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Pouziti biodegradovatelnych mikrokuli¢ek uvoliiujicich protinadorovou
latku pro pripravu léku k 1é¢bé glioblastomii.

Oblast techniky

Zadost se tyka pouZiti biodegradovatelnych mikrokulicek uvoliujicich

protinadorovou latku pro pfipravu léku k 1é¢be glioblastom.

Dosavadni stav techniky

Glioblastom patii mezi vzdcna onemocnéni registrovand National

Organization for Rare Disorders.

Maligni gliové nadory jsou pivodni nadory centralniho nervového systému
a predstavuji 13 az 22 % vnitrolebeCnich nédord. Na histologické trovni
rozeznavdme dva typy malignich gliovych nadorG: anaplastické astrocytomy a
glioblastomy, které predstavuji nejméné diferenciovanou formu téchto nadort.

V soutasné dob& neexistuje udinna 1é¢ba malignich gliovych nédord.
Pacienti postiZeni glioblastomem nepteZivaji déle neZ jeden rok i pfesto, kdyZ se
k chirurgickému zakroku pfidruzi chemoterapie a radioterapie.

Lé&ba malignich gliovych nadorii je omezena zvlaté tfemi skuteCnostmi.

Prvni je existence hematoencefalické bariéry (BHE), kterd izoluje centralni
nervovy systém od zbytku organizmu. BHE propousti pouze molekuly malych
rozmé&ri, které jsou rozpustné v tucich. Ostatni molekuly je nutno podavat ve velmi
vysokych dévkach, aby dosahly centralniho nervového systému, a to za cenu

vyznamnych vedlej$ich ucinkd.

Druhy faktor omezujici G&innost 1é&by gliovych nadord je infiltrujici
povaha téchto nadorti. Vzhledem k tomu, Ze je mozek vysoce funk¢ni organ, je
nemoZné v ném provést rozsahly chirurgicky zdkrok v onkologickém smyslu slova.
Jakkoli je vynéti nadoru tplné, stéle zistava pouze makroskopicky iplnym vynétim,
které zanechavé velky polet nddorovych bunék infiltrovanych do stény dutiny po
vynéti nadoru. Mnozi autofi dale ukézali Ze 90 % operovanych malignich gliovych
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nadorti nasledné ofetfenych radioterapii recidivuje v oblasti dvou centimetrt od

puivodniho mista nadoru.

Posledni faktor omezujici uinnost 1é¢by gliovych nadorti je nizky
terapeuticky index. Nadorové builky se ukryvaji za normélni a extrémné kiehkou
tkani, citlivon na podrazdéni zpisobené radioterapii nebo nékterymi
protinddorovymi ldtkami. Proto je t&ké zniCit nadorové buiiky bez soucasncho

zni¢eni normalnich nervovych bunék.

Pokroky dosazené v 1é&b& gliovych nadort jsou nedostate¢né (Kornblith
PL, Walker M, Chemotherapy for malignant gliomas. J. Neurosurg, 68:1-17, 1988 ;
Shapiro WR, Green SB, Burger PC, Selker RG, VanGilder JC, Robertson T,
Mahaley SM, A randomized comparaison of intra-arterial versus intravenous BCNU
with or without intravenous S5-fluorouracil, for newly diagnosed patients with
malignant glioma, J. Neurosurg. 76:772-781, 1992).

V soutasné dobé je klasicka 1é¢ba glioblastomy nésledujici po chirurgické
resekci zaloZena na externi radioterapii. Neumoziiuje prodlouZit dobu Zivota na vice
neZ jeden rok. Spojeni radioterapie s chemoterapii zaloZenou na 1-(2-chloroethyl)-3-
cyklohexyl-1-nitroso-urei (BCNU) je uginné pouze na anaplastickych
astrocystomech. Je malym p¥inosem, nebot’ zvySuje procento Zijicich pacientd az
teprve v osmnacti m&sicich. Délka pieZiti se pfitom neméni.

Imunoterapie se nikdy neprosadila a genetickd terapie se teprve musi

osvédcit.

Bylo testovano n&kolik postupt cilenych na zvySeni lokalni koncentrace
protinddorovych latek, jako je osmotické poruSeni hematoencefalické baricry,
injekce do mozkomi¥niho moku nebo do arteria carotis, transport léku do nitra
nadoru pomoci podkoZnich rezervoird (Tamargo RJ et Brem H, Drug delivery to the
central nervous system, Neurosurgery Quaterly, 2: 259-279, 1992). Zadny z téchto
postupti nemohl zvy3it dobu pfeZiti pacienti a nékteré se ukéazaly byt vysoce

toxické.

B&hem poslednich let lékaisky farmaceuticky vyzkum umoznil vyvoj
implantovatelnych polymernich systému, které chrani G¢inné latky pied degradaci a
umoziiuji jejich uvolnéni kontrolovanym zpiisobem b&hem stanovené doby a
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zéroveti snizuji vedlej$i systémové efekty. Vyhody téchto implantovatelnych
polymernich systémé nedavno podnitily n&kolik skupin ke studiu jejich aplikace
v patologii centralniho nervového systému (Langer R, Polymer implants for drug
delivery in the brain, J. Controlled Release, 16: 53-60, 1991). Konkrétn€ takové
systémy implantované do stény po odstranéni malignich gliomi opozduji
nadorovou recidivu a prodluzuji Zivot pacienta. V okoli operani dutiny pfetrvavaji
izolované maligni butiky odpovédné za 90 % recidiv a vznikaji v oblasti 2 cm od
operovaného mista. V této oblasti je nervova tkai funkeni a hematoencefalicka

bariéra je dosud nedotlena, coZ omezuje UCinnost b&Zné chemoterapie a

radioterapie.

Byly vyvinuty a na zvifatech otestovany rozlicné implantovatelné

polymerni systémy uvolitujici 0¢inné molekuly.

Pes skromné vysledky v klinickych studiich byl vyvinut systém
biodegradovatelnych diski sloZenych z PCPP-SA (poly[1,3-
bis(karboxyfenoxy)propan-ko-sebakova  kyselina]) a  uvolfiujicich BCNU
(GLIADEL®) (Brem H, Polymers to treat brain tumors, Biomaterials 11: 699-701,
1990; Brem H, Mahaley MS, Vick NA, Black KL, Schold SC, Eller TW, Cozzens
JW, Kenealy JN, Interstitial chemotherapy with drug polymer implants for the
treatment of recurrent gliomas, J. Neurosurg 74: 441-446, 1991; Brem H, Walter
‘KA, Langer R, Polymers as controlled drug delivery devices for the treatment of
malignant brain tumors, Eur J Pharm Biopharm, 39 (1): 2-7, 1993; Brem H,
Piantadosi S, Burger PC, Walker M, et al., Placebo-controlled trial of safety and
efficacy of intraoperative controlled delivery by biodegradable polymers of
chemotherapy for recurrent glioma, Lancet, 345: 1008-1012, 1995).

Byly ptipraveny mikrokulitky uvoliiujici BCNU, ale vysledky studii u
zvifat byly madlo povzbuzujici (Torres Al, Boisdron-Celle M, Benoit JP,
Formulation of BCNU-loaded microspheres: influence of drug stability and
solubility on the design of the microencapsulation procedure, J. Microencapsulation,
13: 41-51, 1996; Painbéni T, Venier-Julienne MC, Benoit JP, Internal morphogogy
of poly(D,L-lactide-co-glycolide) BCNU-loaded microspheres. Influence on drug
stability, Eur. J. Pharm. Biopharm, 1998, 45, 31-39).




Podstata vynalezu

Vynalez se tyka pouZiti implantovatelnych biodegradovatelnych
mikrokulicek, které uvoliuji protinddorovou latku, k 1é¢b€ glioblastomu. PouZiti
t&chto mikrokuli¢ek je spojeno s radioterapii a chirurgii. Po vyjmuti nddoru jsou do
tkang v operaéni duting injekci implantovany biodegradovatelné mikrokuli¢ky, které
uvoliuji protinadorovou ltku. Nejpozdéji do sedmi dnii po zdkroku se piistoupi

k radioterapii.

Diky pouZiti téchto mikrokuli¢ek Zadatel dokdzal velmi vyhodnym
zptisobem prodlouzit dvakrat dobu pieziti pacientd trpici glioblastomem. Pouziti
mikrokuli¢ek podle vynilezu skute&n& umoZiluje dosdhnout doby preZiti nejméné

90 tydnd.

Vynalez se tedy tyka pouziti biodegradovatelnych mikrokuli¢ek, které
uvoliiuji radiosenzibilizujici protinadorovou latku, pro vyrobu léku urceného k 1é€bé
glioblastomu za sou¢asného, oddé€leného nebo v Case rozprostfeného pouZiti
s radioterapii, tyto mikrokuli¢ky jsou uréeny k implantaci do operacni dutiny po
vyjmuti gliového nadoru. Vynéalez se vyznaluje tim, Ze mikrokuli¢cky obsahujici
protinidorovou litku jsou obaleny polymerem zpoZdujicim uvoliovani
protinadorové latky a udrZujicim v parenchymové oblasti v pribéhu ¢asu jeji
terapeuticky G¢innou koncentraci, tak aby se doséhlo u takto 1é¢enych pacienti doby
preziti nejméné 90 tydndi, vyhodng 130 tydni a jest€ vyhodnéji 160 tydnl.

Mikrokulitky pouZité vramci vynalezu obsahuji protinddorovou latku,
kterd je prednostné hydrofilni a/nebo nepronika hematoencefalickou bariéru. Je
vyhodné, kdy# protinadorova latka neni pro centralni nervovy systém toxicka. Tato
protinadorova latka piisobi pfednostné na délici se buiiky.

Protinadorova latka je tvofena jednou protinadorovou radiosenzibilizujici
sloudeninou nebo smési protinadorovych sloucenin obsahujici nejméné jednu
protinadorovou radiosenzibilizujici slouCeninu, tzv. protinadorové slouceniny jsou
vybrany ze skupiny obsahujici 5-fluorouracil(5-FU), platinu jako karboplatina a
cisplatina, taxany jako docetaxel a paklitaxel, gemcitabin, VP16, mitomycin,
idoxuridin, inhibitory topoizomerazy I jako irinotekan, topotekan a camtotheciny,
nitrosourei, jako BCNU, ACNU nebo MCNU, methotrexat, bleomycin, adriamycin,
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cytoxan a vinkristin, imunomodula¢ni cytokiny jako IL2, IL6, IL12 a ILI3 a

interferony.
Protinadorova latka je pfednostné 5-FU

5-FU je stara a dobfe znama antimitoticka latka. Je to hydrofilni latka, ktera
prochazi velmi slab& hematoencefalickou bariérou, jeji aktivita je tedy zvySovana
lokalnim podanim (Bourke RS, West CR, Chheda G et al., Kinetics of entry and
distribution of 5-fluorouracil in CSF and brain following intravenous injection in
primate, Cancer Res, 33: 1735-1746, 1973; Gerosa MA, Dougherty DV, Wison CB,
Rosenblum ML, Improved treatment of a brain tumor model, Part 2: Sequential
therapy with BCNU and 5-fluorouracil, J. Neurosurg. 58: 368, 1983; Kotsilimbas
DG, Karpf R, Meredith S, Scheinberg LC, Evaluation of parenteral 5-FU on
experimental brain tumors, Neurology, 16: 916-918, 1966; Levin VA, Edwards MS,
Wara WM, Allen J, Ortega J, Vestnys P, 5-fluorouracil and 1-(2-chloroethyl)-3-
cyclohexyl-1-nitrosourea (CCNU) followed by hydroxyurea, misonidazole and
irradiation for brain stem gliomas: a pilot study of the brain tumor research center
and the children cancer group, Neurosurgery, 14: 679-681, 1984; Oda Y, Tokuriki
y, Tsuda E, Handa H, Kieler J, Trial of anticancer pellet in malignant brain tumours,
5-FU and urokinase embedded in silastic. Proceeding of the 6th European Congress
of Neurosurgery, Acta neurochirurgica, Suppl. 28: 489-490, 1979; Penn RD, Kroin
JS, Harris JE, Chiu KM, Braun DP, Chronic intratumoral chemotherapy of a rat
tumor with cisplatin and fluorouracil, Appl. Neurophysio, 46: 240-244, 1983;
Shapiro WR, Studies on the chemotherapy of experimental brain tumors: Evaluation
of 1-(2-chloroethyl)-3-cyclohexyl-1-nitrosourea, Vinscristine and 5-Fluorouracil, J.
Nat. Cancer Institute, 46(2), 359-368, 1971; Shapiro WR, Green SB, Burger PC,
Selker RG, VanGilder JC, Robertson JT, Mahaley SM, A randomized comparison
of intra-arterial versus intravenous BCNU with or without intravenous 5-
fluorouracil, for newly diagnosed patients with malignant glioma, J. Neurosurg, 76:
772-781, 1992; Soloway AH, Mark VH, Dukat EG et al., Chemotherapy of brain
tumors. I-Transplanted murine ependymoblastomas, Cancer Chemother Rep., 36: 1-

4, 1964).

Aktivita 5-FU je rovn&Z zvySena pii prodlouZeném podavani. 5-FU je latka,
jejiz Gi¢inek je vyvolan interferenci se syntézou nukleovych kyselin. Studie ukazaly,
e pouze 30 az 50 % bun&k maligniho mysiho gliomu (L9) a 14 aZ 44 % bunék
maligniho lidského gliomu se v kaZdou chvili déli. Navic jsou doby bunécncho
cyklu glioblastomu dlouhé (20 hodin pro gliom L9, 3 az 7 dni pro lidsky
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glioblastom). Klirens 5-FU v plazmé je rychld (polo¢as 30 min) (Neuwelt EA,
Barnett PA, Frenkel EP, Chemotherapeutic agent permeability to normal brain and
delivery to avian sarcoma virus-induced brain tumors in the rodent: observation on
problems of drug delivery, Neurosurgery, 14: 154-160, 1984). 5-FU tedy nemuZe
pi systémovém podani nebo lokélni injekei znicit velky pocet malignich bunek.

5-FU zasadné pisobi na rychle se obnovujici tkédn€ a je vyjimé&né
neurotoxicky. 5-FU zasahuje do syntézy nukleovych kyselin, které rychle rostouci
tkan& velmi potiebuji, aby zajistily svou proliferaci a regeneraci. To samoziejmé
neni piipad mozkové tkang, kde je mitéza za normalniho stavu vzacna, a dochazi
k ni pouze v samotném centru gliové populace. Toxické efekty 5-FU omezujici jeho
podavani bé&Znou cestou jsou hlavné hematologické a gastrointestinalni. Byly
publikovany pouze vzécné sekunddrni neurologické ulinky 5-FU, jejich
ctiopatogeneze je méalo zndmé a je dusledkem vice faktori (blokovéni Krebsova
cyklu katabolytem 5-FU nebo zesileni pfedem existujiciho nedostatku thyaminu
(Aoki N, Reversible leukoencephalopathy caused by S-fluorouracil derivatives,
presenting as akinetic mutism, Surg Neurol, 25: 279-282, 1986; Moore DH, Fowler
WC, Crumpler LS, 5-fluorouracil neurotoxicity, case report, Gynecol Oncology, 36:

152-154, 1990).

Konetné 5-FU je radiosensibilizujici latkou (Koutcher JA, Alfieri AA,
Thaler h et al., Radiation enhancement by biochemical modulation and 5-FU, Int. J.
Radit. Biol. Phys., 39: 1145-1152, 1997). Vétsi ucinek spojeni 5-FU s radioterapii
v kazdém jednotlivém lé&eni byl prokéazén jiz v 60. letech na zvitecich modelech a
na nadorovych buiikich in vitro (Bagshaw M, A possible role of potentiation in
radiation therapy, Amer J. Roentgenol, 85: 822-833, 1961; Vietti T, Eggerding F,
Valeriote F, Combined effect of X-radiation and 5-fluorouracil on survival of
transplanted leukemic cells, J. Natl. Inst., 47: 865-870, 1971). Tento synergicky
utinek 5-FU je pravdépodobné zpiisoben synchronizaci nddorové bunééné populace
a omezenim bun&¢nich reparaénich mechanizmi. Na ¢lovéku se jiz také zkouselo
spojeni 5-FU s antipyrimidinem (5-FU nebo BrudR) (Goffman TE, Dachowski LJ,
Bobo H et al., Long term follow-up on national cancer institute phase I/II study of
glioblastoma multiforme treated with iododeoxyuridine and hyperfractionated
irradiation, J Clinical Oncology, 10: 264-268, 1992). Absenci piimé udinnosti zde

Ize vysvétlit systémovym podavanim léCiva.
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Jestlize je protinddorovou litkou 5-FU, koncentrace protinadorové latky
v mozkomi$nim moku, ktera odraZi koncentraci v parenchymovém prostoru, je 3 az

20 ng/ml.

Pro omezeni neurotoxicity protinddorové latky obsazené v mikrokulickdch
pouZitych vramci tohoto vynalezu, lze k protinddorové litce vyhodn€ pfidat
neuroprotektivni sloudeninu. Tato neuroprotektivni sloudenina je vybréna mezi
peptidovymi ristovymi faktory jako je NGF nebo BDNF.

Biodegradovatelné mikrokuli¢ky pouZité vramci vynalezu jsou obaleny
polymerem, ktery zpoZduje uvoliiovani protinddorové latky, a udrZuje
v parenchymovém prostoru jeji terapeuticky u¢innou koncetraci v pribéhu nejmené

tfi tydnd, pfednostné nejméné Ctyt tydni.

Polymer je vybran z nasledujicich latek: ethylceluléza, polystyren, poly(e-
caprolacton), poly(kyselina d,l-mlétnd) a poly(kyselina d,l-mlé¢né-ko-kyselina

glykolova).

Polymer je prednostng poly(kyselina d,I-mlé¢na-ko-kyselina glykolové)
nebo PLAGA, ktery je autorizovanym biodegradovatelnym polymerem pro piipravu
farmaceutickych piipravki s prodlouZenym uvoliiovanim G¢inné latky (na rozdil od
PCPP-SA, ktery neni schvalen pro $iroké klinické pouZiti).

Poly(kyselina d,]-mlé¢na-ko-kyselina glykolova) je pfednostné PLAGA
50:50 (i.e. obsahujici stejné mnozstvi kyseliny mlééné a kyseliny glykolove),
napiiklad Resomer® RG 506 dodavany BI Chimie, France, o molekulové hmotnosti
72000, s polydisperznim indexem 1,8 a inherentni viskozitou 0,80 dl/g (0,1% roztok

polymeru v chloroformu pfi 25 °C).

PLAGA je hydrofobni kopolymer, znéhoZ hydrolytickou degradaci
vznikaji dva normalni biologické substraty, kyselina mlécna a kyselina glykolova,
metabolyzované na konci aerobni glykolyzy na COp a Hp0. Dnes jiZ staré studie
ukazaly, Ze dychaci fetézec je hlavni cestou odbourdvani t&chto dvou substrati.
Rychlost biodegradace PLAGA zavisi na vzijemném poméru kyseliny mléné a
kyseliny glykolové. PLAGA je dokonale biokompatibilni a vyvolava mirnou reakci
k cizorodym latkam (Visscher GE, RL Robinson, HV Mauding, Fong JW, Pearson
JE, Argentiers GJ, Biodegradation of and tissue reaction to 50: 50 poly(DL-lactide-
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co-glycolide) microcapsules, J. Biomed. Mat. Res. 19: 349-365, 1985). PLAGA se
objevuje ve sloZeni chirurgickych niti (Frazza EJ, Schmidt EE , A new absorbable
suture, J. Biomed. Mater. Res., 5: 43-58, 1971) a farmaceutickych podkoZné
implantovatelnych forem (Jalil R, Nixon JR, Biodegradable poly(lactic acid) and
poly(lactide-co-glycolide) microcapsules: problems associated with preparative
techniques and release properties (Review), J. Microencapsulation, 7: 297-325,
1990). Bylo dokézano, e mikrokulicky PLAGA 50:50 mohou byt sterilizovany
zéfenim vy, a pokud jsou stereotakticky implantovany do mozku hlodavce, jsou
celkové biodegradovany do dvou mésict a zpisobuji pouze mirnou nespecifickou
reakci astrocytarniho a histiocytarniho typu (Menei P, Daniel V, Montero-Menei C,
Brouillard M, Pouplard-Barthelaix A, Benoit JP : Biodegradation and brain tissue
reaction to poly(DL-lactide-co-glycolide) microspheres, Biomaterials 14: 470-478,
1993; Menei P, Croue A, Daniel V, Pouplard-Barthelaix A, Benoit JP: Fate and
biocompatibility of three types of microsheres implanted into the brain, J. Biomed
Mat Res, 28, 1079-1085, 1994). Tento posledni vysledek byl od té doby potvrzen
Kou JH, Emmett C, Shen P et al., Bioerosion and biocompatibility of poly(d,l-
lactic-co-glycolic acid) implants in brain, J Control Release, 43, 123-130, 1997.

Biodegradovatelné mikrokulicky podle vyndlezu maji pfednostné stiedni
pramér 48 + 20 pm, pfednostné 46 £ 7 pm. Obsahuji 15 % aZ 35 % hmotnostnich
protinadorové latky, prednostng 19 % az 27 % hmotnostnich 5-FU, prednostné jesSte
20 % hmotnostnich 5-FU a 65 % az 85 % hmotnostnich polymeru.

V ramci tohoto vynalezu jsou obvzla§té upiednostiiovany mikrokulicky
obsahujici PLAGA 50:50, které slouZi jako vehikulum pro 5-FU.

Mikrokulitky obsahujici PLAGA 50:50, které slouZi jako vehikulum pro 5-
FU, mohou in vitro uvoliiovat 5-FU po dobu 21 dni. In vivo, implantovany
podkozné kralikovi, dovoli tyto mikrokuli¢ky dosahnout vyrovnané koncentrace 5-
FU v plazm& béhem 23 dndi. Stéle in vivo a v mozku hlodavci jsou krystaly 5-FU
pozorovatelné v mikrokuligkach nejméné do devatenactého dnu. Po intracerebralni
implantaci PLAGA-5-FU mikrokuli¢ek (7 mg/kg 5-FU) kralikovi nejsou v séru
detekovany 7adné stopy 5-FU, coZ naznaduje témef nulovy pfechod drogy do

systémového ob¢hu.

Po intracerebralni implantaci PLAGA-5-FU mikrokuli¢ek v celkové déavce
17 mg/kg 5-FU nebyly pozorovany Zadné znamky systémové toxicity ani Zadné
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znamky klinické nebo histologické neurotoxicity. Ve frakcionované davce 24 Gy je
spojeni 5-FU mikrokuliek s cerebralni radioterapii dokonale tolerovano. (Menei P,
Vectorisation dans le SNC par implantation stéréotaxique de microspheres, These
d'Université en Sciences Pharmaceutiques, Université d'Angers, 1995). Nakonec
tyto mikrokuli¢ky implantované stereotakticky do nitra maligniho gliomu
vyvinutého u krysy (gliom C6) vyznamné snizuji imrtnost (Menei P, Boisdron-
Celle M, Croue A, Guy G, Benoit JP, Effect of stereotactic implantation of
biodegradable 5-fluorouracil-loaded microspheres in normal and C6-glioma bearing
rats, Neurosurgery, 39: 117-124, 1996).

Vyhodnym zpfisobem jsou mikrokulicky ptevedeny do suspenze ve
sterilnim roztoku. Suspenze je injikovéna do stén opera¢ni dutiny po vyjmuti

nadoru.

Sterilni roztok obsahuje pfednostné:

- 1 % az 1,5 %, prednostn& 1,25 % hmotnostnéobjemovych latky zvySujici
viskozitu, naptiklad sodnou sil karboxymethylcelulozy,

- 0,5 % az 1,5 %, prednostn& 1 % tenzidu, napiiklad polysorbatu 80® 3

- 3,5 % a2 4,5 %, prednostné 4 % izotonizujici latky, naptiklad manitolu.

Mikrokulicky jsou piednostné prevedeny do suspenze rychle a t€sné pied
injekci. Suspenze piednostné obsahuje 3 ml vySe popsaného sterilniho roztoku a 700
aZ 800 mg biodegradovatelnych mikrokuli¢ek.

Po potvrzeni glioblastomové diagnozy a makroskopickém vyjmuti gliového
nadoru je suspenze mikrokulitek implantovana do stén opera¢ni dutiny do hloubky
nejméné dvou centimetrti, pfednostné 2 az 3 centimetrl, na nejméné kazdy cm2.

Pokud je protinadorovou latkou 5-FU, celkova davka injikované suspenze
odpovida 50 az 200 mg 5-FU.

Radioterapie je zaostiena na oblast nddoru, ozafeny objem obsahuje
preoperaéni nador s okrajem nejméné dvou centimetrii ve viech smérech a je
aplikovana celkova davka 50 aZ 60 Gy.
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Radioterapie je zahdjena pfednostné mezi druhym a sedmym dnem
nasledujicim po operaci. Celkova davka 50 aZ 60 Gy je rozloZena na dobu 4 az 8
tydnt, napfiklad 5 davek za tyden.

Radioterapie je pfednostng provedena s celkovou davkou 60 Gy béhem Sesti
tydnd, prednostng jesté s péti davkami tydné béhem 6,5 tydnd.

Po injekci mikrokulicek hned po vyjmuti nddoru jedna nebo vice novych
injekci mikrokuli¢ek mohou byt stereotakticky provedeny v piipad€ navratu nadoru.

Mikrokuli¢ky pouzité v ramci vynalezu mohou byt pfipraveny emulzné-
extrakéni technikou, podle jedné varianty popsané Boisdron-Celle M, Menei P,
Benoit JP: Preperation of biodegradable 5-fluorouracil-loaded microspheres, J

Pharm Pharmacol, 47, 108-114, 1995.

Vynalez se zaroveii tykd postupu piipravy mikrokulicek obsahujicich
protinadorovou latku obalenou polymerem a pouZitych podle vynalezu. Dulezité
kroky vtomto postupu spolivaji v pkipravé organické féze, ve které jsou
protinadorova latka a polymer dispergovany v organickém rozpoustédle. Organicka
a vodna fize jsou prevedeny na emulzi, potom je organické rozpoustédlo
extrahovéano pfidanim vody. Nakonec je ziskana suspenze mikrokuli¢ek filtrovana.

Postup v tomto vyndlezu se v prvni fadé vyznaCuje tim, Ze protinadorova
latka je dispergovana v organickém rozpoustédle za silného michéani pfed pfidanim

polymeru.

Podle tprav zavedenych do postupu podle difvéjsiho stavu techniky je
i¢inna latka drcena v drtiéi s planetarni kuli¢kou. Velikost ziskanych krystald je 15
az 50 um. Velikost krystalt uréenych k zapouzdieni a jejich disperze jsou zésadni
kriteria pro zvladnuti vy$e zapouzdieni a kinetiky uvoltiovani i¢inné latky in vitro.

Utinna latka je potom a je§té pfed pfidénim polymeru dispergovana
v organickém rozpoustédle, prednostng v dichloromethanu, ve zkumavce s kulatym

dnem, za michani homogeniza¢ni tyc¢inkou.
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Homogenizace umozni ziskani homogenni suspenze, zmirnéni rozdili mezi
riznymi SarZemi proslymi drcenim a zmen3eni velikosti krystalil i¢inné latky .

Organicka fize je pfipravena v rozpoustédle bez druhého rozpoustédla.
Nepiitomnost druhého rozpoustédla umoziiuje zpomalit precipitaci polymeru béhem

emulgacni faze a zaroveii jsou ziskané Castice méné porézni.
Disperze (i¢inné latky je pfelita do prvniho reaktoru.

Polymer se pfidd v poméru 8 az 13 % hmotnostnich, pfednostn€ v pomeéru
11 % hmotnostnich. Ziskané organicka faze je stejnomérné michdna pfi pokojové
teploté po dobu 2 aZ 4 hodin, potom 15 minut pfi teploté 1 az 5 °C, pfednostné 2 °C.
Del$i doba michani organické faze pti pokojové teplotg zajisti celkovou solubilizaci

polymeru v rozpousStédle.

V druhém reaktoru se pfipravi vodna faze a ponecha se prednostné pfi
stejné teploté jako fize organickd, pfednostné pfi 2 °C. SniZeni teploty vodné a
organické faze zpiisobi zvy3eni jejich viskozity a zvy3eni zapouzdfeni. Vodna faze
je napiiklad vodny 10% roztok PVA.

PouZivaji se dva reaktory s dvojitymi sténami a chladici kapalina proudi
sériové do obou reaktori. Je vyhodné, aby byla ptfi michani obou fézi teplota
organické a vodné fize identickd, pfednostné 2 °C. Dobré zvladnuti teploty
podmiiiuje totiZ zarovei velikost &astic, rychlost rozpousténi ucinné latky a rychlost

extrakce rozpoustédla.

Organicka fize je pielita z prvniho reaktoru do druhého. Pomér objemu
vodné a organické faze je 80/3 aZz 120/3, piednostné 100/3.

Ziskana emulze je michéna po dobu nejméné 3 minut, pfednostné po dobu
nejméné 3 aZ 6 minut a nejlépe po dobu 5 minut. Volba této doby pfimo souvisi
s kinetikou uvoltiovani G&inné latky a zvIast€ s ,burst® efektem ve 24 az 48

hodinéach.

Nepftitomnost druhého rozpoustédla spojend s dostate¢nou emulgacni dobou

dovoluje rozpousténi uginné latky na povrchu nebo rozpousténi Spatné obalené




*e e [ X4 ey e [ Y] Y ]
. eon » [ L] [
12 . .

L X% X J

L XX R

oone
easw e

]
[ 3 [ d . L] Ld
008 SRER ot e a8 Ohes

aginné latky, takZe kinetika uvoliiovani G¢inné latky v pocatecni fazi je lepe

zvladuta.

K emulzi se p¥ida voda v objemovém poméru emulze/voda v rozmezi 1/3 az
1/2, ptednostné 1/3, aby se extrahovalo organické rozpou$tédlo. Teplota vody
uréené k extrakci je v rozmezi 1 az 5 °C, pfednostn¢ 4 °C.

Emulgacni i extrakéni kroky jsou provadény ve stejném reaktoru, aby se
zabranilo rozdilim mezi jednotlivymi SarZemi a ziskal ¢as. Teplota vody urcené
k extrakci je nizk4, aby se zabrénilo pfili§ silnému rozpousténi uéinné latky.

Ziskan4 suspenze mikrokuli¢ek je michina po dobu nékolika minut a potom
fillrovana v inertni atmosféfe. Prace vinertni atmosféfe umoZiiuje zamezit

kontaminaci produktu.

Mikrokulitky ~ ziskané vySe popsanym postupem  jsou vyhodné

lyofilizovany.

Ke 2 a2 5 g prasku mikrokulitek (filtraéni kolag) je pfidano 10 ml sterilni
vody. Celek je zamrazen pfi —40 °C a pienesen do lyofilizatoru. Lyofilizace trva 18
hodin. Teplota p¥i dodate&ném vysugovani musi byt udrZzovana pod 10 °C.

Mikrokuli¢ky, i vysu$ené, musi byt konzervovany pfi 4 °C.

Vynalez se tyka rovn&Z suspenze tvofené sterilnim roztokem obsahujicim 1
aZ 1,5 % hmotnostnéobjemovych latky zvySujici viskozitu, 0,5 az 1,5 % tenzidu, 3,5
az 4,5 % izotonizujici litky a biodegradovatelné mikrokulicky, které uvoliuji
protinadorovou latku obalenou polymerem, a které byly popséany vyse, popiipadé
byly ziskdny vySe popsanym postupem. Obsah mikrokuli¢ek je 200 az 300 mg/ml
sterilniho roztoku, pfednostné 230 az 270 mg/ml.

Tyto mikrokulitky jsou slozeny pfednostn€ z 15 az 35 % hmotnostnich
protinddorové latky a 65 aZ 85 % hmotnostnich polymeru.

Polymer je vyhodn& poly(kyselina d,l-mlécna-ko-kyselina glykolova)
obsahujici pfednostné stejné mnoZstvi kyseliny mléné a kyseliny glykolové.
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Sterilni roztok obsahuje ptednostné 1,25 % hmotnostn€objemovych sodné
soli karboxymethylcelul6zy, 1 % polysorbatu 80 a 4 % manitolu.

Vynalez je ilustrovan nasledujicimi piiklady, které nemaji omezujici
charakter.
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Piiklady provedeni vynalezu

Priklad 1

Mikrokuli¢ky ptipravené emulznd-extrakéni technikou, podle varianty
postupu popsané Boisdron-Celle M, Menei P a Benoit JP (Preparation of
biodegradable 5-fluorouracil-loaded microspheres, J Pharm Pharmacol, 47, 108-
114, 1995).

Drceni 5-FU

5-FU je drcen v drti¢i s planetarni kulickou typu Pulvérisette 7 (Fritsch).
8,5 g 5-FU se vloZi do kazdé jamky obsahujici 7 kuli¢ek. Drceni trva 10 minut
rychlosti 7. Pradek se sesbird vboxu s laminarnim prodénim vzduchu. Ziskané
krystaly maji velikost 15 aZ 50 pm a rozd€luji se na dvé frakce: na jemnou frakci
(velikost &4stic mensi neZ 1 pm) a hrubou frakei (vEtsi nez 30 pm).

Disperze 5-FU v organickém rozpoustédle

5-FU je drcen a dispergovan za stalého michani ve 45 ml dichloromethanu
pomoci homogenizatoru typu ultra-turrax po dobu 3 minut pfi 13500 rpm, ve

zkumavce s kulatym dnem.
Pfiprava organické faze

Disperze 5-FU se prelije do chlazeného reaktoru s dvojitou sténou o 150 ml.
Piid4 se PLAGA tak, Ze pomér PLAGA/dichloromethan je roven 11 %. Organicka
faze se micha lopatkou po dobu 4 hodin rychlosti 450 rpm pfi teplot¢ 20 °C, potom
15 minut pfi teploté 2 °C. Pomoci kryostatu se v reaktoru udrZuje stala teplota

s presnosti 0,1 °C.
Piiprava emulze

Pfipravi se 1500 ml 10% autoklavovaného vodného roztoku PVA, jehoZz
teplota je udrZovana pii teploté 2 °C v chlazeném dvousténném reaktoru o objemu 6
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litr. Organicka faze je vzapéti pielita do tohoto reaktoru otevienim stavidla dna
prvniho reaktoru. Béhem 5 aZz 10 s je organicka faze je vylita na vodnou fazi
michanou lopatkou otadejici se rychlosti 375 rpm. Objemovy pomér

vodna/organicka faze je roven 100/3.

Emulze je michéna po dobu 4 minut a 45 s.

Extrakce

KdyZ je emulze hotova, pfilije se na emulzi 4,5 I vody urcené k extrakci o
teploté 4 °C v objemovém poméru emulze/voda 1/3. Extrakce trva 2 minuty.

Filtrace

Celkovy obsah druhého reaktoru se prelije dnem do inoxové nadoby a je

stladen dusikem. Suspenze je filtrovana pies filtr s pory o priméru 3 pm.

Po priichodu celé suspenze filtrem, se filtratni kola¢ dvakrat promyje 3 litry

sterilni vody.

Mira zapouzdfeni protinadorové latky u ziskanych mikrokuli¢ek je 20 %.
Po proseti se provede desorpce dichloromethanu v susarné po dobu 48 hodin.
Mikrokulitky jsou poté upraveny a sterilizovany y-zafenim o 19 kGy. Po sterilizaci
se provede nova kontrola miry zapouzdieni. Poté se provede stanoveni stop
rozpoustédla. Je vyhodné detekovat zbyly dichloromethan o obsahu 0,5 %. Daéle se
zkontruluje sterilita a kinetika uvoliiovéani Gginné latky in vitro u takto ziskanych

mikrokuli¢ek.

Ziskané mikrokuli¢ky maji obsah G¢inné latky 23 + 3,5 %.

Ptipravi se nékolik 3arZi podle vySe popsaného protokolu a vypocita se
primérna velikost &stic 48 = 20 pm na populaci viech SarZi odpovidajici 46 = 7 um

(primé&r priméri z pfipravenych SarZi).

Ziskané mikrokuli¢ky maji obsah u¢inné latky 23 + 3,5 % a primérnou

velikost 48 + 20 pm.
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Ptiklad 2

Mikrokuli¢ky jsou ptipraveny emulzné-extrakéni technikou podle pfikladu

Drceni 5-FU

Postupuje se jako v piikladu 1 drcenim 4g 5-FU. Ziskané krystaly maji
velikost 15 aZ 50 pm a rozdéluji se na dv& frakce: na jemnou frakci (velikost Castic

men$i neZ 1 pm) a hrubou frakei (vétsi neZ 30 pm).
Disperze 5-FU v organickém rozpoustédle

5-FU je drcen a dispergovan za stalého michani ve 40 ml dichloromethanu
pomoci homogenizatoru typu ultra-turrax po dobu 3,5 minut ptfi 13500 rpm, ve

zkumavce s kulatym dnem.

Ptiprava organické faze a pfiprava emulze se provedou jako v ptikladu 1.
Extrakce a filtrace se provedou jako v pfikladu 1.
Charakteristika ziskanych mikrokuliCek.

Obsah 5-FU: 22 %
Velikost: 46 + 7 pm
Burst efekt 24 hodin po radiosterilizaci 19 kGy: 40 + 4 %.

Priklad 3

Klinicka vzorova studie faze I/Il je provedena s mikrokulickami PLAGA
50:50/5-FU z ptikladu 1.

Ziskané mikrokulitky jsou rychle ptevedeny na suspenzi v roztoku

obsahujicim:
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- 125 % hmotnostnéobjemovych sodné soli karboxymethylcelulozy

- 1 % polysorbatu 80,

- 4 % manitolu a

- dostateéné mnoZstvi vody pro injikovatelny pfipravek k ziskani

celkového objemu 3 ml.

Roztok je predem sterilizovan autokldvovanim pfi 121 °C po dobu 20
minut, potom radiosterilizovén y-zéfenim o davce 5 az 25 kGy, pfednostné 19 kGy.

Priprava této suspenze je naro¢na, protoZe je tieba se vyhnout tvorbé
bublinek. Suspenze je injikovana ihned po své pfipravé, protoze mikrokulicky maji

tendenci sedimentovat a ucpavat stiikacku.

Po makroskopickém vyjmuti gliového nadoru je suspenze mikrokuli¢ek
implantovana do hloubky 2 aZ 3 ¢cm po celém povrchu operaéni stény v mnoZstvi

100 pl na injekci.

Injekce se provadi stfikatkou o objemu 1 ml a katetrem (Insyte®, Vialon
TM) 18 ga (1,3 x 45 mm), ze kterého se odejme kovove skli¢idlo a ponecha se
jenom plastovy katetr s nezabrousenym koncem, kterym se injikuje suspenze do
mozkové tkang. PouZije se takové mnoZstvi stifkacek o objemu 1 ml, kolik je tfeba.
Injekce suspenze se zabrouSenou jehlou vytvafi riziko hematomu a odlivu
mikrokulitek. Primér katetru musi byt dostate¢né maly, aby nedoSlo ke zranéni
mozkové tkané a dostatetné velky, aby se neucpal suspenzi mikrokulicek.

Injekce se musi provadét velmi jemné a katetr musi zustat nékolik minut na
misté, aby se zabranilo odlivu mikrokuli¢ek. Na misto injekce se pfilozi fragment
hematostatického resorbovatelného obvazu o velikosti 1 cm2 (Surgical® nebo

Spongel®).

Pacienti zahrnuti do studie jsou ve véku od 18 do 68 let, bez ptedchoziho
novotvaru, s Karnofskym indexem v&t$im neZ 60, a maji klinickou historii a obraz
naznadujici Zivy glioblastom, podstoupili kompletni makroskopické vyjmuti nadoru
a jejich operaéni histologické vySetfeni (provedené podle kritérii OMS; nekréza,
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vaskularni proliferace, nuklearni pleomorfizmus a mitotickd aktivita) potvrdilo
diagnozu glioblastomu.

Kritéria pro vyloudeni pacienta jsou nasledujici: metabolickd deficience,

obezita, jina pfedchozi rakovinna pathologie.

Na zagatku byly pro studium vlivu rostoucich davek 5-fluoro-uracilu
plénovény tii skupiny: v chronologickém potadi 70, 132, 264 mg, 1é€ba nasledujici
skupiny byla zahdjena po zji§t&ni tolerance u skupiny, ktera byla pravé testovana.

Vzhledem k zjist&ni neurologické toxicity Grade II u pacienta, ktery piijmul
132 mg 5-FU a podle pravidel ukon&eni protokolu, bylo zvySovéni terapeutickych
davek zastaveno a nasledujici pacienti dostali stejnou davku 132 mg.

B&Zna externi radioterapie (zaostfena na objem nadoru ohodnoceny na
pedoperaénim IRM s energii 10 MV) je zahajena mezi druhym a sedmym dnem

nasledujicim po operaci.

Aplikuje se celkovéa davka 60 Gy ve 33 davkach po 1,8 Gy, pfi 5 davkach
za 6,5 tydne. Ozafovany objem zahrnuje objem nadoru s okrajem nejméné 2 cm ve

‘viech smérech.

Pacienti jsou sledovani po klinické i radiologické strance: scanner pro
potvrzeni kompletniho makroskopického vyjmuti nddoru se provede 72 hodin po
operaci a klinické hodnoceni 10., 20. a 30. den. IRM se provede 10. a 30. den.
Stanoveni hladiny 5-FU v krvi a LCR se provede po 72 hodinéch, 10., 20. a 30. den.
Toxicita (neurologicka, hematologickd, slizni¢ni a kardiologickd) je hodnocena
stupndmi podle kriterii odvozenych od OMS. Po ubéhnuti jednoho mésice jsou
pacienti klinicky sledovéni kazdé dva mésice a podstupuji kazdé tfi mésice IRM.

U vsech pacienti byla pozorovana lehkd postoperaéni anémie,

hyperleukocytoza a lehkéa lymfopenie.

Farmakologickd studie dovolila potvrdit prodlouZené uvoliiovéani 5-FU
i¢inné latky v cefalorachidové kapaling (LCR) b&hem vice nez 30 dnu a v mensi
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mite ptechodny priichod téchto molekul do systémového ob¢hu. Jesté mésic po
implantaci je pomé&rng velka koncentrace 5-FU v LCR.

Profil uvoliiovani 5-FU do LCR vykazuje maximum v desatém resp. ve
dvacatém dni pro davky 70 resp. 132 mg. Koncentrace 5-FU v plazmé& nebyla u

poloviny pacientt detekovatelna od desétého dne.

Systémové tolerance je vytetna u viech testovanych pacientil. Nebyly
pozorovany Z4adné chemické nebo bunéiné zmény LCR. Po zjiSténi mozkového
edému pii radioterapii pacienta, kterému byla podina dédvka 132 mg, nebylo

dovoleno daldi zvy$ovani davek.

Osm pacientil, z nichZ &tyfi muZi a ¢tyfi Zeny v primémém veku 48,5 let a
s Karnofsky indexem vét§im nez 90 bylo tedy zahmuto do studie. Prvni skupiné o
ttech lidech byla podana davka 70 mg a druhé, Citajici pét lidi, ddvka 132 mg.

Prvni predb&Zné vysledky o pieziti pacienti nebyly statisticky
interpretovatelné z divodu malého pottu pacienti. Byly vSak velmi povzbuzujici.
Pti poslednim hodnoceni v prvni skuping (70 mg) zemfeli tfi pacienti v 61., 114. a
125. tydnu. Je nutno poznamenat, Z¢ pacient, ktery zemiel ve 114. tydnu, zemfel na
nasledky plicnich metastdz glioblastomu. Ve druhé zpracované skuping (132 mg)
zemfeli tfi pacienti v 31., 59. a 82. tydnu u dal$ich nemoc ustupovala jeste¢ ve 159. a

172. tydnu, v dobg psani t&chto pfedb&znych vysledki.

Median doby pfeZiti pacientii je 98 tydni (v literatue je 50,6 tydni pro
pacienty odpovidajici stejnym kritériim (Devaux BC, O'Fallon JR, Kelly PJ,
Resection, biopsy, and survival in malignant glial neoplasms, J Neurosurg,
78: 767-775, 1993). P&t zosmi pacientd, tedy 62 %, piezili 18 mésicy,
zatimco literatura uvadi u pacientt odpovidajicich kritériim pro pfijeti do této
studie, Ze 18 mésich preZije 20 % pacientli (Devaux BC, O'Fallon JR, Kelly
PJ, Resection, biopsy, and survival in malignant glial neoplasms, J
Neurosurg, 78: 767-775, 1993).
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Primyslova vyuzitelnost

Vynalez lze pouZit ve farmaceutickém primyslu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Pouziti  biodegradovatelnych  mikrokuli¢ek  uvoliujicich
radiosenzibilizujici protinddorovou latku pro ptipravu léku k 1é¢bé glioblastomu
za soucasného, oddg&leného nebo v fase rozprostfeného pouZiti s radioterapii,
pficemZ tyto mikrokuli¢ky jsou ureny k implantaci do opera¢ni oblasti po vyjmuti
gliového nadoru, kdy jsou mikrokulicky obsahujici protinddorovou latku obaleny
polymerem, ktery zpoZzd'uje uvolilovani protinddorové latky a udrZuje
v parenchymovém prostoru jeji terapeuticky u¢innou koncetraci pro dosaZeni preZiti
pacientd nejméné 90 tydnd, piednostng 130 tydnii a jesté pfednostné 160 tydni.

2. Pouziti podle naroku 1, kdy protinddorova latka je hydrofilni

a/nebo nepronikd hematoencefalickou bariéru.

3. Pouziti podle naroku 1 nebo 2, kdy protinadorova latka neni

toxicka pro centralni nervovy systém.

4. Pouziti podle jednoho zpfedchazejicich ndrokG 1 aZ 3, kdy je
protinadorova latka tvofena jednou protinadorovou radiosenzibilizujici slouceninou
nebo smési protinddorovych sloudenin obsahujici nejméné jednu protinddorovou
radiosenzibilizujici sloudeninu, tzv. protinddorové slouceniny jsou vybrany ze
skupiny obsahujici 5-fluorouracil(5-FU), platinu jako karboplatina a cisplatina,
taxany jako docetaxel a paklitaxel, gemcitabin, VP16, mitomycin, idoxuridin,
inhibitory topoizomerazy I jako irinotekan, topotekan a camtotheciny, nitrosourei,
jako BCNU, ACNU nebo MCNU, methotrexat, bleomycin, adriamycin, cytoxan a
vinkristin, imunomodula¢ni cytokiny jako IL2, IL6, IL12 a IL13 a interferony.

5. Pouziti podle naroku 4, kdy protinadorova latka je 5-fluorouracil.

6. Pouziti podle naroku 5, kdy koncentrace 5-FU v mozkomiSnim
moku, kterd odraZi koncentraci v parenchymovém prostoru, je 3 aZ 20 ng/ml.

7. Pouziti podle jednoho z piedchazejicich naroki 1 az 6, kdy se
k protinadorové latce piida neuroprotektivni sloucenina, vybrand mezi peptidovymi

ristovymi faktory jako je NGF nebo BDNF.
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8. Pouziti podle jednoho z pfedchazejicich néroktl 1 aZ 7, kdy polymer
obalujici mikrokuli¢ky, ktery zpoZzduje uvoliiovani protinddorové latky, udrzuje
v parenchymovém prostoru jeji terapeuticky u¢innou koncetraci v prubéhu nejméné

tfi tydnd, piednostné nejméné Ctyf tydni.

9. Pouziti podle jednoho z predchazejicich narokt 1 az 8, kdy je polymer
vybrédn znésledujicich latek: ethylceluléza, polystyren, poly(e-caprolacton),
poly(kyselina d,l-m1é¢na) a poly(kyselina d,I-mlé¢nd-ko-kyselina glykolova).

10. PouZiti podle jednoho z pfedchéazejicich nérokd 1 az 9, kdy polymer,
ktery obaluje mikrokulicky, je poly(kyselina d,I-mlé¢né-ko-kyselina glykolova).

11. Pouziti podle naroku 10, kdy polymer, ktery obaluje mikrokuli¢ky, je
poly(kyselina d,l-mlééné-ko-kyselina glykolova) obsahujici stejné mnozstvi

kyseliny mlé&né a kyseliny glykolové.

12. Pouziti podle jednoho z piedchazejicich ndroki 1 aZz 11, kdy
mikrokuli¢ky maji sttedni praimé&r 48 + 20 um, pfednostn€ 46 + 7 pm.

13. Pouziti podle jednoho z pfedchazejicich narokd 1 az 12, kdy
mikrokuli¢ky obsahuji 15 aZ 35 % hmotnostnich protinddorové latky a 65 az 85 %

hmotnostnich polymeru.

14. PouZiti podle narokii 5 a 13, kdy mikrokuli¢ky obsahuji 19 az 27 %
hmotnostnich 5-FU, pfednostné 20 % hmotnostnich 5-FU.

15. Pouziti podle jednoho z ptedchéazejicich narokd 1 az 14, kdy se
mikrokuliky pfevedou do suspenze ve sterilnim roztoku, ziskana suspenze je
uréena k injekei do st&n opera¢ni dutiny po vyjmuti gliového nadoru a kdy sterilni
roztok obsahuje 1 aZ 1,5 % hmotnostnéobjemovych latky zvy3ujici viskozitu, 0,5 az
1,5 % tenzidu a 3,5 aZ 4,5 % izotonizujici latky.

16. Pouziti podle niroku 15, kdy roztok obsahuje 1,25 %
hmotnostngobjemovych sodné soli karboxymethylcelulézy, 1 % polysorbatu 80 a
4% manitolu.
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17. Pouziti podle ndroku 15 nebo 16, kdy se suspenze injikuje do stén
operaéni dutiny do hloubky nejmén& dvou centimetri, pfednostné dvou aZ tfi

centimetrd, na nejméné kazdy cm?2.

18. Pouziti podle naroku 5, kdy celkové davka injikovaného 5-FU je 50 aZ
200 mg, pfednostné 130 mg.

19. Pouziti podle jednoho z ptedchézejicich naroki 1 az 18, kdy se
radioterapie zaostfi na oblast nadoru tak, Ze ozifeny objem obsahuje preoperacni
nador s okrajem nejmén& dvou centimetrii ve viech smérech, a kdy se aplikuje
celkova davka 50 az 60 Gy.

20. Pouziti podle jednoho z pfedchazejicich ndrokid 1 az 19, kdy se
radioterapie zahaji pfednostné mezi druhym a sedmym dnem nasledujicim po

operaci.

21. Pouziti podle jednoho z pfedchézejicich narokd 1 az 20, kdy se
radioterapie provede s celkovou davkou 60 Gy v pribéhu Sesti tydni.

22. Pouziti podle jednoho z naroku 15 az 17 nebo 19 az 21, kdy se suspenze
mikrokuli¢ek injikuje stereotakticky jednou nebo vicekrat v ptipadé névratu nadoru.

23. Zpisob pripravy biodegradovatelnych mikrokuli¢ek obsahujicich
protiniddorovou latku obalenou polymerem pomoci emulgace a extrakce, které
spotivaji v disperzi protinddorové latky a polymeru v organickém rozpoustédle, ve
smichani ziskané organické faze svodnou fazi pro ziskdni emulze, v extrakei
organického rozpoustédla pfidinim vody a ve filtraci ziskané suspenze
mikrokuli¢ek, vyznadujici se tim, Ze protinddorova latka se disperguje v organickém

rozpoustédle za silného michéni pfed pfiddnim polymeru.

24. Zptisob podle naroku 23, vyznacujici se tim, Ze organické rozpoustédlo

je dichloromethan.

25. Zptisob podle néroku 23 nebo 24, vyznalujici se tim, Ze vodna faze a

organické fize maji v moment® smichéni stejnou teplotu, piednostné 2 °C.
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26. Zptsob podle jednoho z ndrokd 23 aZ 25, vyznacujici se tim, Ze

organicka faze obsahuje 11 % polymeru.

27. Zpisob podle jednoho z néaroku 23 aZ 26, vyznacujici se tim, Ze pomer

vodna faze/organicka faze je roven 100/3.

28. Zpusob podle jednoho z naroki 23 az 27, vyznacujici se tim, Ze emulze

tvofena vodnou a organickou fazi se micha nejmén¢ 3 minuty.

29. Zpisob podle jednoho z narokd 23 az 28, vyznaCujici se tim, Ze voda
potiebna k extrakci organického rozpoustédla je pfidina v takovém mnoZstvi, aby

byl objemovy pomér emulze/voda roven 1/3.

30. Zpuisob podle jednoho z narokd 23 az 29, vyznalujici se tim, Ze voda

potebnd k extrakci organického rozpoustédla ma teplotu 4 °C.

31. Zpusob podle jednoho z naroki 23 az 30, vyznalujici se tim, Ze se
protinddorova latka pted disperzi v organickém rozpoustédle rozdrti, aby byla
velikost krystald protinadorové latky 15 az 50 pm.

32. Zptsob podle jednoho z narokd 23 az 31, vyznaCujici se tim, Ze se
suspenze ziskand po ptidani vody uréené k extrakei filtruje v inertni atmosféfe.

33. Zpisob podle jednoho z naroki 23 aZ 32, vyznaCujici se tim, Ze se

mikrokuli¢ky lyofilizuji.

34. Suspenze, vyznaujici se tim, Ze je tvofena sterilnim roztokem
obsahujicim 1 aZ 1,5 % hmotnostngobjemovych latky zvySujici viskozitu, 0,5 aZ 1,5
% tenzidu a 3,5 aZ 4,5 % izotonizujici latky a biodegradovatelnymi mikrokuli¢kami
obalenymi polymerem, které uvoliuji protinadorovou latku, pomér mikrokulicek
predstavuje 200 az 300 mg/ml sterilniho roztoku.

35. Suspenze podle naroku 34, kdy mikrokuli¢ky jsou tvofeny 15 az 35 %
hmotnostnimi protinadorové latky a 65 aZz 85 % hmotnostnimi polymerem.
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36. Suspenze podle naroku 34 nebo 35, kdy polymer je poly(kyselina d,l-
mlééna-ko-kyselina glykolova) obsahujici pfednostné stejné mnoZstvi kyseliny
mlé¢né a kyseliny glykolové.

37. Suspenze podle jednoho z narokii 34 az 36, kdy sterilni roztok obsahuje
1,25 % hmotnostngobjemovych sodné soli karboxymethylcelulozy, 1 % polysorbatu
80 a 4% manitolu.
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