine Korrelation zwischen dem Grad
der Atypie und dem Vorhandensein oder der Schwere einer klinischen Toxizitat. Aus den pharmakokinetischen
Messungen der intrazerebralen Arzneimittelverteilung nach einer Implantation ist offensichtlich, dass diese
Vorrichtungen hohe Arzneimittelkonzentrationen im gesamten Rattenhirn verteilt hervorriefen. Diese Konzen-
trationen blieben mindestens einen Monat nach der Implantation intrakranial erhalten. Es ist daher nicht tber-
raschend, dass das Hirn selbst nach einem langeren Einwirken derart hoher Paclitaxelkonzentrationen beein-
flusst wurde. Dennoch lebten mehrere Ratten aus den Tumor-Polymeruntersuchungen nach der Implantation
120 Tage oder mehr, und zwei lebten ein Jahr.

[0094] Geringere Paclitaxeldosen kénnten bei Patienten entweder aufgrund einer proportional kleineren Po-
lymerscheibe oder aufgrund einer Scheibe mit einer geringeren Prozentbeladung von Paclitaxel verwendet
werden. Diese Dosen kdnnten fir eine langanhaltende Therapie klinisch besser toleriert werden. Von anderen
Mitteln, die interstitiell an das Hirn verabreicht wurden, wurde berichtet, dass sie ohne messbare Toxizitat bei
klinischen Untersuchungen bei Tiermodellen Toxizitat zeigten. Passende Dosierungen zur Behandlung von
Patienten kénnen unter Verwendung von Standard- und Routineverfahren bestimmt werden.

Beispiel 6: Demonstration der Wirksamkeit des Paclitaxelbeladenen Polymerimplantats bei der Verlangerung
des Uberlebens bei Ratten, die ein intrakraniales 9L-Gliosarkom tragen

[0095] Die Wirksamkeit des Paclitaxel-beladenen Polymerimplantats bei der Verlangerung des Uberlebens
bei Ratten, die ein intrakraniales 9L-Gliosarkom tragen, wurde wie folgt ermittelt.

[0096] Tumor. Das 9L-Gliosarkom wurde 1985 von Marvin Barker, Brain Tumor Research Center, University
of California, San Francisco, CA, erhalten und subkutan in der Flanke von mannlichen Fischer-344-Ratten ge-
halten. Der Tumor wurde alle 2 bis 3 Wochen (ibertragen. Zum Ernten von Tumor fiir Ubertragungs- und intra-
kraniale Untersuchungen wurde die Flanke einer Ratte, die das 9L-Gliosarkom trug, rasiert und mit 70% Etha-
nol und Polyvidon-lod vorbereitet. Ein Einschnitt erfolgte in der Flanke und der Tumor wurde als Ganzes ent-
fernt und in 1-mm?-Stiicke geschnitten, die wahrend des Implantationseingriffs in Kochsalzlésung liber Eis ge-
halten wurden (4 Stunden).

[0097] Protokoll fir die Untersuchung der intrakranialen Wirksamkeit. Zwei getrennte Experimente zur Unter-
suchung der Wirksamkeit des Paclitaxel-Polymerimplantats gegenuber dem intrakranialen 9L-Gliom wurden
durchgefiihrt. Auf der Basis von In-vitro-Clonogentests scheint das 9L-Gliom im Vergleich zu humanen Gliom-
zellen gegenuber Paclitaxel relativ bestédndig zu sein. Die intrakraniale Tumorimplantation in der Ratte wurde
gemal der von Tamargo et al. (1993), dessen Lehren hier aufgenommen sind, beschriebenen Technik durch-
gefuhrt. Kurz gesagt, wurde wie oben beschrieben ein Bohrerloch in die eingeschnittene Dura gebohrt. Der
Kortex und weil3e Substanz wurden unter Absaugen reseziert, bis der obere Teil des Hirnstamms sichtbar war.
Die Wunde wurde 10 min mit steriler Gaze verpackt, um eine Blutung zu bekampfen. Die Gaze wurde dann
entfernt und ein 1-mm?3-Stiick des 9L-Gliosarkoms wurde in den kranialen Defekt eingefiihrt und auf dem Hirn-
stamm platziert. Die Wunde wurde gesplt und mit Wundklammern geschlossen. Ein Eingriff zur Implantation
der Polymer-Chemotherapievorrichtung wurde flinf Tage spater durchgefiihrt. Die Ratten wurden randomisiert
auf eine der Behandlungs- oder Kontrollgruppen verteilt und gewogen. Der urspriingliche Schnitt wurde asep-
tisch erneut gedffnet und die Position des Tumors wurde festgestellt. Ein kreuzférmiger Einschnitt wurde in der
Oberflache des Tumors gemacht und die Polymerscheibe wurde in den Tumor gesetzt. Behandlungsratten er-
hielten 10-mg-PCPP-SA-Scheiben, die 20, 30 oder 40 Gew.-% Paclitaxel enthielten, wahrend Kontrollratten
leere 10-mI-PCPP-SA-Scheiben, die kein Paclitaxel enthielten, erhielten. Tamargo et al. zeigten, dass kein
Uberlebensunterschied zwischen Ratten mit intrakranialen 9L-Gliomen, die mit den leeren PCPP-SA-Scheiben
behandelt wurden, und Ratten, die eine "Schein"-Operation ohne ein Implantat erhielten, bestand. Eine Blu-
tung wurde spontan abklingen gelassen und die Wunde wurde mit 0,9%-iger Kochsalzlésung gespult und mit
chirurgischen Klammern geschlossen. Die Ratten wurden zweimal taglich uberpruft und die Zeit bis zum Tod
wurde aufgezeichnet. Langzeitiiberlebende wurden entweder 120 Tage (Experiment 1) oder 1 Jahr (Experi-
ment 2) nach der Implantation getétet. Nach dem Tod wurde das Hirn entfernt und in Formalin fixiert. Ein ko-
ronaler Schnitt wurde durch die Polymerimplantatposition entnommen und mit Hdmatoxylin und Eosin ange-
farbt. Der Schnitt wurde untersucht, um das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Tumorwachstum
festzustellen. Das Uberleben wurde auf einer Kaplan-Meier-Uberlebenskurve aufgetragen und die statistische
Signifikanz wurde durch eine nichtparametrische Kruskal-Wallis-Varianzanalyse und einen anschlieRenden
nichtparametrischen Student-Newman-Keuls-Test fur mehrfache Vergleiche gemaf der Beschreibung bei J.
M. Zar, Biostatistical Analysis, Prentice Hall, Inc., Englewood Cliffs, N. J. (1984), dessen Lehren hier als Bezug
aufgenommen sind, bestimmt. Die Ergebnisse der Untersuchungen der intrakranialen Wirksamkeit sind in Ta-
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belle 5 gezeigt.

Tabelle 5. Wirksamkeit von intrakranialen Paclitaxelimplantaten gegenuber einem Ratten-9L-Gliosarkom

Experi- Behandlung Zahl Mittleres % Zunahme Zahl der P-Wert

ment der Uberleben der Langzeit-
Ratten (Tage) Lebens- iberle-
spanne benden*
1 Kontrolle 8 19,5 0 <0,02
40 % Taxol™ 6 38,0 95 2 <0,002
30 % Taxol™ 8 45,0 131 1 <0,001
20 % Taxol™ 8 61,5 215 2
2 Kontrolle 7 18,0 0
40 % Taxol™ 8 35,5 97 2 <0,005
30 % Taxol™ 8 27,0 50 0 <0, 05

*Langzeitiberlebende waren 120 Tage nach der Implantation lebend.

[0098] Ergebnisse eines nichtparametrischen Newman-Keuls-Tests, der Behandlungsgruppen mit einer Kon-
trolle vergleicht. Der Freiname flr Taxol™ ist Paclitaxel.

[0099] Wie in Tabelle 5 gezeigt, ermittelten zwei getrennte Experimente, dass das Paclitaxel-Polymerimplan-
tat das Uberleben bei Ratten, die das intrakraniale 9L-Gliosarkom trugen, im Vergleich zu Kontrolltieren signi-
fikant verlangerte. Das Uberleben wurde auf das 1,5- bis 3,2-fache verlangert (P-Werte von < 0,05 bis jeweils
< 0,001, nichtparametrischer Newman-Keuls-Test). Jede Polymerzubereitung ergab mehrere Langzeittiberle-
bende (120 Tage oder langer ab der Tumorimplantation). Die zwei Langzeitiberlebenden von Experiment 2
wurden vor der Tétung ein Jahr leben gelassen. Keines der Uiberlebenden Tiere hatte bei einer Autopsie ent-
weder im Grofden oder mikroskopisch in Hamatoxylin- und Eosin-gefarbten Schnitten einen sichtbaren Tumor.
Im Gegensatz dazu starben alle Tiere in den Kontrollgruppen mit groRen intrakranialen Tumoren. Es gab kei-
nen signifikanten Uberlebensunterschied unter den Behandlungsdosen der einzelnen Experimente (P > 0,05,
nichtparametrischer Newman-Keuls-Test).

[0100] Ferner starben zwei Tiere (mit 20% und 30% beladene Polymergruppen) in Experiment 1 wahrend des
Versuchszeitraums ohne makro- oder mikroskopische Anzeichen von Tumorwachstum. Verstreute Herde von
atypischen und karyorrhektischen Zellen ahnlich den bei den Ratten, die das Paclitaxelimplantat ohne Tumor
erhielten, beobachteten waren in diesen Hirnen sowie in den Hirnen von Ratten, die bis zum Ende des Ver-
suchszeitraums Uberlebten, vorhanden. Die Kaplan-Meier-Kurve fir Experiment 1 ist in Fig. 3 gezeigt.

[0101] Daher verlangerten die Paclitaxel-Polymervorrichtungen das mittlere Uberleben von Ratten, die intra-
kraniale Tumore trugen, im Vergleich zu Kontrollen auf das 1,5- bis 3,0-fache (P < 0,05 bis < 0,001).

Beispiel 7: Demonstration der Freisetzungskinetiken von Camptothecin aus einem biologisch kompatiblen Po-
lymer

[0102] Polymerherstellung. EVAc (40 Gew.-% Vinylacetat; Elvax 40P) wurde von Dupont (Wilmington, DE) er-
halten. Das EVAc wurde in absolutem Ethylalkohol zur Extraktion des entziindlich wirkenden Antioxidations-
mittels Butylhydroxytoluol gemaf der Beschreibung bei R. Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15: 267-277
(1981), dessen Lehren hier als Bezug aufgenommen sind, gewaschen. Natriumcamptothecin, das vom Natio-
nal Cancer Institute erhalten wurde, wurde in die Polymermatrix durch eine Modifikation des Verfahrens geman
der Beschreibung von W. D. Rhine et al., J. Pharm. Sci. 69: 265-270 (1980), dessen Lehren hier als Bezug
aufgenommen sind, eingearbeitet. Camptothecin und EVAc wurden so kombiniert, dass zu 20 Gew.-%, 40
Gew.-% oder 50 Gew.-% beladene Polymere erhalten wurden. Methylenchlorid wurde zu dem Gemisch gege-
ben, wobei eine 10%-ige L6ésung von EVAc und Methylenchlorid erhalten wurde, und es wurde bis zur vollstan-
digen Auflésung auf einem Vortex-Mischer gerihrt. Die Camptothecin-EVAc-Methylenchloridlésung wurde
dann bei —70°C in eine Glasform gegossen. Nach 20 min wurden die verfestigten Polymere 4 Tage in eine Ge-
friervorrichtung von -30°C uberfuhrt. Die Polymere wurden dann 4 Tage in einen Vakuumexsikkator bei Raum-
temperatur gegeben, um eine Verdampfung von Methylenchlorid zu erméglichen, wonach sie bei 4°C aufbe-
wahrt wurden.
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[0103] Protokoll. Mit Camptothecin beladene EVAc-Polymere wurden in 3,0 ml 0,9%-iger NaCl in einen Inku-
bator von 37°C gegeben. Die Lésung wurde zu verschiedenen Zeitpunkten entfernt und durch frisches
0,9%-iges NaCl ersetzt, wodurch die Konzentration von Camptothecin in dem Freisetzungsmedium bei Bedin-
gungen einer unendlichen Senke gehalten wurde. Die in die Lésung freigesetzte Camptothecinmenge wurde
wie im folgenden beschrieben mittels HPLC ermittelt. Die kumulative freigesetzte Dosis wurde durch Kombi-
nation der Freisetzungswerte an jedem Zeitpunkt bestimmt.

[0104] HPLC-Verfahren zur Messung von Camptothecin. Die quantitative Analyse wurde auf einem chroma-
tographischen System von Beckman, das mit einem 507 Autosampler, 126 AA-L6semittelmodul, 166-Detektor
und einem System Gold-Datensystem ausgestattet war, durchgefihrt. Die Saule war eine Reverse-Phase Mi-
crobondpak C18 Waters-Saule (TeilchengréRe 10 pm, 3,9 x 300 mm), die durch eine Uptight Precolumn (Up-
church Scientific, Inc.) geschitzt war. Das HPLC-System wurde isokratisch mit Methanol:Wasser (63:37; V/V)
bei Raumtemperatur eluiert. Die Durchflussrate der mobilen Phase betrug 1,0 ml/min und Proben wurden bei
einer Wellenlange von 254 nm gemessen. Eine Standardkurve wurde durch Auftragung der Peakflache gegen
die Konzentration konstruiert.

[0105] Ergebnisse. EVAc-Polymere wurden mit Beladungen von 20, 40 und 50 Gew.-% Camptothecin herge-
stellt. Das durchschnittliche Polymergewicht betrug 10 mg. Daher betrugen die Gesamtarzneimittelbeladungen
etwa 2 mg, 4 mg bzw. 5 mg. Die Ergebnisse der Freisetzungskinetikuntersuchungen sind in Fig. 4 gezeigt. Bei
einer Beladung von 50% wurde ein Anfangsausbruch von Camptothecin aus dem Polymer freigesetzt und
nach 3 Tagen eine Gleichgewichtszustandsfreisetzung erreicht, die mindestens 21 Tage dauerte. Die 20%- und
40%-Beladungen ergaben an jedem Zeitpunkt weniger Camptothecin. Das zu 50% beladene Polymer wurde
daher zur Bewertung der Wirksamkeit in vivo auf der Basis dieser Eigenschaften gewahit.

Beispiel 8: Demonstration der Wirksamkeit von Camptothecin bei der Behandlung von Gliosarkomzellen in vi-
tro

[0106] Tumorzelllinien. Die 9L-Gliosarkomzellen wurden 1985 von Dr. Marvin Barker von der University of Ca-
lifornia, San Francisco, California, erhalten. Die F98-Gliomzellen wurden von Dr. Joseph Goodman, Depart-
ment of Neurosurgery, Ohio State University, Columbus, Ohio, bereitgestellt. Die humanen Gliomzelllinien U87
und U373 wurden von Dr. O. Michael Colvin, Johns Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Mary-
land, bereitgestellt. JH1 ist eine Zelllinie, die aus einer Biopsieprobe von einem Patienten mit einer patholo-
gisch festgestellten Glioblastommultiform erhalten wurde.

[0107] Zellkultur von frisch durch eine Biopsie erhaltenen Gliomen. Biopsieproben wurden aus dem Operati-
onsraum erhalten und in sterilen Probenbehaltern transportiert. Proben wurden Gber ein Sammelsieb von 230
pm mesh (Bellco Glass, Inc., Vineland, NJ) unter Verwendung eines Glaspistills filtriert. Die Probe wurde dann
10 min mit 1000 rpm zentrifugiert. Die Uberstandsfraktion wurde verworfen und das Zellpellet wurde in 1 ml
Minimum Essential Medium (Gibco BRL, Grand Island, NY) mit 10% fetalem Rinderserum, 0,5 L-Glutamin, Pe-
nicillin (Base, 80,5 Einheiten/ml) und Streptomycin (80,5 ug/ml) resuspendiert. Die Suspension wurde durch
fortschreitend kleinere Nadeln geschickt, bis sie leicht durch eine 25er Nadel lief, wonach sie erneut 5 min mit
1000 rpm zentrifugiert wurde. Die Uberstandsfraktion wurde verworfen und das Pellet wurde in 5 ml Medium
resuspendiert. Diese Suspension wurde auf T75-Kulturkolben mit verschiedenen Verdinnungen ausplattiert
und bei 37°C inkubiert. Das Medium wurde etwa alle 3 Tage gewechselt. Wenn die Anfangskultur Konfluenz
erreichte, wurden die Zellen trypsinisiert und passiert. Die Empfindlichkeit wurde durch den im folgenden an-
gegebenen Clonogentest getestet, wobei mit dem zweiten Durchgang begonnen wurde.

[0108] Clonogentest. Die Empfindlichkeit der einzelnen Gliomzelllinien wurde in einem Clonogentest getestet.
Bei Konfluenz wurden die Zellen trypsinisiert und mit 400 Zellen pro 60-mm-Vertiefung ausplattiert. Nach 24 h
wurde frisches Medium, das Camptothecin mit verschiedenen Konzentrationen enthielt, zugesetzt. Fir Kur-
zeinwirkungsexperimente wurde das Camptothecin nach 1 h entfernt und durch frisches Medium ersetzt; fur
kontinuierliches Einwirken wurde das Medium 7 Tage an Ort und Stelle belassen. Nach 7 Tagen wurden alle
Platten fixiert und mit Coomassie Brilliant Blue (Bio Rad, Richmond, CA) angefarbt. Kolonien, die mehr als 50
Zellen enthielten, wurden identifiziert und gezahlt. Die Behandlungen wurden dreifach durchgefiihrt. Das Uber-
leben wurde als die Zahl der Kolonien, die sich durch die behandelten Zellen bildeten, bezogen auf die Zahl
der Kolonien, die durch die unbehandelten Zellen gebildet wurden, berechnet.

[0109] Ergebnisse. Die Ergebnisse des Einwirkens von Camptothecin auf Gliome in Zellkultur sind in Tabelle
6 dargestellt.
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Tabelle 6. In-vitro-Empfindlichkeit von Gliomen gegeniiber Camptothecin

Zelllinie?® LDgo-Wert bei LDgy-Wert bei
Einwirken von 1 h kontinuierlichem

(pM) Einwirken (uM)
Fo8 1,40 0,10
SL 1,40 0,10
us’7 1,20 0,10
U373 0,30 0,026
JH1 0,10 0,026

#F98 und 9L sind Rattengliomlinien. U87 und U373 sind bekannte humane Gliomlinien. JH1 ist eine Glioblas-
tomlinie, die am Johns Hopkins Hospital direkt aus einer Biopsieprobe entwickelt wurde. Alle wurden in einem
Clonogentest auf Empfindlichkeit gegenliber Camptothecin getestet.

[0110] Das Experiment wurde so gestaltet, dass die Empfindlichkeit von Gliomen in vitro bei einem kurzen (1
h) Einwirken und einem kontinuierlichen (7 Tage) Einwirken getestet wurde. Bei Einwirken wahrend 1 h lag der
LDy,-Wert im Bereich von 1,4 uM fur 9L, F98 und U87 bis 0,3 pM fiir U373-Zellen. Fir alle Zelllinien verringerte
ein kontinuierliches Einwirken wahrend 7 Tagen den LDgy,-Wert um das 10- bis 100-fache. Fur die Ratten- und
bekannten humanen Zelllinien betrug der LDg4,-Wert nach kontinuierlichem Einwirken etwa 0,1 uM oder weni-
ger. Die humane Gliomlinie JH1, die direkt aus einem Tumor, der im Operationsraum erhalten wurde, entwi-
ckelt wurde, zeigte bei beiden Einwirkzeiten die hochste Empfindlichkeit gegentiber Camptothecin. Die Abto-
tung aller Zellen fir JH1 wurde bei einer Konzentration von 0,14 yM nach einem Einwirken wahrend 1 h und
von 0,03 uM nach kontinuierlichem Einwirken erreicht.

Beispiel 9: Demonstration der Wirksamkeit von Camptothecin bei der Behandlung eines Gliosarkoms in vivo

[0111] Tiere. Mannliche Fischer-344-Ratten eines Gewichts von 200-250 g wurden von Harlan Sprague Daw-
ley, Inc. (Indianapolis, IN) erhalten. Die Tiere wurden in Standardtiereinrichtungen gehalten und erhielten freien
Zugang zu Certified Rodent Chow Nr. 5002 (Ralston Purina Co., St. Louis, MO) und stadtischem Wasser von
Baltimore.

[0112] Intrakraniales Gliosarkom-9L-Modell. Das 9L-Gliosarkom wurde in den Flanken von mannlichen Fi-
scher-344-Ratten gehalten. Zur intrakranialen Implantation wurde der Tumor aus dem Tragertier chirurgisch
herausseziert und in Stlicke von 1 x 2 x 2 mm geschnitten. Die Stlicke wurden wahrend des Implantationsver-
fahrens in steriler 0,9%-iger NaCl auf Eis gehalten.

[0113] Mannliche Fischer-344-Ratten wurden mit einer intraperitonealen Injektion von 3-5 ml/kg einer
Stammldsung, die 2,5 mg/ml Ketaminhydrochlorid, 2,5 mg/ml Xylazin und 14,25 Ethylalkohol in 0,9% NaCl ent-
hielt, anasthesiert. Die Operationsstelle wurde rasiert und mit 70% Ethylalkohol und Prepodyne™-Lésung vor-
bereitet. Nach einem Mittellinieneinschnitt wurde ein Bohrerloch von 3 mm, das 5 mm posterior der koronalen
Naht und 3 mm lateral zur sagittalen Naht zentriert war, gebildet. Die Dura wurde geoffnet und der Kortex und
weille Substanz wurden unter Verwendung von leichtem Absaugen reseziert, bis der Hirnstamm sichtbar war.
Die Operationsstelle wurde mit steriler 0,9%-iger NaCl gespililt, bis sie klar war. Ein einziges Tumorstiick wurde
in den Tiefen der Kortexresektion platziert. Die Haut wurde mit chirurgischen Klammern geschlossen.

[0114] Protokolle zur systemischen und lokalen Verabreichung von Camptothecin. Die Tiere wurden in vier
Behandlungsgruppen geteilt und erhielten Camptothecin durch entweder intraperitoneale Injektion oder poly-
mervermittelte lokale Verabreichung. Intraperitoneale Injektionen von Camptothecin wurden an den Tagen 5,
6, 7 und 8 nach der Tumorimplantation mit Dosen von 4, 10, 20 und 40 mg/kg/Tag gegeben. Zur lokalen Ver-
abreichung durch ein Polymer wurde Camptothecin in EVAc mit einer Dosis von 50 Gew.-% eingearbeitet. Po-
lymerzylinder der Abmessung 1 x 3 mm wurden gestaltet und 1 bis 2 h vor der Implantation zur Sterilisation
unter W-Licht gesetzt. Die Polymere wogen durchschnittlich 9,2 mg und daher enthielt jedes 4,6 mg Campto-
thecin. Die Polymere wurden 5 Tage nach der Tumorimplantation durch das urspringliche Bohrerloch direkt in
den Tumor platziert. Kontrolltiere und diejenigen, die systemisches Camptothecin erhielten, erhielten am Tag
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5 leere intratumorale EVAc-Polymere einer ahnlichen Grofie und eines ahnlichen Gewichts. Die Tiere wurden
taglich auf Zeichen von Toxizitat, insbesondere neurologische und Verhaltensanderungen, getestet. Todesfalle
wurden taglich quantitativ bestimmt. Zum Zeitpunkt des Todes wurde das Hirn entfernt und mindestens eine
Woche in 10% Formalin gegeben. Die Hirne wurden zur Hamatoxylin- und Eosinfarbung prapariert. Schnitte
durch den Tumor wurden zur Verifizierung des Vorhandenseins eines Tumors angefarbt.

[0115] Statistiken. Fiir die Tierwirksamkeitsuntersuchungen wurden das Uberleben auf einer Kaplan-Mei-
er-Uberlebenskurve aufgetragen und die statistische Signifikanz durch die nichtparametrische Kruskal-Wal-
lis-Varianzanalyse und das anschlieRende nichtparametrische Analogon des mehrfachen Vergleichstests nach
Newman-Keuls bestimmt.

[0116] Ergebnisse. Camptothecin wurde auf dessen Potential zur Verldngerung des Uberlebens bei dem in-
trakranialen Ratten-9L-Modell bei entweder systemischer Verabreichung oder lokaler polymervermittelter Ver-
abreichung bewertet. Die Tabelle 7 zeigt die Uberlebensdaten fiir die verschiedenen Behandlungsgruppen.

Tabelle 7: Wirksamkeit von Camptothecin gegentiber einem intrakranialen 9L-Gliosarkom bei Fischer-344-Rat-

ten
Behand- N Verfahren Dosis Mittle- Langzeit P-Wert®
lungs- der Arz- res tberle-
gruppe neimit- tber- bende®
telverab- leben
reichung (Tage)
Kon- 20 * Leeres intra- 19 0/20 -
trolle kraniales
EVAc
Syste- 20 i.p./* Camptothecin 23 0/5 NS¢
misches 20 mg/kg/Tag
Campto X 4 Tage
20
Syste- 5 i.p./* Camptothecin 11 0/s NS
misches 40 mg/kg/Tag
Campto X 4 Tage
40
Campto- 17 Intra- 50 % Beladung >120 10/17 <0,001
Polymer tumorales Durchschnitt-
EVAcC- liches Poly-
Polymer mergewicht =
9,2 mg

* Bezeichnet Behandlungsgruppen, die leere intratumorale EVAc-Scheiben erhielten.

@ Langzeitliberlebende lebten langer als 120 Tage.

® Ergebnisse eines nichtparametrischen Newman-Keuls-Tests, der Behandlungsgruppen mit einer Kontrolle
vergleicht.

°NS, nicht signifikant.

[0117] Camptothecin, das mittels des Polymers abgegeben wurde, verlangerte das Uberleben im Vergleich
zu Kontrollen signifikant, wobei 59% der Tiere langzeitig Uberlebten (Ianger als 120 Tage, P < 0,001). Die sys-
temische Verabreichung von Camptothecin erhdhte das Uberleben in Bezug auf Kontrollen nicht. Statt dessen
starben bei der héchsten getesteten Dosis, 40 mg/kg/Tag wahrend 4 Tagen, die Tiere vor den Kontrollen, ob-
wohl dieses Ergebnis statistisch nicht signifikant war. Kaplan-Meier-Uberlebenskurven sind in Fig. 5 gezeigt.
Es gab keine Zeichen von neurologischen oder Verhaltensanomalitaten, die bei einem der Tiere festgestellt
wurden.

[0118] Diese Daten zeigen, dass Camptothecin wirksam durch lokale Verabreichung mit einem Polymer mit
gesteuerter Freisetzung zur Verlangerung des Uberlebens bei Ratten, die intrakranial ein 9L-Gliosarkom imp-
lantiert erhielten, genutzt werden kann. Ferner zeigen die Daten, dass eine lokal gesteuerte Arzneimittelverab-
reichung die klinische Verwendung dieses hochwirksamen Arzneimittels ermdglicht, das wegen dessen Toxi-
zitat und engem therapeutischen Fenster systemisch nicht verwendet werden kdnnte.
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Beispiel 10: Toxizitat und Wirksamkeit von Carboplatin, das aus Polymeren mit nachhaltiger Freisetzung ab-
gegeben wird

[0119] Carboplatin (CBDCA) war als antineoplastisches Mittel gegentber sowohl primaren Tumoren des Zen-
tralnervensystems (ZNS) als auch mehreren soliden Tumoren, die haufig in das Hirn metastasieren, vielver-
sprechend. Unglucklicherweise ist CBDCA in seiner Verwendung fur Tumore im ZNS durch systemische Toxi-
zitat und schlechtes Durchdringen der Blut-Hirn-Schranke beschrankt. Diese Untersuchung testete die Toxizi-
tat und Wirksamkeit von Carboplatin, das von Polymeren mit nachhaltiger Freisetzung abgegeben wird, bei der
Behandlung experimenteller Gliome bei Nagetieren.

MATERIALIEN UND VERFAHREN

[0120] Polymerherstellung. Zwei getrennte Polyanhydridpolymersysteme, FAD:SA und pCPP:SA, wurden in
dieser Untersuchung unabhangig voneinander getestet. FAD:SA-Polymerscheiben wurden von Scios Nova
Inc. (Baltimore, MD) erhalten und wie bei Domb et al., Polymer Preprints 32, 219 (1991) beschrieben herge-
stellt. Die pCPP-SA-Polymere, die in einem 20:80-Verhaltnis formuliert wurden, wurden gemaf der Beschrei-
bung bei Chasin et al., Biopharm. Manufact. 1, 33 (1988) hergestellt. CBDCA wurde von Bristol Meyers Phar-
maceutical Company (Syracuse, New York) erhalten. Es wurde durch Mischungsschmelzen in pCPP:SA-Po-
lymer eingearbeitet.

[0121] Tiere. Mannliche Fischer-344-Ratten eines Gewichts von 200-250 g wurden von Harlan
Sprague-Dawley (Indianapolis, IN) erhalten und gemaR den Vorschriften des Johns Hopkins School of Medi-
cine Animal Care and Use Committee gehalten.

[0122] F-98-Gliominokulationen. 10000 F98-Gliomzellen wurden stereotaktisch in den linken Parietallappen
von Ratten gemaR der Beschreibung von Judy et al., J. Neurosurg. 82, 103 (1995), injiziert.

[0123] Polymerimplantation. Polymere von 3 x 1 mm wurden in das Hirn gemaR der Beschreibung von Judy
et al. (1995) platziert. Bei Toxizitatsuntersuchungen wurde Polymer am ersten Tag der Untersuchung implan-
tiert. Bei Wirksamkeitsversuchen wurden Polymere fiinf Tage nach der Injektion in die Tumorbetten implantiert.

[0124] Versuchsgestaltung. Drei Experimente wurden durchgefuhrt. Das erste ermittelte die Toxizitat von aus
dem FAD-Polymer abgegebenem Carboplatin. Das zweite testete die Wirksamkeit der hdchsten nichttoxischen
Polymerdosen unter Verwendung von FAD:SA-Polymer und drei systemischen Dosen gegentiber dem intra-
kranialen F98-Gliom. Das dritte verglich drei Dosen von aus dem pCCP:SA-Polymer freigesetztem CBDCA.
Bei allen drei Untersuchungen wurden die Tiere taglich auf Zeichen von neurologischer oder systemischer To-
xizitat und auf Uberleben beobachtet. Beim Tod eines Tieres wurde das Hirn unmittelbar entnommen und min-
destens funf Tage in gepuffertes Formalin gegeben. Die Probe wurde in Paraffin eingebettet, geschnitten und
mit Hdmatoxylin und Eosin zur histologischen Untersuchung angefarbt.

[0125] Zum Testen der Toxizitat erhielten finf Tiere pro Gruppe intrakraniale FAD:SA-Polymere, die 0%-, 3%-,
5%-, 7%- und 10%-Beladungsdosen von Carboplatin enthielten, gemaR der obigen Beschreibung.

[0126] Zum Testen der Wirksamkeit unter Verwendung von FAD:SA-Polymer erhielten Tiere intrakraniales
F98-Gliom. Am funften Tag nach der Operation erhielten Tiere im Polymerzweig des Protokolls FAD:SA-Poly-
mere, die mit 0%, 1%, 2% oder 5% Carboplatin beladen waren. Tiere in dem Zweig einer systemischen Che-
motherapie erhielten intrakranial leeres Polymer zusatzlich zu intraperitonealen Injektionen von Carboplatin
einmal pro Woche wahrend 3 Wochen, beginnend finf Tage nach der Tumorinokulation. Die drei systemischen
Dosen betrugen 10, 30 und 50 mg/kg/Woche. Die Zahl der Tiere in jeder Gruppe ist in Tabelle 8 aufgelistet.
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Tabelle 8: Uberleben bei Ratten mit intrakranialem F98-Gliom nach einer Behandlung mit Carboplatin, das mit-
tels FAD-SA-Polymer direkt in das Tumorbett oder durch systemische Injektion verabreicht wurde.

Behandlung Zahl Mittle- | Prozent- |Statistische
der res satz der | Analyse
Tiere Uber- 40 Tage
leben oder
mehr
Uberle-
benden
Kontrolle 28 16 Tage 0 %
Hohe Dosis 12 19 Tage 0 % p < 0,001
systemisch gegenlber
(50 mg/ Kontrolle
(kg/Woche)
Niedrige Dosis | 13 23 Tage 0% p < 0,001
systemisch gegenuber
(10 mg/ Kontrolle
(kg/Woche)
Lokale Verab- |38 32 Tage 5 % p < 0,001
reichung, mit gegeniiber
1 % beladenes Kontrolle
Polymer
Lokale Verab- |12 35,5 33 % p < 0,001
reichung, mit Tage gegenuber
2 % beladenes Kontrolle
Polymer
Mittlere Dosis | 4 36,5 25 % p = 0,001
systemisch Tage gegentber
(30 Kontrolle
mg/kg/Woche) p = 0,001
gegenuber
niedriger Dosis
systemisch
Lokale Verab- |15 53 Tage 60 % p < 0,001
reichung, mit gegeniiber
5 % beladenes Kontrolle
Polymer p = 0,0069 ge-
genuber 2%-Poly-
mer
p < 0,001 gegen-
uber hoher Dosis
systemisch
p < 0,001 gegen-
Uber niedriger
Dosis systemisch
p = 0,027 gegen-
Uber mittlerer
Dosis systemisch

[0127] Zum Testen der Wirksamkeit aufgrund von pCCP:SA-Polymer erhielten 32 Tiere eine intrakraniale In-
jektion eines F98-Tumors. Flunf Tage spater wurden die Tiere in vier Truppen von acht Tieren randomisiert ver-
teilt. Die Gruppe 1 erhielt leeres pCCP:SA-Polymer. Die Gruppen 2, 3 und 4 erhielten eine intrakraniale Plat-
zierung von pCCP:SA-Polymer, das mit 2%, 5% bzw. 10% CBDCA beladen war.

[0128] Eine statistische Analyse wurde unter Verwendung von EGRET- und SAS-Software durchgefiihrt. Ka-
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plan-Meier-Uberlebenskurven wurden bestimmt. Vergleiche zwischen Gruppen innerhalb eines Experiments
wurden mittels Zufalls/rationaler Analyse durchgefihrt.

ERGEBNISSE

[0129] Toxizitat. Die Toxizitat von lokal freigesetztem Carboplatin aus FAD:SA-Polymer wurde intrakranial bei
der Ratte getestet (Tabelle 9). Das FAD:SA-Polymer allein zeigte keine Toxizitat. Die 3%- und 5%-Beladungen
von Carboplatin riefen jeweils einen einzigen Todesfall 4 Tage nach der Implantation hervor. Uberlebende Tiere
waren neurologisch normal und erscheinen systemisch wohlbefindlich. Die Histologie zeigte Fibrose und Gli-
ose am Ort der Polymerplatzierung. Der darunterliegende Thalamus zeigte auf der Polymerseite einige Dege-
nerationsbereiche, jedoch nicht im kontralateralen Thalamus. Vier von funf Tieren, die 7% erhielten, und alle 5
der Tiere, die mit 10% beladenes Polymer erhielten, starben in den ersten 5 Tagen nach einer Polymerplatzie-
rung. Das mit 5% beladene Polymer war die héchste tolerierte Beladungsdosis (80% Langzeitiiberleben) und
aus diesem Grund wurde die 5%-Beladung von CBDCA in FAD:SA als die hochste Dosis fiir die Wirksamkeits-
untersuchungen gewahlt.

Tabelle 9: Toxizitat von intrakranialem Carboplatin, das durch FAD:SA-Polymere mit nachhaltiger Freisetzung
abgegeben wurde.

Beladungsdosis | Todesfalle Prozentsatz | Todestage

von CBCDP in in den von mehr

FAD:SA-Polymer | ersten 10 als 120

Tagen Tage Uber-
lebenden

0 % Beladung 0 % 100 % keine
Todesfalle

3 % Beladung 20 % 80 % Tag 4

5 % Beladung 20 % 80 % Tag 4

7 % Beladung 80 % 20 % Tag 3 (2 Tiere)
Tag 4 (2 Tiere)

10 % Beladung | 100 % 0% Tag 5 (5 Tiere)

Tabelle 10: Uberleben bei Ratten mit intrakranialem Gliom nach einer Behandlung mit Carboplatin, das mittels
pCCP:SA-Polymerfreisetzung in das Hirn lokal verabreicht wurde.

Behandlung Zahl der Mittleres Prozentsatz an
Tiere Uberleben 40 Tage oder

langer
Uberlebenden

Mit 10 % 8 8 Tage 12,5 %

beladenes

Polymer

Kontrolle 8 23 Tage 0 %

(leeres

Polymer)

Mit 2 % 8 46,5 Tage |75 $ p = 0,01

beladenes gegenuber

Polymer Kontrolle
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Mit 5 % 8 86,5 Tage |75 % p = 0,004
beladenes gegeniiber
Polymer Kontrolle

[0130] Wirksamkeit von aus FAD:SA-Polymer freigesetztem Carboplatin oder systemischem Carboplatin zur
Behandlung von experimentellem F98-Gliom.

[0131] Das intrakraniale F98-Gliom war fur unbehandelte Tiere bei einem Medianwert von 16 Tagen gleich-
formig todlich, wobei alle Tiere bis zum Tag 19 starben. Von den drei Beladungsdosen von CBDCA (1%, 2%
und 5% ), die als lokale Therapie fur intrakraniale F98-Gliome versucht wurden, war die 5%-Beladung von Car-
boplatin die wirksamste zur Verlangerung des Uberlebens (Tabelle 8). (Medianwert des Uberlebens = 53 Tage).
Es bestand eine friihe Toxizitat, da ein Tier (von 15) jeweils am Tag 9 und Tag 10 starb. Die 5%-Beladung war
statistisch besser als die Kontrolle (p < 0,001) und sie war auch besser als geringere Beladungsdosen zur Ver-
langerung des Uberlebens (p = 0,007). Ein Prozent- und zwei Prozent-Beladungen von FAD:SA verlangerten
ebenfalls das Uberleben signifikant ohne Zeichen von friiher Toxizitét.

[0132] Von den drei getesteten systemischen Dosen war die mittlere Dosis (30 mg/kg) die wirksamste (Medi-
anwert des Uberlebens = 36,5 Tage, p < 0,001 gegeniiber Kontrolle). Das mit 5 beladene Polymer war zur Ver-
langerung des Uberlebens bei Ratten mit F98-Gliom signifikant besser als die beste systemische Dosis (p =
0,027).

[0133] Die histologische Untersuchung zeigte, dass Tiere, die leeres Polymer oder ineffektive Dosen einer
systemischen Chemotherapie erhielten, an der Injektionsstelle grofle infiltrierende Tumore aufwiesen. Viele
Tiere, die die wirksamste Behandlung, mit 5% beladenes FAD:SA-Polymer, erhielten, hatten an der Injektions-
stelle einen kleinen oder keinen Tumor. Mehrere Langzeitiiberlebende in der lokalen 5%-Gruppe waren zum
Zeitpunkt des Todes frei von einem Tumor im Hirn. Jedoch wurden bei diesen Tieren gelegentlich grof3e infilt-
rative Tumore des Subarachnoidalraums des Rickenmarks mit Markinvasion beobachtet.

Wirksamkeit von aus pCCP:SA-Polymer freigesetztem CBDCA gegenliber F98-Gliom

[0134] Das mittlere Uberleben fiir Tiere, die leeres pCCP:SA-Polymer erhielten, (Tabelle 10) betrug 23 Tage.
Tiere, die mit 2% oder 5% beladenes pCCP:SA-Polymer erhielten, wiesen ein signifikant langeres Uberleben
von 46,5 bzw. 86,5 Tagen auf. Tiere, die mit 10% beladenes Polymer erhielten, wiesen ein mittleres Uberleben
von 8 Tagen mit funf von acht Tieren am Tag 8 auf. Dies legt Toxizitat nahe. Zwei von acht Tieren, die mit 5%
beladenes Polymer erhielten, starben frihzeitig (eines jeweils am Tag 9 und Tag 10). Es gab keine frihzeitigen
Todesfalle in der 2%-Polymergruppe. Mit Ausnahme von diesen friihen Todesfallen zeigten Autopsien, dass
die Tiere an der Injektionsstelle von F98 an groRen intrakranialen Tumoren starben.

[0135] Neurotoxizitdt wurde bei Tieren, die hohe Dosen einer interstitiellen Chemotherapie von CBDCA er-
hielten, bei beiden Polymersystemen beobachtet. Eine klare Dosis-Ansprechen-Kurve wurde mit einer zuneh-
menden Zahl vorzeitiger Todesfalle bei steigenden Dosen einer lokalen Chemotherapie beobachtet. Bei beiden
Polymersystemen starben Tiere, die mit 10% beladenes Polymer erhielten, bald nach der Implantation; mit 5%
beladenes Polymer zeigte eine gewisse friihzeitige Toxizitat, jedoch scheinbar nahe der maximal tolerierbaren
Dosierung. Niedrigere Dosen zeigten keine friihzeitige Toxizitat, waren jedoch mit einer niedrigeren Wirksam-
keit verbunden.

[0136] Bei dieser Untersuchung war eine 5%-Beladung von CBDCA in jedem der beiden Polyanhydridpoly-
mere zur Verlangerung des Uberlebens bei Ratten mit F98-Gliom klar wirksam. In mehreren klinischen Unter-
suchungen zeigten humane Gliome einen unterschiedlichen Grad des Ansprechens auf eine systemische Car-
boplatintherapie. Dieser Unterschied der Wirksamkeit zwischen In-vitro- und In-vivo-Beobachtungen kann
durch mehrere Griinde erklart werden, die Fehler bei der adaquaten Platzierung des Arzneimittels Gber die
Blut-Hirn-Schranke in den Tumor, eine systemische Toxizitat, die die Dosis unter eine therapeutische Konzen-
tration beschrankt, und Tumorzellbestandigkeit umfassen.

[0137] Eineinterstitielle Chemotherapie Uber biologisch abbaubare Polymere kann die Wirksamkeit durch An-
sprechen von allen dreien dieser Mechanismen erhdhen. Zunachst umgeht eine lokale Verabreichung von Pla-
tinarzneimitteln die Blut-Hirn-Schranke durch Verabreichung der Chemotherapie direkt in den Tumor. Wasser-
I6sliche Verbindungen, wie die Platinarzneimittel, weisen ein relativ schlechtes Eindringen in das ZNS auf. In-
folgedessen kann deren Wirksamkeit schwer beschrankt sein, wenn sie systemisch verabreicht werden. Zwei-
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tens kann eine lokale Verabreichung zu einer verringerten systemischen Toxizitat fuhren, wenn die
Blut-Hirn-Schranke (BBB) umgekehrt zur Verringerung einer systemischen Verbreitung des Arzneimittels ge-
nutzt wird. Bei experimentellen Untersuchungen erhéhte sich die maximal tolererierbare Dosis (LD;,) von CB-
DCA bei lokaler Verabreichung Uber Polymere im Vergleich zu systemischer Verabreichung vierfach, und die
CBDCA-Spiegel im Tumor waren hoch, wahrend systemische Spiegel niedrig blieben.

[0138] Folgerungen. Unter Berucksichtigung dessen, dass Carboplatin in vitro fir humane Gliomlinien cyto-
toxisch ist, Wirksamkeit gegenliber ZNS-Malignomen einschlieRlich eines Glioms bei klinischen Untersuchun-
gen zeigte und in dieser Untersuchung von einem Polymer wirksam gegentuber einem intrakranialen F98-Gli-
om bei Ratten abgegeben wurde, sollte von einem Polyanhydridpolymer abgegebenes Carboplatin in huma-
nen Untersuchungen der Phase | bewertet werden. Die direkte Abgabe von Carboplatin an der Hirntumorpo-
sition unter Verwendung von Polymeren mit nachhaltiger Freisetzung kann dessen therapeutischen Index ver-
bessern und dadurch dessen Wirkung gegen Hirntumore steigern.

[0139] Verfahren. Zwei biologisch abbaubare Polyanhydridpolymersysteme wurden mit CBDCA beladen und
unabhangig voneinander getestet. Dosis-Toxizitat-Untersuchungen wurden durch Platzieren von CBDCA-be-
ladenen Polymeren in dem Hirn von Ratten durchgefiihrt. Die héchsten nichtletalen Dosen wurden dann in die
Hirne von Ratten fuinf Tage nach einer Injektion von F-98-Gliomzellen an der gleichen Position implantiert. Das
Uberleben von Tieren, die Polymer erhalten hatten, wurde mit dem von Tieren, die systemische CBDCA-Dosen
erhielten, verglichen.

[0140] Ergebnisse. CBDCA-Polymer wurde in Dosen bis zu einer Beladung von 5% gut toleriert. Lokal abge-
gebenes CBDCA war zur Verlangerung des Uberlebens von Ratten mit F98-Gliomen wirksam. Maximales
Uberleben wurde bei einer 5%-Beladung von jedem der beiden Polymere beobachtet, wobei das mittlere Uber-
leben auf das Zwei- bis Dreifache gegeniliber der Kontrolle erhéht war (p < 0,004). Optimale Dosen von syste-
mischem CBDCA verlangerten das Uberleben signifikant. Die beste Polymerdosis war signifikant starker wirk-
sam als die beste systemische Dosis.

[0141] Folgerungen: Carboplatin ist zur Verlangerung des Uberlebens bei Nagetieren mit experimentellen Gli-
omen bei Verabreichung mittels Polyanhydridpolymeren mit nachhaltiger Freisetzung wirksam. Lokal verab-
reichtes Carboplatin ist zur Verlangerung des Uberlebens in einem Gliommodell stirker wirksam als systemi-
sches Carboplatin.

Patentanspriiche

1. Chemotherapeutische Zusammensetzung, umfassend

eine biologisch kompatible synthetische Polymermatrix in Form eines Films, Réhrchens oder Mikroimplantats,
wie ein Mikropartikel, eine Mikrokapsel oder ein Mikrokugelchen,

die eine bei einer In-vivo-Freisetzung an der Stelle eines Tumors zur Hemmung des Tumorwachstums wirksa-
me Menge eines wasserunldslichen, relativ lipidunléslichen chemotherapeutischen Mittels (im Vergleich zu
BCNU (1,3-Bis(2-chlorethyl)-1-nitrosoharnstoff)) enthalt, wobei das chemotherapeutische Mittel in die synthe-
tische Polymermatrix eingebaut ist und aus dieser durch Abbau der Polymermatrix oder Diffusion des Mittels
aus der Matrix tber einen Zeitraum von mindestens acht Stunden freigesetzt wird.

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das chemotherapeutische Mittel Paclitaxel oder ein funkti-
onal wirksames Derivat ist.

3. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei das chemotherapeutische Mittel Camptothecin oder ein
funktional wirksames Derivat ist.

4. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei die Polymermatrix biologisch abbaubar ist.

5. Zusammensetzung nach Anspruch 4, wobei die Polymermatrix aus einem Polymer gebildet ist, das aus
der aus Polyanhydriden, Polyhydroxysauren, Polyphosphazenen, Polyorthoestern, Polyestern, Polyamiden,
Polysacchariden, Polyproteinen und Copolymeren und Gemischen derselben bestehenden Gruppe ausge-
wahlt ist.

6. Zusammensetzung nach Anspruch 1, wobei die Polymermatrix aus Ethylenvinylacetat gebildet ist.

7. Zusammensetzung nach Anspruch 1, die ferner biologisch aktive Verbindungen umfasst, die aus der aus
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anderen Chemotherapeutika, Antibiotika, antiviralen Mitteln, entziindungshemmenden Mitteln, Targeting-Ver-
bindungen, Cytokinen, Immuntoxinen, Antitumorantikérpern, Antiangiogenesemitteln, Antiédemmitteln, strah-
lenempfindlich machenden Mitteln und Kombinationen derselben bestehenden Gruppe ausgewahlt sind.

8. Verwendung eines wasserunldslichen, relativ lipidunléslichen chemotherapeutischen Mittels (im Ver-
gleich zu BCNU) bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung eines Patienten mit einem Tumor,
wobei das chemotherapeutische Mittel in einer zur Hemmung des Wachstums eines festen Tumors wirksamen
Menge lokal nahe dem oder in den Tumor verabreicht wird, wobei die systemische Verabreichung der gleichen
Dosierung des chemotherapeutischen Mittels zur Behandlung von Tumoren nicht wirksam ist oder vom Pati-
enten nicht gut toleriert wird, und wobei das chemotherapeutische Mittel in eine synthetische Polymermatrix
eingebaut ist und aus dieser durch Abbau der Polymermatrix oder Diffusion des Mittels aus der Matrix tUber
einen Zeitraum von mindestens 8 Stunden freigesetzt wird und die Zusammensetzung in der Form eines Films
oder Roéhrchens oder in der Form von Mikroimplantaten vorliegt und durch Injektion oder Infusion verabreicht
wird.

9. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das chemotherapeutische Mittel Paclitaxel oder ein funktional
wirksames Derivat ist.

10. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das chemotherapeutische Mittel Camptothecin oder ein funktio-
nal wirksames Derivat ist.

11. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das chemotherapeutische Mittel durch direkte Infusion an den Tu-
mor aus einem Reservoir abgegeben wird.

12. Verwendung nach Anspruch 8, wobei das chemotherapeutische Mittel durch Implantation einer biolo-
gisch kompatiblen Polymermatrix, die das chemotherapeutische Mittel enthalt, lokal abgegeben wird.

13. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Polymermatrix biologisch abbaubar ist.

14. Verwendung nach Anspruch 13, wobei die Polymermatrix aus einem Polymer gebildet ist, das aus der
aus Polyanhydriden, Polyhydroxysauren, Polyphosphazenen, Polyorthoestern, Polyestern, Polyamiden, Poly-
sacchariden, Polyproteinen und Copolymeren und Gemischen derselben bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

15. Verwendung nach Anspruch 8, wobei die Polymermatrix aus Ethylenvinylacetat gebildet ist.

16. Verwendung nach Anspruch 8, die ferner das Verabreichen von Strahlung an den Patienten in Kombi-
nation mit der Zusammensetzung umfasst.

17. Verwendung nach Anspruch 8, die ferner ein Verabreichen von biologisch aktiven Verbindungen, die
aus der aus anderen Chemotherapeutika, Antibiotika, antiviralen Mitteln, entzindungshemmenden Mitteln,
Targeting-Verbindungen, Cytokinen, Immuntoxinen, Antitumorantikdrpern, Antiangiogenesemitteln, Antiédem-
mitteln, strahlenempfindlich machenden Mitteln und Kombinationen derselben bestehenden Gruppe ausge-
wahlt sind, mit dem chemotherapeutischen Mittel umfasst.

18. Zusammensetzung gemaf der Definition in einem der Anspriche 1 bis 7 zur Verwendung in der Medi-
zin.

19. Verwendung nach einem der Anspriche 8 bis 17, wobei der Patient einen Hirntumor hat.
20. Chemotherapeutische Zusammensetzung gemaf einem der Anspriiche 1 bis 7 oder Verwendung nach

einem der Anspriiche 8 bis 17 oder 19, wobei das chemotherapeutische Mittel in der Polymermatrix zu zwi-
schen 10 und 50 (Gew/Gew) eingebaut ist.

Es folgen 3 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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